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II

(Nelegislativni akty)

NARIZENI

NARIZENI KOMISE (EU) & 900/2014
ze dne 15. Cervence 2014,

kterym se pfizptsobuje technickému pokroku nafizeni (ES) & 440/2008, kterym se stanovi
zkuSebni metody podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢ 1907/2006 o registraci,
hodnoceni, povolovini a omezovini chemickych latek

(Text s vyznamem pro EHP)

EVROPSKA KOMISE,
s ohledem na Smlouvu o fungovéni Evropské unie,

s ohledem na natizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 ze dne 18. prosince 2006 o registraci, hodno-
ceni, povolovani a omezovdni chemickych ldtek, o zi{zeni Evropské agentury pro chemické litky, o zméné smérnice
1999/45/ES a o zruSeni nafizeni Rady (EHS) ¢. 793/93, nafizeni Komise (ES) ¢. 1488/94, smérnice Rady 76/769/EHS
a smérnic Komise 91/155/EHS, 93/67/EHS, 93/105/ES a 2000/21/ES (), a zejména na ¢l. 13 odst. 2 uvedeného
nafizen,

vzhledem k témto dévodim:

(1)  Natfizeni Komise (ES) ¢. 440/2008 (*) obsahuje zkuSebni metody pro urcovani fyzikdlné-chemickych vlastnosti,
toxicity a ekotoxicity chemickych latek, které se maji pouzivat pro Gcely nafizeni (ES) ¢. 1907/2006.

(2)  Nafizeni (ES) ¢. 440/2008 je tieba aktualizovat a pfednostné do n& zahrnout nové a aktualizované zkusebni
metody, jez neddvno schvilila OECD, aby byl zohlednén technicky pokrok a v souladu se smérnici Evropského
parlamentu a Rady 2010/63/EU () doslo ke snizeni poctu zvifat pouzivanych pro pokusné dcely. Se zhcastné-
nymi stranami byla tato pfedloha konzultovéna.

(3)  Toto pfizplsobovani technickému pokroku obsahuje $est novych zkusebnich metod pro stanoveni toxicity a jinych
Gcinkd na zdravi v¢etné studie vyvojové neurotoxicity, rozsifené jednogenera¢ni studie reprodukéni toxicity, trans-
genntho in vivo testu genové mutace na hlodavcich, testu in vitro s cilem posoudit Gcinky na syntézu steroidnich
hormont, jakoZz i dvou metod in vivo pro posouzeni estrogennich a (anti) androgennich dcinkd.

(4)  Natizeni (ES) ¢. 440/2008 by proto mélo byt odpovidajicim zptsobem zménéno.

(5)  Opatfeni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se stanoviskem vyboru ziizeného podle ¢lanku 133 nafizeni
(ES) ¢. 1907/2006,

() UF.vést. L 396, 30.12.2006,s. 1.

(*) Nafizeni Komise (ES) ¢. 440/2008 ze dne 30. kvétna 2008, kterym se stanovi zkusebni metody podle natizeni Evropského parlamentu
aRady (ES) €. 1907/2006 o registraci, hodnoceni, povolovani a omezovéni chemickych latek, UF. vést. L 142, 31.5.2008, s. 1.

() Smérnice Evropskeho parlamentu a Rady 2010/63/EU ze dne 22. zdii 2010 o ochrané zvifat pouzivanych pro védecké ucely
(Ut. vést. L 276, 20.10.2010, s. 33).
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PRIJALA TOTO NARIZENI:
Cldnek 1

Priloha nafizeni (ES) ¢. 440/2008 se méni v souladu s pfilohou tohoto nafizeni.
Cldnek 2

Toto nafizeni vstupuje v platnost tietim dnem po vyhldseni v Urednim véstniku Evropské unie.

Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu a ptimo pouzitelné ve viech ¢lenskych stdtech.

V Bruselu dne 15. ¢ervence 2014.

Za Komisi
José Manuel BARROSO
piedseda
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PRILOHA

Ptiloha nafizen{ (ES) ¢. 440/2008 se méni takto:

Vkladaji se kapitoly B.53, B.54, B.55, B.56, B.57 a B.58, které znéjt:

,B.53. STUDIE VYVOJOVE NEUROTOXICITY

UVOD

1. Tato zkusebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni (TG) 426 (2007). Pracovni skupina OECD pro
reprodukéni a vyvojovou toxicitu na svém zaseddni v ¢ervnu 1995 v Kodani jednala o potiebé aktualizovat stdva-
jici pokyny OECD pro zkouseni reprodukéni a vyvojové toxicity a vypracovat nové pokyny pro cinky, pro které
pokyny jesté neexistuji (1). Pracovni skupina doporudila, aby pokyn pro zkouseni vyvojové neurotoxicity byl
vypracovan na zakladé pokynu Utadu pro ochranu Zivotniho prostiedi USA (US EPA), ktery byl pozdéji revi-
dovén (2). V ¢ervnu 1996 se v Kodani konala druhd konzulta¢ni schiizka, kterd poskytla sekretaridtu doporuceni
k néstinu nového pokynu pro zkouseni vyvojové neurotoxicity, vetné jejich hlavnich prvkd, napf. podrobnosti
tykajicich se volby druhu zvifat, obdobi podavani ddvek, doby zkousky, vyslednych parametrsi, které maji byt
posuzovény, a kritéril pro hodnoceni vysledkii. V roce 1998 byl zvefejnén pokyn USA pro posuzovini rizik
neurotoxicity (3). V ffjnu 2000 se konala konzulta¢ni schiizka odbornikit OECD, na kterou bezprostiedné navazal
semindf védeckého tstavu pro vyzkum rizik ILSI, a v roce 2005 se uskutecnila konzulta¢ni schiizka odbornikt
v Tokiu. Cilem téchto zaseddni bylo projednat védecké a technické otdzky souvisejici se stdvajicim pokynem pro
zkouseni a doporuceni, jez z téchto zaseddni vzesla (4)(5)(6)(7), byla zvdzena pi vyvoji této zkuSebni metody.
Dal3{ informace tykajici se provadéni, interpretace a pouZité terminologie této zkusebni metody lze najit v Pokynu
OECD ¢. 43 ,Zkouseni a posuzovani reprodukéni toxicity* (8) a Pokynu OECD ¢&. 20 ,Zkouseni neurotoxicity* (9).

VYCHOZI[ UVAHY

2. Je zndmo, Ze nékteré chemické latky maji vyvojové neurotoxické tc¢inky na ¢lovéka a dalsi druhy (10)(11)(12)(13).
Aby bylo mozno posoudit a zhodnotit toxické vlastnosti ur¢ité chemické latky, mize byt nutné stanovit, jakd je
jeji schopnost vyvojové neurotoxicity. Studie vyvojové neurotoxicity jsou koncipovany s cilem poskytnout tdaje,
véetné charakterizace vztahu ddvka-odpovéd, o moznych funkénich a morfologickych tacincich na vyvoj nervové
soustavy potomstva, jez mohou vzniknout v disledku expozice in utero a v ¢asném postnatdlnim obdobi Zivota.

3. Studii vyvojové neurotoxicity lze provddét jako samostatnou studii, zaclenit ji do studie reprodukéni toxicity
a/nebo neurotoxicity dospélych zvirat (napf. zkusebni metody B.34 (14), B.35 (15), B.43 (16)) nebo ji pFipojit ke
studii prenatdlni vyvojové toxicity (napf. zkuSebni metoda B.31 (17)). Je-li studie vyvojové neurotoxicity zaclenéna
do jiné studie nebo pfipojena k jiné studii, musi byt bezpodmine¢né zachovéna integrita obou typt studif. Viech-
ny zkousky musi spliiovat platné prdvni pfedpisy nebo stitni a instituciondlni pokyny pro pouzivani laborator-
nich zvifat ve vyzkumu (napf. (18)).

4. ZkuSebni laboratof by pfed provedenim studie méla vzit v dvahu veskeré dostupné informace o zkousené
chemické latce. Soucdsti téchto informaci je totoznost a struktura chemické latky, jeji fyzické a chemické vlast-
nosti, vysledky jinych zkousek toxicity dané chemické latky in vitro nebo in vivo, toxikologické udaje o strukturné
piibuznych chemickych litkdch a ocekdvané pouziti chemické litky. Tyto informace jsou nezbytné k tomu, aby
byli vSichni zainteresovani pfesvédéeni, Ze zkouska md vyznam pro ochranu lidského zdravi a pomiize pii vybéru
vhodné vychozi davky.

PODSTATA ZKOUSKY

5. ZkouSend chemickd litka se poddva zvifatim v dobé bfezosti a laktace. Jsou testovany matky za tGéelem posou-
zen{ U¢inkd na bfezi a kojici samice a zkouska mizZe také poskytnout informace pro srovndni (mezi matkou
a potomstvem). Z vrhii se ndhodné vybere potomstvo pro hodnoceni neurotoxicity. Hodnoceni se sklddd z pozoro-
vani za tcelem zjisténi zdvaznych neurologickych abnormalit a abnormalit v chovani, véetné posouzeni fyzického
vyvoje, behaviordlni ontogeneze, motorické aktivity, motorickych a smyslovych funkei a uceni a paméti; a hodno-
ceni hmotnosti mozku a neuropatologie béhem postnatdlniho vyvoje a v dospélosti.
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10.

Pokud se zku$ebni metoda provadi jako samostatnd studie, lze dalsi dostupnd zvifata z kazdé skupiny pouzit pro
specifickd neurobehaviordlni, neuropatologickd, neurochemickd nebo elektrofyziologickd vy3etfeni, kterd mohou
doplnit udaje ziskané z vySetfeni doporucenych touto zkuSebni metodou (16)(19)(20)(21). Tyto dopliujici
postupy mohou byt zvlasté uzitecné tehdy, pokud empirické pozorovéni, ocekdvané ti¢inky nebo mechanismus
tcinku ukazuji na specificky typ neurotoxicity. Tyto dopliujici postupy lze pouzit na matkdch i na mlddatech.
Kromé toho Ize pouzit také postupil ex vivo nebo in vitro, pokud tyto zkousky nezméni integritu postupti in vivo.

PRIPRAVA NA ZKOUSKU

Vybér druhu zvifat

Upfednostiiovanym zkuSebnim druhem je potkan; pfipadné lze pouzit i jiné druhy. Je viak tfeba mit na paméti,
ze obdobi bfezosti a obdobi postnatdlniho vyvoje stanovené v této zkusebni metodé jsou specifické pro bézné
uzivané kmeny potkantl, a pokud jsou pouzity jiné druhy nebo neobvyklé kmeny, méla by byt zvolena srovna-
telnd obdobi. Pouziti jinych druht by mélo byt zdivodnéno na zdkladé toxikologickych, farmakokinetickych
a/nebo jinych udaji. Zdivodnéni by mélo obsahovat dostupné postnatdlni neurobehaviordlni a neuropatologické
zvézeno, na kterém druhu/kmenu byla provedena. Vzhledem k réiznym reakcim jednotlivych kmend potkant by
mély existovat dikazy o tom, Ze kmen zvoleny k pouziti md p¥iméfenou plodnost a citlivost. Spolehlivost a citli-
vost jinych druht pro Gcely zjistovani vyvojové neurotoxicity by mély byt zdokumentovany.

Podminky chovu a krmeni

Teplota v mistnosti pro pokusnd zvifata by méla byt 22 °C (x 3 °C). Relativni vlhkost by méla byt nejméné 30 %
a pokud mozno neptesahnout 70 %, kromé doby tklidu mistnosti; aviak cilem by méla byt hodnota 50-60 %.
Osvétleni by mélo byt umélé a mélo by se stiidat 12 hodin svétla a 12 hodin tmy. Pfed pafenim a po dobu trvani
studie lze rovnéz svételny cyklus obrétit, aby bylo mozné posoudit sledované funkéni a behaviordlni vlastnosti za
tmy (pod Cervenym svétlem), tj. v dobé, kdy jsou zvifata za bézinych podminek aktivni (22). Veskeré zmény
v rytmu svétla a tmy by mély zahrnovat pfiméfenou dobu na aklimatizaci, aby se zvifatim umoznilo pfizpisobit
se novému rytmu. Ke krmenf Ize pouzit konvenéni laboratorni stravu s neomezenou dodavkou pitné vody. Druhy
krmiva a vody by mély byt zaznamendny a mély by byt analyzovany na ptitomnost kontaminujicich latek.

Zvifata lze chovat jednotlivé nebo je umistit do kleci v malych skupinkdch zvifat stejného pohlavi. Pafeni by mélo
probihat v klecich, které jsou k tomuto ticelu vhodné. Po spafeni nebo nejpozdéji v 15. den bfezosti by oplodnéné
samice mély byt umistény individudlné do kleci urcenych k vrhu nebo chovu mlddat. Klece by mély byt uspofd-
dény tak, aby byl vliv umisténi klec{ minimalizovan. S blizici se dobou vrhu by oplodnénym samicim mél byt
poskytnut odpovidajici a pfesné stanoveny materidl pro tvorbu hnizda. Je zndmo, Ze nevhodné zachdzeni nebo
stres v dobé bfezosti mizZe vést k nepfiznivym ndsledkiim, vCetné prenatdlni ztrity a zménéného vyvoje plodu
a postnatalniho vyvoje. S cilem zabranit prenatdlnim ztratdm z divodd, které nesouvisi s expozici, by se mélo se
zvifaty béhem bfezosti zachdzet opatrné a zamezit stresu zpisobenému zevnimi faktory, jako je napf. nadmérny
vngjsi hluk.

Piiprava zvirat

Pouziji se zdravd zvifata, kterd se aklimatizovala na laboratorni podminky a kterd nebyla podrobena pfedchize-
jicim zkuSebnim postupiim, pokud nenf studie za¢lenéna do jiné studie (viz odstavec 3). Pokusnd zvifata by méla
byt charakterizovdna podle druhu, kmenu, pivodu, pohlavi, hmotnosti a stafi. Kazdému zvifeti by mélo byt pridé-
leno jedine¢né identifika¢ni ¢islo a zvife by jim mélo byt oznaceno. Je-li to mozné, méla by mit zvifata ze vSech
zkusebnich skupin stejnou hmotnost a vék a méla by byt v rdmci normélniho rozpéti zkoumaného druhu
a kmene. Pro kazdou troven ddvek se pouziji mladé dospélé samice, které musi byt nulipary. Je tfeba dbat na to,
aby nedochdzelo k pdfeni sourozenct. Nultym dnem gestace je den, kdy je zpozorovdna vagindlni zdtka a/nebo
sperma. Jsou-li od dodavatele nakupovana stejné dlouho btezi zvitata, méla by jim byt poskytnuta pfiméfend doba
(napf. 2-3 dny) na aklimatizaci. Oplodnéné samice se ndhodnym vybérem pfidéli do kontrolnich a experimentdl-
nich skupin a mély by byt do skupin rozdéleny pokud mozno rovnomérné (pro zajisténi rovnomérného rozdéleni
do vSech skupin se doporucuje napf. postup stratifikovaného ndhodného vybéru, jako je postup zaloZeny na
télesné hmotnosti). Samice oplodnéné stejnym samcem by mély byt rovnomérné rozdéleny do vsech skupin.



21.8.2014 Utedni véstnik Evropské unie L 247[5

POSTUP

Pocet a pohlavi zvifat

11. 'V kazdé zkuSebni a kontrolni skupiné by mél byt dostate¢ny pocet bfezich samic, které budou exponoviny
zkousené chemické latce, aby se zajistilo, Ze se narodi dostate¢ny pocet potomkt pro hodnoceni neurotoxicity.
Pro kazdou droven davky se doporucuje pouzit celkem 20 vrhi. Jsou povoleny rezimy s opakovanym a stupno-
vitym podavanim, pokud je dosazen celkovy pocet vrhi v kazdé skupiné a pokud jsou pouzity vhodné statistické
metody zohledtiujici opakovani.

12. Ve 4. postnatlni den nebo diive (postnatdlni den O je den vrhu) musi byt velikost kazdého vrhu upravena odstra-
nénim nadbyte¢nych mlddat, aby byla dosazena stejnd velikost viech vrhil (3). Velikost vrhu by neméla piesahovat
pramérnou velikost vrhu u pouzitého kmene hlodavct (8-12 mlddat). Ve vrhu by mél byt pokud mozno stejny
pocet mladych samcti a samic. Selektivni odstrafiovani mlddat, napt. na zdkladé télesné hmotnosti, neni vhodné.
Po standardizaci velikosti vrhil (utraceni) a pted dalsim zkouenim sledovanych funkénich ukazatelt by jednotliva
mlddata, kterd jsou urena pro zkousky pfed odstavenim a po odstaveni, méla byt jednoznaéné identifikovana
pomoci jakékoli vhodné humdnni metody pro identifikaci mladat (napf. (24)).

Pfifazeni zvifat pro funkéni a behaviordlni zkousky, hmotnost mozkii a neuropatologickd hodnoceni

13.  Tato zkuSebni metoda umoziiuje rizné zpusoby pfifazeni zvifat exponovanych in utero a prostfednictvim laktace
pro funkéni a behavioralni zkousky, uréeni pohlavni zralosti, stanoveni vdhy mozku a neuropatologické hodno-
ceni (25). V jednotlivych piipadech lze pfidat i jiné zkousky neurobehaviordlnich funkci (napf. socidlniho
chovéni), neurochemie nebo neuropatologie, pokud nebude ohrozena integrita ptivodné pozadovanych zkousek.

14.  Z kazdé exponované skupiny se ve 4. postnatdlni den nebo pozdéji vyberou mlddata a pfifadi se pro posouzeni
sledovanych vlastnosti. Vybér mlddat by mél byt provddén tak, aby pfi vSech zkouskdch byla v kazdé exponované
skupiné v nejvétsim mozném rozsahu rovnomérné zastoupena obé pohlavi z kazdého vrhu. Pro zkousky moto-
rické aktivity by méla byt pouzita stejnd dvojice mliddat samec-samice v kazdém zkoumaném véku pfed odsta-
venim (viz odstavec 35). Pro vSechny ostatni zkousky lze pro rtzné behaviordlni zkousky pouzit tytéz pary
mlddat nebo pary rtizné pro kazdou zkousku. Pro zkousky pozndvacich funkei odstavenych mlidat v porovnani
s dospélymi zvifaty bude moznd nutné pfifadit odlisnd mlddata, aby se zamezilo zkreslujicim wicinkiim véku
a predchoziho ndvyku na tato méfeni (26)(27). Pfi odstaveni (21. postnatdlni den) lze mlddata, kterd nebyla
vybrdna ke zkouskdm, humdnné usmrtit. Veskeré zmény v pfifazeni mlddat musi byt zaznamendny. Statistickou
jednotkou pro vyhodnocovani vysledkti by mél byt vrh (nebo samice), a nikoli mladé.

15.  Existuji riizné zplisoby pfifazovani mlddat k vySetfenim pfed odstavenim a po odstaveni, zkouskdm poznédvacich
schopnosti, patologickym vy3etfenim atd. (0 obecném konceptu viz obrazek 1 a piiklady pfifazeni viz dodatek 1).
Doporu¢ené minimalni pocty zvifat v kazdé exponované skupiné pro vySetfeni pfed odstavenim a po odstaveni

jsou tyto:
Klinickd pozorovani a télesnd hmotnost Vsechna zvifata
Podrobnd klinickd pozorovani 20 od kazdého pohlavi (1 od
kazdého pohlavi a vrhu)
Hmotnost mozku (po fixaci) 11.-22. postnatdlni den 10 od kazdého pohlavi
(1 z kazdého vrhu)
Hmotnost mozku (nefixovaného) ~ 70. postnatdlni den 10 od kazdého pohlavi
(1 z kazdého vrhu)
Neuropatologie (fixace ponofenim do fixa¢niho roztoku nebo perfuzi) 10 od kazdého pohlavi
11.-22. postnatélni den (1 z kazdého vrhu)
Neuropatologie (fixace perfuzi) ~ 70. postnatiln{ den 10 od kazdého pohlavi
(1 z kazdého vrhu)




L 247/6 Utednt véstnik Evropské unie 21.8.2014

Pohlavni zralost 20 od kazdého pohlavi (1 od
kazdého pohlavi a vrhu)

Jiné vyvojové znaky (neni povinné) Vsechna zvifata

Behaviordlni ontogeneze 20 od kazdého pohlavi (1 od
kazdého pohlavi a vrhu)

Motoricka aktivita 20 od kazdého pohlavi (1 od
kazdého pohlavi a vrhu)

Motorické a smyslové funkce 20 od kazdého pohlavi (1 od
kazdého pohlavi a vrhu)

Uteni a pamét 10 od kazdého pohlavi (?)
(1 z kazdého vrhu)

(%) V zévislosti na citlivosti zkousek poznédvacich funkci by mélo byt zvdzeno vy3etfeni mnohem vétstho poctu zvifat, napt. az
1 samce a 1 samice z kazdého vrhu (o pfifazeni zvifat viz dodatek 1) (dalsi pokyny tykajici se velikosti vzorku obsahuje
Pokyn OECD ¢. 43 (8)).

Dévkovani

16.  Pouiji se alespont tfi ddvky a soubézni kontrolni skupina. Urovné ddvek se rozlozi tak, aby byly toxické Géinky
odstupiiovany. Pokud neexistuje Zddné omezeni vyplyvajici z fyzikdlné-chemické podstaty nebo biologickych
vlastnosti chemické ldtky, zvoli se nejvyssi davka s cilem vyvolat urcitou toxicitu u bfezi samice (napf. klinické
znaky, snizeni piirastku télesné hmotnosti (ne vice nez o 10 %) a/nebo projevy limitni toxické davky pro cilovy
orgdn). Nejvyssi davku lze s urcitymi vyjimkami omezit na 1 000 mg na 1 kg télesné hmotnosti za den. Avsak
napiiklad velikost ocekdvané expozice ¢lovéka muze vyvolat potfebu pouziti vyssi ddvky. Jinak by mély byt prove-
deny predbézné studie nebo predbézné orientacni zkousky s cilem urcit, jaké nejvyssi ddvkovani ma byt pouZito,
aby zptisobilo minimalni stupen toxicity pro matku. Pokud se ve standardni studii vyvojové toxicity nebo v pred-
bézné studii ukdzalo, 7e zkouSend chemicka litka je vyvojové toxickd, méla by nejvyssi trovni ddvky byt maxi-
malni dévka, kterd nevyvold nadmérnou toxicitu pro potomstvo, nebo toxicitu in utero nebo neonatdlni toxicitu,
popiipadé¢ malformace v mife znemoZiujici provést smysluplné hodnoceni neurotoxicity. Nejnizsi davka by
neméla vyvolat Zddné zndmky toxicity pro matku ani zZddné zndmky vyvojové toxicity, véetné neurotoxicity. Méla
by byt zvolena sestupnd fada trovni davek s cilem prokdzat G¢inky souvisejici s davkou a nepiitomnost neptizni-
vych G¢inka pti nejnizsi trovni davky (NOAEL) nebo by mély byt pouzity davky blizici se mezi detekovatelnosti,
které by umoznily stanoveni referencni dévky. Casto je pro stanoveni sestupnych drovni dévek optimaln{ dvoj- az
Ctyfndsobny interval mezi ddvkami a je vhodngj$i pfidat ¢tvrtou exponovanou skupinu nez pouzit velmi velké
intervaly (odpovidajici napf. faktoru vét§imu nez 10) mezi ddvkami.

17.  Pii vybéru davek je tieba brat v Gvahu veskeré existujici Gidaje o toxicité a také dal$i informace o metabolismu
a toxikokinetice zkouSené chemické litky nebo latek pifbuznych. Tyto informace mohou rovnéz pomoci pfi
prokazovani pfiméfenosti ddvkovaciho rezimu. Piimé poddvani mliddatim by mélo byt zvdZeno na zékladé infor-
mac{ o expozici a farmakokinetickych informaci (28)(29). Pfed provadénim studii s piimym ddvkovdnim by mély
byt peclivé zvdzZeny ptinosy a nevyhody (30).

18.  Soubéznou kontrolni skupinou by méla byt kontrolni skupina s napodobenym poddvinim nebo kontrolni
skupina s vehikulem, pokud se vehikulum p#i podévani zkousené chemické latky pouzivd. Normélné by mél byt
viem zvifatim poddvan stejny objem zkouSené chemické latky nebo vehikula na zdkladé télesné hmotnosti.
Pokud se pro usnadnéni ddvkovdni pouzivd vehikulum nebo jind pfisada, je tfeba vzit v Gvahu ndsledujici
moznosti: vliv na absorpci, distribuci, metabolismus nebo retenci zkouSené chemické latky; vliv na chemické
vlastnosti zkousené chemické latky, které mohou ovlivnit jeji toxicky Gé¢inek, a vliv na spotfebu potravy nebo vody
anebo na nutri¢ni stav zvifat. Vehikulum by nemélo vyvoldvat téinky, které by mohly ovlivnit interpretaci studie,
nemélo by byt neurobehaviordlné toxické a nemélo by mit vliv na rozmnoZovani nebo vyvoj. V ptipadé novych
vehikul by kromé kontrolni skupiny s vehikulem méla byt zafazena také kontrolni skupina s napodobenym
podévéanim. Se zvifaty v kontrolni skupiné (skupindch) se zachdzi stejné jako se zvifaty ve zkusebni skupiné.
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Podavani ddvek

19.  ZkouSena chemicka ldtka nebo vehikulum by mély byt podavany cestami nejvhodnéjsimi z hlediska potencidlni
expozice ¢lovéka a na zdkladé dostupnych informaci o metabolismu a distribuci u zkusebnich zvifat. Podavany
budou zpravidla ordlni cestou (napf. sondou nebo v potravé & v pitné vodé€), ale 1ze pouzit i jiné cesty (napf.
dermdln{ expozici, inhalaci) v zavislosti na vlastnostech a ocekdvanych nebo zndmych zpisobech expozice
¢loveka (dalsi pokyny jsou uvedeny v Pokynu OECD ¢&. 43 (8)). Zvoleny zplsob podavani je tieba zdavodnit.
Zkousend chemickd ldtka se poddva kazdy den pfiblizné ve stejnou dobu.

20. Obvykle by davka podavand jednotlivym zvifatim méla vychdzet z aktudlné zjisténé télesné hmotnosti. Velkou
pozornost je vSak tfeba vénovat tpravé ddvek béhem posledniho trimestru bfezosti. Pokud je u experimentélnich
samic zaznamendna nadmérna toxicita, tato zvifata se humanné utrati.

21.  ZkouSend chemickd litka nebo vehikulum by mély byt poddvany oplodnénym samicim nejméné jednou denné od
doby implantace (6. den gestace) po celé obdobi laktace (21. postnatdlni den), takze mlddata jsou zkousené
chemické ltce exponovdna béhem prenatdlniho i postnatélniho neurologického vyvoje. VEk, ve kterém se zacne
dévka poddvat, a trvani a frekvenci poddvani dédvky lze upravit, pokud existuji poznatky, Ze jiné experimentdlni
uspordddni je vhodnéjsi z hlediska expozice ¢lovéka. Pro jiné druhy je poddvani davek nutno pfizpisobit tak, aby
se zajistila expozice béhem vsech ranych obdobi vyvoje mozku (tj. odpovidajicich prenatdlnimu a rané postnatal-
nimu rtstu lidského mozku). Poddvani ddvek muaze zacit od vyvoldni bfezosti (nulty den gestace), av§ak méla by
byt zvdzena schopnost zkousené chemické latky zpusobit preimplantacn{ ztrity. Poddvani od 6. dne gestace by
toto riziko vyloucilo, ale nebyla by podchycena stadia vyvoje mezi nultym a 6. dnem gestace. Jestlize laboratof
nakupuje zvifata spafend ve stejnou dobu, zacinat poddvani ddvky v nulty den gestace je nepraktické, a vhodnym
pocatecnim dnem by proto byl 6. den gestace. Zkusebni laboratof by méla stanovit rezim ddvkovani na zdkladé
piislusnych informaci o G¢incich zkousené chemické latky, pfedchozich zkusenosti a s ohledem na logistické zajis-
téni; to maze zahrnovat prodlouZeni podavani ddvek po odstaveni. Davky by nemély byt poddviny v den vrhu
tém zvitatim, kterd nevrhla celé své potomstvo. Obecné se predpokladd, Ze k expozici mlddat dojde prostiednict-
vim matefského mléka; v pfipadech, kdy neni dostatek dikazti o kontinudlni expozici potomstva, by viak mélo
byt zvdzeno piimé davkovani potomstvu. Ditkazy o kontinudlni expozici lze erpat napf. z farmakokinetickych
informaci, toxicity potomstva nebo zmén v biologickych markerech (28).

POZOROVANI

Pozorovani samic

22. U v3ech samic se alespon jednou denné peclivé zkontroluje jejich zdravotni stav, véetné nemocnosti a Gmrtnosti.

23. 'V obdobi aplikace a pozorovani by mélo byt periodicky (nejméné dvakrdt za obdobi podavani litky za bfezosti
a dvakrdt za obdobi podavani litky v dobé laktace) provadéno podrobngjsi klinické pozorovani nejméné deseti
samic na kazdé trovni ddvky. Zvitata by méla byt pozorovina mimo chovnou klec kvalifikovanymi laboranty,
ktefi nejsou informovéni o tom, do jaké experimentdlni skupiny zvife patif, a s pouzitim standardizovanych
postupt, které maji minimalizovat stres u zvifat a neobjektivnost pozorovatele a maximalizovat spolehlivost jed-
notlivych pozorovatelti. Je Zadouci, aby pozorovani v rdmci dané studie provddél pokud mozno stejny laborant.

24.  Pfitomnost zpozorovanych piiznakd se zaznamend. Je-li to mozné, zaznamend se rovnéz zdvaznost zpozorova-
nych ptiznakd. Klinickd pozorovani by se méla mimo jiné zaméfit na zmény ktiZe, srsti, oci a sliznic, vyskyt
sekretti a autonomni funkce (slzeni, zjezeni srsti, velikost zornic, nezvykly prabéh dychdni ajnebo dychéni dsty,
nezvyklé ptiznaky moceni nebo defekace).

25.  Zaznamenaji se rovnéz nezvyklé projevy, pokud jde o polohu téla, Giroven aktivity (napf. snizené nebo zvysené
zkoumdni standardniho prostoru) a koordinaci pohybu. Zaznamenaji se také zmény chtize (napf. kolébani, ataxie),
polohy (nahrbeni hibetu) a reakce na manipulaci, umisténi a dalsi stimuly souvisejici s prostfedim, dale ptitom-
nost klonickych a tonickych pohybt, kiedi, tfesu, stereotypti v chovani (napf. nadmérného ¢isténi, nezvyklych
pohybt hlavy nebo opakovaného krouzeni) nebo zvldstniho chovani (napf. kousdni nebo nadmérného olizovani,
sebeposkozovani, pohybu pozpatku, vydavani zvuka) anebo agresivity.
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26. Zaznamenaji se ptiznaky toxicity, véetné dne jejich ndstupu, denni doby, stupné a trvani.

27.  Zvifata by se méla v dobé podavani ddvek vazit nejméné jednou tydné po celou dobu studie, v den vrhu nebo
jeho blizkosti a v 21. postnatalni den (odstaveni). Ve studiich podavani latky Zalude¢ni sondou by mély byt samice
vazeny nejméné dvakrat tydné. Pii kazdém stanoveni télesné hmotnosti by mély byt upraveny davky podle
potieby. Béhem gesta¢niho a laktaéniho obdobi se spotieba potravy méf minimélné kazdy tyden. Pokud je expo-
zice provadéna pomoci pitné vody, méii se spotieba vody nejméné jednou tydné.

Pozoroviani potomstva

28.  Veskeré potomstvo se nejméné jednou denné bedlivé pozoruje, aby se zjistily pfiznaky toxicity, nemocnost
a Gmrtnost.

29.  Béhem doby aplikace a pozorovani by mélo byt provadéno podrobnéjsi klinické pozorovani potomstva. Pozoro-
vani potomstva (nejméné jedno mlddé od kazdého pohlavi a vrhu) by méli provadét kvalifikovani laboranti, ktefi
nejsou informovani o tom, do které experimentdlni skupiny zvifata patii, a s pouzitim standardizovanych postupti
s cilem minimalizovat neobjektivnost pozorovatele a maximalizovat spolehlivost jednotlivych pozorovateld. Je
zadouci, aby pozorovani provadél pokud mozno stejny laborant. Sleduji se pfinejmensim sledované vlastnosti
popsané v odstavci 24 a 25 podle potfeby vyvojového stadia, které je pozorovano.

30. Zaznamenaji se veskeré pfiznaky toxicity u potomstva, véetné dne ndstupu, denni doby, stupné a trvéni.
Fyzické a vyvojové znaky

31.  Zmény ve vyvojovych znacich v obdobi pted odstavenim (napf. otevieni usi a odi, profezdvani fezdkt) dzce souvi-
seji s télesnou hmotnosti (30)(31). Télesnd hmotnost miZe byt nejlepsim ukazatelem fyzického vyvoje. Méfeni
vyvojovych znakd se proto doporucuje provadét pouze tehdy, jestlize existuji divéjsi poznatky, Ze tyto sledované
vlastnosti poskytnou dopliujici informace. Casovy rozvrh pro posuzovani téchto parametrti je uveden v tabulce
1. Lze doporucit, aby v zdvislosti na o¢ekdvanych t¢incich a na vysledcich pocatecnich méFeni byly doplnény dalsi
Casové body nebo byla provddéna méfeni v jinych vyvojovych stadiich.

32.  Pii posuzovani fyzického vyvoje se doporucuje pouzit postkoitilni vék, a nikoli postnatilni vék (33). Jsou-li
mladdata testovdna v den odstaveni, doporucuje se, aby byly tyto zkousky provadény pted skutecnym odstavenim,
aby se vyloudil zkreslujici G¢inek stresu spojeného s odstavenim. V obdobi po odstaveni by kromé toho nemély
byt provadény zadné zkousky béhem dvou dnd po odstaveni.

Tabulka 1

Casovy rozvrh posuzovéni fyzickych a vyvojovych znakd a sledovanych funkénich/behavioralnich
vlastnosti (*)

Sledované viastnosti Obdobf veku Pied odstavenim () Dospivani () Mladé dospélost ()

Fyzické a vyvojové znaky

Télesnd hmotnost a klinickd pozorovani tydné () nejméné jednou za | nejméné jednou za

dva tydny dva tydny

Hmotnost mozku 22. postnatdlni den (9 pii ukonceni
studie

Neuropatologie 22. postnatalni den (%) pii ukonceni
studie

Pohlavni zralost — podle vhodnosti —

Dal3i vyvojové znaky () podle vhodnosti — —
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Obdobf{ vek . . o . ,
Sledované vlastnosti OPLVERU L pred odstavenim () Dospivéni () Mladd dospélost (?)
Sledované funké¢ni/behaviordlni vlastnosti
Behavioralni ontogeneze nejméné dvé

meéfeni

Motorickd aktivita (véetné pfivykani) 1-3krét () — jednou
Motorické a smyslové funkce — jednou jednou
Uceni a pamét — jednou jednou

(") Tato tabulka uvddi minimdln{ pocet méfeni, jeZ by méla byt provddéna. Lze doporucit, aby na zdkladé ocekdvanych tc¢inkt
a vysledkt pocatecnich méfeni byly doplnény dalsi casové body (napf. starsi zvifata) nebo byla provddéna méfeni v jinych
vyvojovych stadiich.

(*) Doporucuje se, aby mlddata nebyla testovdna v prvnich dvou dnech po odstaveni (viz odstavec 32). Doporuceny vék pro
testovan{ dospivajicich je: uceni a pamét = 25. postnatdlni den + 2; motorické a smyslové funkce = 25. postnatalni den * 2.
Doporuceny vek pro testovani mladych dospélych je 60.-70. postnatélni den.

(9 Teélesnd hmotnost by méla byt méfena nejméné dvakrdt tydné pii pfimém ddvkovdni mlddatim za ticelem upraveni ddvek
v dobé rychlého nértstu télesné hmotnosti.

9) Hmotnost mozku a neuropatologii lze piipadné posuzovat ponékud dfive (napf. 11. postnatilni den) (viz odstavec 39).

) Pfipadné by krom¢ télesné hmotnosti mély byt zaznamendny i jiné vyvojové znaky (napf. otevieni oci) (viz odstavec 31).

f) Viz odstavec 35.

33, Ziva mlddata se spocitaji a rozdéli podle pohlavi, napf. vizudlni prohlidkou nebo méfenim vzdalenosti od kone¢-
niku ke genitdlu (34)(35) a kazdé mladé ve vrhu se jednotlivé zvazi pfi narozeni nebo kritce po ném, nejméné
jednou tydné béhem laktace a poté nejméné jednou za dva tydny. Pfi hodnoceni pohlavni zralosti by mélo byt
stanoveno stdf{ a télesnd hmotnost zvifete pfi vagindlnim otevieni (36) nebo odpojeni pfedkozky (37) nejméné
u jednoho samce a jedné samice z kazdého vrhu.

Behaviorélni ontogeneze

34.  Ontogeneze vybranych chovini by méla byt méfena ve vhodném véku nejméné u jednoho mlddéte od kazdého
pohlavi a vrhu, pficemz ve vSech zkuSebnich dnech by se pro vSechna posuzovand chovini méla pouzit stejnd
mlddata. Dny méfeni by v tomto obdobi mély byt rozvrzeny stejnomérné, aby bylo mozno stanovit béZnou
zménu v ontogenezi uvedeného chovani nebo zménu v souvislosti s aplikaci (38). Déle jsou uvedeny nékteré
piiklady chovani, u kterych by mohla byt posuzovina ontogeneze: reflex rovnovahy, negativni geotaxe a motorickd
aktivita (38)(39)(40).

Motorickd aktivita

35. Motorickd aktivita by méla byt sledovdna (41)(42)(43)(44)(45) v obdobi pfed odstavenim a v dospélosti. Ke
zkouseni v dobé odstaven{ viz odstavec 32. Zkusebni sezeni by mélo byt dostate¢né dlouhé, aby bylo mozno
prokdzat pfivykdni neexponovanych kontrolnich skupin v pribéhu sezeni. Behaviordlni ontogenezi se durazné
doporucuje posuzovat pomoci motorické aktivity. Je-li provadéna zkouska behaviordlni ontogeneze, méla by byt
pfi vSech sezenich v obdobi pfed odstavenim pouzita stejnd zvifata. Zkousky by mély byt provadény dostate¢né
Casto, aby bylo mozno posoudit ontogenezi pfivykdni v prabéhu sezeni (44). To muZe vyzadovat ti nebo vice
Casovych obdobi pred odstavenim vcetné dne odstaveni (napf. 13., 17. a 21. postnatdlni den). Testovéni stejnych
zvifat nebo sourozenct z vrhu by mélo byt provadéno také v dospélosti nedlouho pfed ukonéenim studie (napf.
60.—70. postnatdlni den). Podle potieby lze provadét zkousky i v dalsich dnech. Motorickd aktivita by méla byt
sledovéna pfistrojem s automatizovanym zaznamendvanim aktivity, ktery by mél byt schopen zjistit zvySeni
i poklesy aktivity (tj. vychozi aktivita naméfend timto zafizenim by neméla byt tak nizkd, aby branila zjisténi
zvyseni, ani tak vysokd, aby branila zjisténi poklesu aktivity. Kazdy piistroj by mél byt odzkousen standardnimi
postupy, aby se zajistila co nejvétsi spolehlivost méfeni viemi piistroji a v rtiznych dnech. Experimentdlni skupiny
by mély byt mezi pfistroje rozdéleny pokud mozno vyvazené. Kazdé zvife se testuje jednotlivé. Experimentalni
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skupiny by mély byt testovany vyvazené v rtiznou denni dobu s cilem vyloucit zkresleni dennimi rytmy aktivity.
Je tieba dbdt na to, aby byly rozdily ve zkusebnich podminkdch co nejmensi a nesouvisely automaticky s aplikaci.
Mnohd méfeni chovini véetné méfeni motorické aktivity mohou ovlivnit takové proménné, jako je droven zvuku,
velikost a tvar zkuSebni klece, teplota, relativni vlhkost, svételné podminky, zdpachy, pouziti chovné klece nebo
nové, zkusebn{ klece a odchylky v prostiedi.

Motorické a smyslové funkce

36. Motorické a smyslové funkce se podrobné vysetfuji nejméné jednou za obdobi dospivani a jednou v obdobi mladé
dospélosti (napf. 60.-70. postnatalni den). O testovani v dobé odstaveni pojedndva odstavec 32. Zkouseni by se
mélo provddét v dostate¢ném rozsahu, aby zajistilo dostate¢ny kvantitativni odbér vzork smyslovych podnétt
(napf. somatosenzorickych, vestibuldrnich) a motorickych aktivit (napf. sila, koordinace). Jako nékolik piikladi
zkousek motorickych a smyslovych funkei lze uvést vzpérnou reakci extenzort (46), reflex rovnovahy (47)(48),
pivykdni tlekové reakci na zvukovy podnét (40)(49)(50)(51)(52)(53)(54) a evokované potencidly (55).

Zkousky uleni a paméti

37.  Zkouska asociativniho uceni a paméti se provadi po odstaveni (napf. 25. postnatdlni den + 2 dny) a u mladych
dospélych (60. postnatdlni den a starsi). K testovdni v dobé odstaveni viz odstavec 32. V obou téchto vyvojovych
stadiich lze pouzit stejnou nebo odlisnou zkousku (zkousky). Pti volbé zkousky (zkousek) uceni a paméti u odsta-
venych mlddat a dospélych potkanti je povolena ur¢itd pruznost. Zkousky by vak mély byt koncipovany tak, aby
spliiovaly dvé kritéria. Zaprvé, uceni by mélo byt posuzovdno bud jako zména mezi nékolika opakovanymi
pokusy nebo sezenimi zabyvajicimi se u¢enim, nebo pfi zkouskdch sestdvajicich z jediného pokusu s odkazem na
ur¢itou podminku, kterd kontroluje neasociativni t¢inky zkuSenosti ziskanych vycvikem. Zadruhé, zkousky by
kromé pocatecniho uceni (nabyti) mély zahrnovat ur¢ité méfeni paméti (kratkodobé nebo dlouhodobé), ale toto
méfeni paméti nelze zaznamenat bez méfeni osvojenych prvka ziskanych pii stejné zkousce. Jestlize zkouska
(zkousky) uceni a paméti zjisti Gi¢inek zkouSené chemické latky, lze zvazit dalsi zkousky za dcéelem vylouceni jiné
interpretace zaloZené na zméndch smyslovych, motiva¢nich a/nebo motorickych schopnosti. Kromé obou vyse
uvedenych kritérii se doporucuje, aby byla zkouska uceni a paméti zvolena na zdkladé prokdzané citlivosti na
tiidu zkoumanych chemickych latek, pokud jsou takové informace v literatufe dostupné. Pokud takové informace
neexistuji, lze pro splnéni vyse uvedenych kritérii provést naptiklad tyto zkousky: pasivni vyhybani (43)(56)(57),
test pracovni paméti (DMP) pro dospélé potkany (58) a mlddata potkant (59), Cichové podminovéni (43)(60),
Morrisovo vodni bludisté (61)(62)(63), Bielovo bludisté nebo bludisté Cincinnati (64)(65), radidlni bludisté (66), ,T*
bludisté (43) a osvojeni a uchovéavani pravidelnych ndvykd (26)(67)(68). V literatufe jsou popsdny dalsi zkousky
pro odstavend mlddata (26)(27) a dospélé potkany (19) (20).

Pitva

38.  Matky lze po odstaveni potomstva utratit.

39. Neuropatologické hodnocem’ potomstva se provede Vy§etfenim tkém’ zvitat huménné usmrcen)'/ch v 22. postna-
stva usmrceného do 22. postnatdlniho dne se hodnoti mozkové tkane u zvifat usmrcenych pfi ukonéeni se
hodnoti tkdné centrdlni nervové soustavy (CNS) a tkdné periferni nervové soustavy (PNS). Zvifata usmrcend
v 22. postnatdlni den nebo dfive lze fixovat ponofenim do fixa¢niho roztoku nebo perfuzi. Zvifata usmrcend pfi
ukonceni studie by méla byt fixovana perfuz1 Vsechny aspekty prlpravy tkdfovych vzorkd, od perfuze zvifat, pfes
odebrani tkanovych vzorkd, zpracovani tkdni a barveni preparatu by mély byt vyvdzené koncipovény tak, aby
kazdé sada obsahovala reprezentativni vzorky z kazdé exponované skupiny. Dalsi pokyny tykajici se neuropato-
logie 1ze nalézt v Pokynu OECD ¢. 20 (9), viz také (103).

Zpracoviani tkiafiovych vzorkd

40.  Vsechny zdvazné abnormality zjevné v prubéhu pitvy se zaznamenaji. Odebrané tkdnové vzorky by mély repre-
zentovat vSechny hlavni oblasti nervové soustavy. Vzorky tkdni by mély byt ponechdny ve vhodném fixativu
a zpracovény podle standardizovanych zvefejnénych histologickych protokoli (69)(70)(71)(103). U tkdni centrdlni
nervové soustavy a periferni nervové soustavy je piipustné zaliti do parafinu, aviak je-li pozadovan vétsf stupen
rozliSeni (napf. u perifernich nervil, pokud existuje podezfeni na periferdlni neuropatii a/nebo pfi morfometrické
analyze perifernich nervil), maze byt vhodna postfixace osmiem spolu se zalitim do pryskyfice. Mozkové tkané
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ziskané pro morfometrickou analyzu by mély byt zality do vhodného média na viech trovnich dévky ve stejnou
dobu, aby se zamezilo artefaktim vzniklym smrsténim, ke kterému mdize dojit v souvislosti s dlouhym uchovi-
vanim ve fixativu.

Neuropatologické vysetfeni
41.  Ucelem kvalitativnho vysetienf je:

i) zjistit oblasti nervové soustavy vykazujici zndmky neuropatologickych zmén;
i) zjistit typy neuropatologickych zmén vyplyvajicich z expozice zkousené chemické ldtce; a
iii) stanovit miru zdvaznosti téchto neuropatologickych zmén.

Reprezentativni histologické Fezy tkanovych vzorkt se mikroskopicky zkoumaji za ¢elem prokdzani neuropato-
logickych zmén, vySetteni provadi patolog s odpovidajici kvalifikaci. VSem neuropatologickym zméndm se pfifadi
subjektivni stupen vyjadfujici jejich zdvaznost. Pro hodnoceni fezii mozku zvifat, jez byla humdnné usmrcena
v 22. postnatalni den nebo dfive, mtiZze byt dostate¢né barveni pomoci hematoxylinu a eosinu. U fezt tkani
centrélni nervové soustavy a periferni nervové soustavy zvifat usmrcenych pfi ukonéeni studie se vSak doporucuje
pouzit barviva na myelin (napf. luxolovd modt/kresylové violet) a barveni stifbrem (napf. podle Bielschowského
nebo Bodiana). Na zdkladé odborného tsudku patologa a druhu pozorovanych zmén lze zvézit jind barveni
vhodnd pro zjistén{ a charakterizaci konkrétnich typt zmén (napf. glidlni fibrildrni acidicky protein (GFAP) nebo
lektinovd histochemie pro posouzeni glidlnich a mikroglidlnich zmén (72), fluoro-jade pro zjistovani
nekrézy (73)(74) nebo stiibrnd barveni pouzivand pii degeneraci nervové soustavy (75)).

42.  Meélo by byt provadéno morfometrické (kvantitativni) hodnoceni, jelikoZ tyto tidaje mohou pomoci pii zjistovani
ucinkd souvisejicich s expozici a jsou cenné pro interpretaci rozdilti v hmotnosti mozku nebo v morfologii souvi-
sejicich s expozici. K tomu, aby bylo mozno provést morfometrické hodnoceni, je tfeba odebrat a pfipravit
nervovou tkdn. Morfometrickd hodnoceni mohou zahrnovat napf. linedrni nebo ploiné méfeni konkrétnich
oblast{ mozku (78). Linedrni nebo plo$nd méfeni vyzaduji pouziti homologickych Fezti peclivé vybranych na
zdkladé spolehlivych mikroskopickych znakd (6). Ke zjisténi G¢inklt expozice na parametry, jako je objem
konkrétnich neuroanatomickych oblasti nebo pocet bunék v téchto oblastech lze pouzit stereologii (79)(80)(81)
(82)(83)(84).

43.  Vysetfeni mozkt by se mélo zaméfit na veskeré ptiznaky neuropatologickych zmén souvisejicich s expozici a mély
by byt odebrany dostate¢né vzorky ze vSech hlavnich oblasti mozku (napt. ¢ichové laloky, mozkova kiira, hippo-
campus, bazdlni ganglia, thalamus, hypothalamus, stfedni mozek (tektum, tegmentum a pedunculi cerebrales),
Varoltiv most, prodlouZend micha, mozeéek), coz umozni dikladné vySetieni. Je duleZité, aby fezy byly u vsech
zvifat provadény ve stejné roviné. Z dospélych zvifat humdnné usmrcenych pii ukonceni studie se odeberou
reprezentativni fezy patefni michy a periferni nervové soustavy. Zkoumané oblasti by mély zahrnovat oko s oénim
nervem a sitnici, michu v oblasti cervikdlntho a lumbdélniho zesileni, dorzdlni a ventrdlni kofenovd vldkna, n.
ischiadicus — proximdlni ¢4st a n. tibialis — proximdlni ¢4st (v oblasti kolena) a n. tibialis z oblasti Iytkového svalu.
Rezy michy a perifernich nervii by mély zahrnovat jak piicné, tak i podélné fezy.

44.  Neuropatologické hodnoceni by mélo zahrnovat vySetfeni na ptiznaky vyvojovych poskozeni nervové soustavy
(6)(85)(86)(87)(88)(89), dile na bunétné zmény (napt. vakuolizace, degenerace a nekréza neurond) a tkdnové
zmény (napf. glidza, infiltrace leukocytd, tvorba cyst). V této souvislosti je dulezité odlisit G¢inky souvisejici s expo-
zici od béznych vyvojovych jevi, ke kterym, jak zndmo, dochdzi ve stadiu vyvoje odpovidajicim dobé
usmrceni (90). Vyznamnymi zménami, jeZ ukazuji na vyvojovou poruchu, jsou mimo jiné tyto:

— zmény v absolutni velikosti nebo tvaru ¢ichovych lalokd, mozku nebo mozecku,

— zmény v relativni velikosti riznych oblasti mozku, véetné zvétsené nebo zmensené velikosti oblasti vyplyvajici
ze ztrity nebo pfetrvavani normdlné prechodnych populaci bunék nebo z axondlnich projekci (napt. vnéjsi
zdrode¢na vrstva mozecku, kaldzni téleso),

— zmény v proliferaci, migraci a diferenciaci ovéfené podle oblasti nadmérné apoptézy nebo nekrdzy, klastrti
nebo rozptylenych populaci ektopickych, dezorientovanych nebo malformovanych neurond, nebo zmény
v relativni velikosti rtiznych vrstev kortikdlnich struktur,
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— zmény v myelinaci, v¢etné sniZeni celkové velikosti nebo odlisného zbarveni myelinovych struktur,

— ptiznaky hydrocefalu, zejména zvétSeni komor, stenéza cerebrdlniho akvaduktu a zizeni cerebrélnich
hemisfér.

Analyza neuropatologickych zmén z hlediska vztahu ddvka-odpovéd

45.  Pro kvalitativn{ a kvantitativni neuropatologické analyzy se doporucuje ndsledujici postup sestdvajici z postupnych
krokd. Zaprvé, fezy ze skupiny, které byla poddvana vysokd ddvka, se porovnaji s fezy z kontroln{ skupiny. Jestlize
se u zvifat ze skupiny s vysokou ddvkou nenajdou Zddné pi{znaky neuropatologickych zmén, neni zddnd dalsi
analyza nutnd. Jestlize se ve skupiné s vysokou ddvkou najdou pfiznaky neuropatologickych zmén, vysetii se
zvifata ze skupin, kterym byla poddvina stfedni a nizkd ddvka. Jestlize je skupina s vysokou ddvkou ukoncena
v dusledku thynu nebo jiné zkreslujici toxicity, mély by se analyzovat neuropatologické zmény ve skupinich
s vysokou a stfedni davkou. Existuji-li jakékoli piiznaky neurotoxicity ve skupindch s nizsi ddvkou, méla by byt
provedena neuropatologickd analyza téchto skupin. Jestlize se pfi kvalitativnim nebo kvantitativnim vySetfeni
naleznou neuropatologické zmény souvisejici s expozici, méla by byt stanovena zavislost vyskytu, ¢etnost a stupen
zdvaznosti 1ézi nebo morfometrickych zmén na velikosti ddvky, a to na zdkladé hodnoceni vSech zvifat ze vSech
exponovanych skupin. Do tohoto hodnoceni by mély byt zafazeny vSechny oblasti mozku, které vykazuji
pi{znaky neuropatologické zmény. U kazdého typu 1ézi by mély byt popsdny typické znaky, podle nichz byl
stanoven kazdy stupen zdvaznosti, a uvedou se prvky slouzici k odliSeni kazdého stupné od ostatnich stupnd.
Zaznamend se Cetnost a stupen zdvaznosti kazdého typu lézi a provede se statistickd analyza za tGcelem zhodno-
ceni vztahu ddvka-odpovéd. Doporucuje se pouzit kédované prepardty (91).

UDAJE A ZPRAVy

Udaje

46.  Vysledky se zaznamendvaji individudlné a shrnou se do tabulek tak, aby byly u kazdé experimentilni skupiny
uvedeny typy zmén a polet samic, potomstvo podle pohlavi a vrhy vykazujici kazdy typ zmény. Pokud byla
provadéna pfimd postnatdlni expozice potomstva, uvede se zptisob, trvani a doba expozice.

Hodnoceni a interpretace vysledkd

47.  Studie vyvojové neurotoxicity bude obsahovat informace o G¢incich opakované expozice urcité chemické latce
béhem vyvoje in utero a rané postnatdlniho vyvoje. Vzhledem k tomu, Ze diraz je kladen na ukazatele v§eobecné
toxicity i na ukazatele vyvojové neurotoxicity, umozni vysledky této studie rozliSeni mezi G¢inky na vyvoj nervové
soustavy vyskytujicimi se za nep¥{tomnosti vieobecné toxicity u matek a mezi (i¢inky vyvolanymi pouze na tirov-
nich, které jsou toxické i pro bfezi samice. V dasledku slozitych vzdjemnych souvislosti mezi koncepci studie, sta-
tistickou analyzou a biologickym vyznamem tdajii, bude odpovidajici interpretace idajii o vyvojové neurotoxicité
zahrnovat odborny posudek (107)(109). Pfi interpretaci vysledki zkousek by mél byt uplatnén piistup zalozeny
na existujicich priikaznych faktech (20)(92)(93)(94). Uvede se charakteristika behaviordlnich nebo morfologickych
ndlezd, pokud jsou ptitomny, a poznatky o vztahu ddvka-reakce. Tato charakterizace by méla zahrnovat ddaje ze
vSech studif, které maji vyznam pro hodnoceni vyvojové neurotoxicity, v¢etné epidemiologickych studii nebo
pifpadovych studii u lidi a studif na pokusnych zvifatech (napf. toxikokinetické tidaje, informace o vztahu struk-
tura-G¢inek, tidaje z jinych studif toxicity). Patf{ sem i vztah mezi ddvkami zkousené chemické latky a pfitomnosti
¢i nepfitomnosti, Cetnosti a rozsahem jakychkoli neurotoxickych acinkd na kazdé pohlavi (20)(95).

48.  Hodnoceni tdajii by mélo zahrnovat rozbor vysledkt z hlediska jejich biologického i statistického vyznamu. Na
statistickou analyzu je nutno pohliZet jako néstroj k fizeni, a nikoli ndstroj predurcujici interpretaci daji. Nedo-
statend statistickd vyznamnost by neméla byt jedinym odivodnénim pro ucinéni zdvéru o neexistenci G¢inku
souvisejictho s expozici, stejné tak jako statistickd vyznamnost by neméla byt jedinym odtvodnénim pro vyvozeni
zdvéru o existenci G¢inku souvisejictho s expozici. Aby se zamezilo pfipadnym falesné negativnim vysledktim
a pfirozenym potiZim pfi ,prokazovani negativniho’, mély by byt podrobeny rozboru dostupné pozitivni a histo-
rické kontrolni tidaje, zejména pokud neexistuji zddné ti¢inky souvisejici s expozici (102)(106). Pravdépodobnost
falesné pozitivnich vysledk by méla byt analyzovdna s ohledem na celkové statistické hodnoceni tdaji (96).
Hodnoceni by mélo zahrnovat vztah mezi pozorovanymi neuropatologickymi a behaviordlnimi zménami, pokud
takovy vztah existuje.
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49.  Vsechny vysledky by mély byt analyzoviny pomoci statistickych modelt vhodnych z hlediska koncepce daného
experimentu (108). Volba parametrické nebo neparametrické analyzy by méla byt zdivodnéna s prihlédnutim
k takovym faktortm, jakymi jsou povaha tidaju (zda jsou transformovany, ¢i nikoli) a jejich distribuce, jakoz i rela-
tivni spolehlivost zvolené statistické analyzy. Zdmér a koncepce studie by mély urcovat volbu metod statistické
analyzy, aby se minimalizovaly chyby typu I (fale$né pozitivni) a typu II (falesné negativni) (96)(97)(104)(105).
Vyvojové studie, které pouZivaji druhy s vicecetnymi vrhy, kdy je testovdno vice mladat z kazdého vrhu, by mély
mit ve statistickém modelu zahrnut i vrh, aby se zabrdnilo zvySenému vyskytu chyb 1 typu (98)(99)(100)(101).
Statistickou jednotkou pro hodnoceni vysledkd by mél byt vrh, a nikoli mladé. Experimenty by mély byt koncipo-
vany tak, aby vysledky ziskané u sourozenct: z vrhu nebyly povazoviny za nezdvisld pozorovani. VSechny sledo-
vané vlastnosti méfené opakované u stejného subjektu by mély byt analyzoviny pomoci statistickych modeld,
které zohledniuji, Ze tato méfeni nejsou nezdvisld.

Protokol o zkousce

50.  Protokol o zkou$ce musi obsahovat tyto informace:

Zkousend chemickd ldtka:

— fyzikdlni povaha a tam, kde je to podstatné, fyzikdlné-chemické vlastnosti,
— identifika¢ni ddaje, v¢etné zdroje,

— (istota ptipravku a zndmé a/nebo pfedpoklddané necistoty.

Vehikulum (je-li pouZito):

— zdtvodnéni volby jiného vehikula, pokud neni pouzita voda nebo fyziologicky solny roztok.

Pokusnd zvitata:

— pouzity druh a kmen a zdivodnéni pouziti jinych pokusnych zvifat, neni-li pouzit potkan,
— dodavatel pokusnych zvifat,

— pocet, vék na zacatku a pohlavi zvifat;

— ptivod, podminky chovu, strava, voda atd.,

— hmotnost jednotlivych zvifat na zacatku zkousky.

Podminky pro provddéni zkousky:

— zdavodnéni volby davek,
— zdtvodnéni zptisobu podéni a doby podavani ddvek,

— specifikace aplikovanych davek, véetné podrobnosti o vehikulu, objemu a fyzikilni formé aplikovaného mate-
ridlu,

— podrobnosti o slozeni zkousené chemické latky/upravé potravy, o pouZité koncentraci, stalosti a homogenité
piipravku,

— metoda pouzitd pro jednoznac¢nou identifikaci samic a potomstva,

— podrobny popis postupu (postuptl) nahodného vybéru pouzitych pro pfifazeni samic do experimentélnich
skupin, vybéru mlddat pro utraceni a zafazeni mlddat do exponovanych skupin,

— podrobnosti o podavani zkouSené chemické latky,

— poptipadé piepocet koncentrace zkousené latky v potravé/pitné vodé nebo inhalaci (ppm) na skute¢nou denni
dévku (mg na 1 kg télesné hmotnosti),

— podminky prostiedi,
— podrobné tdaje o stravé a kvalité vody (napf. vodovodni, destilovand),

— datum zahdjeni a datum ukonceni studie.



L 24714 Utednt véstnik Evropské unie 21.8.2014

Pozorovdni a zkusebni postupy:

— podrobny popis postupli pouzitych pro standardizaci pozorovani a postupd, jakoZ i operativnich definic pro
pozorovani s bodovacim systémem hodnoceni ticinkd,

— seznam v§ech pouzitych zkusebnich postupti a zdtivodnéni jejich pouZziti,

— podrobnosti o pouzitych behavioralnich/funkénich, patologickych, neurochemickych nebo elektrofyziologic-
kych postupech, véetné informaci a podrobnosti o automatickych zafizenich,

— postupy pro kalibrovdni a zaji§téni rovnocennosti zafizeni a vyvazeni experimentilnich skupin v rdmci
zkusebnich postupd,

— struéné zdtivodnéni vech rozhodnuti obsahujicich profesiondlni dsudky.

Vysledky (individudini i souhrnné, ptipadné véetné stiedni hodnoty a rozptylu:

— pocet zvifat na zacitku studie a na konci studie,

— pocet zvifat a vrhi pouzitych pro kazdou zkusebni metodu,
— identifika¢ni ¢islo kazdého zvitete a vrhu, z kterého pochazi,
— velikost vrhu a stfedni hmotnost pfi narozeni podle pohlavi,

— ddaje o télesné hmotnosti a o zméndch télesné hmotnosti, véetné kone¢né télesné hmotnosti samic a potom-
stva,

— dudaje o spotiebé potravy a popiipadé o spotiebé vody (napf. pokud je zkouSend litka poddvdna s pitnou
vodou),

— tdaje o toxickych reakcich podle pohlavi a Grovné davky, vetné piiznakd toxicity nebo timrtnosti, popfipadé
doba a pfi¢ina Gmrti,

— povaha, zdvaZnost, trvani, den ndstupu, denni doba a ndsledny prabéh podrobnych klinickych pozorovini,

— bodové hodnoceni kazdého vyvojového znaku (hmotnost, pohlavni zralost a behavioralni ontogeneze) v kazdé
dobé pozorovani,

— podrobny popis vSech behaviordlnich, funkénich, neuropatologickych, neurochemickych, elektrofyziologickych
ndlezti podle pohlavi, véetné ndristi a poklestt v porovnani s kontrolnimi skupinami;

— pitevni nélezy,
— hmotnosti mozkd,

— jakékoli diagnézy vyvozené z neurologickych znakl a 1ézi, véetné pfirozené se vyskytujicich chorob nebo
stavi,

— zobrazeni exemplarnich nélezd,
— zobrazeni s nizkym rozliSenim pro posouzeni homologie ezl pouzitych pro morfometrii,

— tudaje o absorpci a metabolismu, véetné doplitujicich idaja ze samostatné toxikokinetické studie, je-li k dispo-
zici,

— statistické zpracovani vysledkd, vcetné statistickych modeld pouzitych pro analyzu udaji, a vysledky, bez
ohledu na to, zda byly vyznamné, ¢i nikoli,

— seznam persondlu studie, v¢etné jeho odborné kvalifikace.

Rozbor vysledki:

— informace o reakci na davky podle pohlavi a skupin,

— vyznam veskerych dalsich toxickych 4¢inkti pro zdvéry tykajici se neurotoxického potencidlu zkousSené
chemické latky podle pohlavi a skupin,
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— dopad toxikokinetickych informaci na zdvéry,

— podobnost ti¢inki jakymkoli zndmym ldtkim schopnym vyvolat neurotoxicitu,

— tdaje podporujici spolehlivost a citlivost zkusebni metody (tj. pozitivni a historické kontrolni tidaje).
— souvislosti, existuji-li, mezi neuropatologickymi a funkénimi G¢inky,

— NOAEL (hodnota dévky bez pozorovaného nepfiznivého ucinku) nebo referen¢ni ddvka pro samice a potom-
stvo podle pohlavi a skupiny.

Zavéry:

— rozbor celkové interpretace tidaji na zdkladé vysledkd, véetné zdvéru, zda zkousend latka zptsobila vyvojovou
neurotoxicitu ¢ nikoli, a NOAEL.
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Obrdzek 1

Obecny zkusSebni plin funkénich/behaviordlnich zkousek, neuropatologického hodnoceni a stanoveni hmot-
nosti mozku. Tento diagram vychdzi z popisu uvedeného v odstavci 13-15 (PND = postnatdlni den). Piiklady
rozdéleni zvifat jsou uvedeny v dodatku 1
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Dodatek 1

1. Piiklady mozného rozdéleni jsou popsdny a uvedeny v tabulce niZe. Tyto piiklady maji ukdzat, Ze rozdéleni zvifat
v rdmci studie podle riznych zkuSebnich paradigmat muze byt provedeno nékolika raznymi zptisoby.

Piiklad ¢ 1

2. Pro zkousky behaviordlni ontogeneze pted odstavenim se pouzije jedna sada 20 mlddat od kazdého pohlavi
a kazdé arovné davky (tj. 1 samec a 1 samice z kazdého vrhu). Z téchto zvifat se v 22. postnatalni den humanné
usmrti 10 mlddat od kazdého pohlavi a kazdé tirovné dévky (tj. 1 samec nebo 1 samice z kazdého vrhu). Mozky
se vyjmou, zvazi a zpracuji pro histopatologické hodnoceni. Kromé toho se shromdzdi idaje o hmotnosti mozku
s pouzitim nefixovanych mozkd ostatnich 10 samcti a 10 samic z kazdé Grovné davky.

3. Dalsi sada 20 zvifat od kazdého pohlavi a kazdé tirovné davky (tj. 1 samec a 1 samice z kazdého vrhu) se pouzije
pro funk¢né/behaviordlni zkousky po odstaveni (podrobnd klinickd pozorovani, motorickd aktivita, tilekova reakce
na zvukovy podnét a zkouseni pozndvacich funkci u dospivajicich) a pro posouzeni véku pohlavni zralosti.
Z téchto zvitat se 10 zvifat od kazdého pohlavi a kazdé drovné dévky (tj. 1 samec nebo 1 samice z kazdého vrhu)
anestetizuje a fixuje perfuzi pfi ukonceni studie (pfiblizné 70. postnatdlni den). Po dalsi fixaci in situ se vyjme
mozek a zpracuje se pro neuropatologické hodnoceni.

4. Pro zkousky pozndvacich funkei u mladych dospélych (napf. 60.-70. postnatdlni den) se pouzije tieti
sada 20 mlddat od kazdého pohlavi a kazdé drovné davky (fj. 1 samec a 1 samice z kazdého vrhu). Z téchto
zvifat se 10 zvifat od kazdého pohlavi a kazdé skupiny (1 samec nebo 1 samice z kazdého vrhu) pfi ukonceni
studie usmrti a mozek se vyjme a zvaZzi.

5. Zbyvajicich 20 zvifat od kazdého pohlavi a kazdé skupiny se ponechd v zdloze pro pfipadné dalsi zkousky.

Tabulka 1
MI4dé ¢. (2) Pocet mléi’iz) iglf(;zen)’fch do Vysetfeni]zkouska
) §
1 5 20 & +209 Behaviordlni ontogeneze
10 & +10¢9 Hmotnost/neuropatologie/morfometrie mozku, 22. postnatdlni
den
10 & +10% Hmotnost mozku, 22. postnatdlni den
2 6 20 2 +20¢9 Podrobnd klinickd pozorovani
202 +20¢% Motoricka aktivita
208 +20¢% Pohlavni zralost
2082 +20¢% Motorické a smyslové funkce
208 +20% Uceni a pamét (25. postnatdlni den)
10 & +10¢9 Hmotnost/neuropatologie/morfometrie mozku mladych
dospélych ~ 70. postnatdlni den)
3 7 20 & +209 Uéeni a pamét (mladi dospéli)
10 & +109 Hmotnost mozku mladych dospélych ~ 70. postnatdlni den)
4 8 — Zvifata v rezervé pro nahrazeni nebo dal$i zkousky

(%) Pro tento p¥iklad jsou z vrhil vybrdni 4 samci + 4 samice; samedci jsou ocislovéni ¢isly 1 az 4, samicky Cisly 5 az 8.
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Piiklad ¢. 2

6.  Pro zkousky behaviordlni ontogeneze pted odstavenim se pouzije jedna sada 20 mlddat od kazdého pohlavi
a kazdé trovné dévky (tj. 1 samec a 1 samice z kazdého vrhu). Z téchto zvifat se v 11. postnatdlni den 10 mlddat
od kazdého pohlavi a kazdé Grovné dévky (tj. 1 samec nebo 1 samice z kazdého vrhu) humédnné usmrti. Mozky
se vyjmou, zvaZzi a zpracuji pro histopatologické hodnoceni.

7. Dalsi sada 20 zvifat od kazdého pohlavi a kazdé Grovné davky (1 samec a 1 samice z kazdého vrhu) se pouzije
pro vysetfeni po odstaveni (podrobnd klinickd pozorovani, motorickd aktivita, posouzeni véku pohlavni zralosti
a motorické a smyslové funkce). Z téchto zvifat se 10 zvifat od kazdého pohlavi a kazdé Grovné davky (tj. 1
samec nebo 1 samice z kazdého vrhu) anestetizuje a fixuje perfuzi pfi ukonceni studie (pfiblizné v 70. postnatdlni
den). Po dalsi fixaci in situ se vyjme mozek, zvaZi se a zpracuje pro neuropatologické hodnoceni.

8. Pro testovdn{ pozndvacich funkci u dospivajicich a mladych dospélych se pouzije 10 mlddat od kazdého pohlavi
a kazdé drovné davky (tj. 1 samec nebo 1 samice z kazdého vrhu). Pro zkousky pozndvacich funkei v 23. postna-
talni den a u mladych dospélych se pouziji odlisna zvifata. P¥ ukonceni se 10 zvifat od kazdého pohlavi a kazdé
skupiny, kterd byla testovna jako dospéld, usmrti, mozek se vyjme a zvazi.

9.  Zbyvajicich 20 zvifat od kazdého pohlavi a kazdé skupiny, kterd nebyla vybrdna pro zkousky, se pfi odstaveni
usmrti a vylouci.

Tabulka 2
Mlade ¢. (3) Pocet mlé(i’lez) ig}f{;zen)’lch do Vysetienizkouska
g g
1 5 2082 +20¢% Behavioralni ontogeneze
10 & +10¢9 Hmotnost/neuropatologie/morfometrie mozku, 11. postna-
talni den
2 6 203 +20¢9 Podrobna klinickd pozorovani
202 +20¢9 Motorick4 aktivita
202 +20¢% Pohlavni zralost
20 & +209 Motorické a smyslové funkce
10 & +10¢9 Hmotnost/neuropatologie/morfometrie mozku mladych
dospélych ~ 70. postnatdlni den)
3 7 10 3 +102() Uceni a pamét (23. postnatilni den)
3 7 10 & +1020) Uceni a pamét (mladi dospéli)
Hmotnost mozku mladych dospélych
4 8 — Zvifata usmrcend a vyloucend, 21. postnatdlni den

(%) Pro tento piiklad jsou z vrhil vybrdni 4 samci + 4 samice; samecci jsou ocislovéni Cisly 1 az 4, samicky Cisly 5 az 8.
(*) Pro zkousky pozndvacich funkci v 23. postnatlni den a u mladych dospélych se pouziji odlisnd mlddata (napf. ze sudych/
lichych vrht z celkového poctu 20 vrha).

Piiklad ¢. 3

10.  Pro posouzeni hmotnosti mozku a neuropatologie v 11. postnatdlni den se pouZije jedna sada 20 mlddat od
kazdého pohlavi a kazdé drovné davky (tj. 1 samec a 1 samice z kazdého vrhu). Z téchto zvifat se v 11. postna-
tdlni den 10 mlddat od kazdého pohlavi a kazdé dGrovné davky (tj. 1 samec nebo 1 samice z kazdého vrhu)
humédnné usmrti, mozky se vyjmou, zvdzi a zpracuji pro histopatologické hodnoceni. Kromé toho se shromazdi
tidaje o hmotnosti mozku s pouzitim nefixovanych mozkt ostatnich 10 samct a 10 samic z kazdé drovné davky.
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11.

12.

13.

Dal3i sada 20 zvifat od kazdého pohlavi a kazdé Grovné davky (tj. 1 samec a 1 samice z kazdého vrhu) se pouzije
pro testovani behaviordlni ontogeneze (motorickd aktivita), vySetfeni po odstaveni (motorickd aktivita a posouzeni
véku pohlavni zralosti) a testovani pozndvacich funkci u dospivajicich.

Dal3i sada 20 zvitat od kazdého pohlavi a kazdé Grovné davky (tj. 1 samec a 1 samice z kazdého vrhu) se pouzije
pro zkousky motorickych a smyslovych funkei (illekové reakce na zvukovy podnét) a pro podrobna klinickd pozo-
rovani. Z téchto zvifat se 10 zvifat od kazdého pohlavi a kazdé Grovné davky (tj. 1 samec nebo 1 samice
z kazdého vrhu) anestetizuje a fixuje perfuzi p¥i ukonceni studie (pfiblizné v 70. postnatalni den). Po dal3f fixaci
in situ se vyjme mozek, zvaZi se a zpracuje pro neuropatologické hodnoceni.

Dal3i sada 20 mlddat od kazdého pohlavi a kazdé Grovné ddvky (tj. 1 samec a 1 samice z kazdého vrhu) se
pouzije pro zkouseni pozndvacich funkci u mladych dospélych. Z téchto zvifat se 10 zvifat od kazdého pohlavi
a kazdé skupiny (tj. 1 samec nebo 1 samice z kazdého vrhu) usmrti pfi ukonceni studie, mozek se vyjme a zvazi.

Tabulka 3
MI4de ¢. (2) Pocet mléci’leg) ig}f(&}l}zenj’ch do Vysetfeni]zkouska
3 g
1 5 10 & +10¢9 Hmotnost/neuropatologie/morfometrie mozku v 11. postna-
talni den
10 & +10 2 Hmotnost mozku v 11. postnatdln{ den
2 6 20 8 +20¢ Behavioralni ontogeneze (motorickd aktivita)
202 +20¢% Motoricka aktivita
202 +20¢% Pohlavni zralost
20 2 +209 Uéeni a pamét (27. postnatilni den)
3 7 20 2 +20%9 Ulekové reakce (dospivajici a mladi dospél)
2084 +20¢% Podrobna klinickd pozorovani
10 & +10¢9 Hmotnost/neuropatologie/morfometrie mozku mladych
dospélych ~ 70. postnatdlni den
4 8 208 +20¢% Uceni a pamét (mladi dospéli)
10 ¢ +10¢9 Hmotnost mozku mladych dospélych

(%) Pro tento p¥iklad jsou z vrhil vybrdni 4 samci + 4 samice; samedci jsou ocislovéani ¢isly1l az 4, samicky ¢isly 5 az 8.
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Dodatek 2

Definice

Chemickd ldtka: ldtka nebo smés.

Zkousend chemickd latka: jakdkoli litka nebo smés zkousend touto zkusebni metodou.
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B.54. UTEROTROFNI BIOLOGICKA ZKOUSKA NA HLODAVC{CH: KRATKODOBA SCREENINGOVA ZKOUSKA ESTRO-
GENNICH VLASTNOSTI

UVOD

1. Tato zkusebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni (TG) 440 (2007). Organizace OECD v roce
1998 zahdjila ¢innost s vysokou prioritou zaméfenou na revizi stavajicich pokynt a vypracovani novych pokynt
pro screening a zkouseni potencialnich endokrinnich disruptort (1). Jednim z prvka této ¢innosti bylo vypracovat
metodicky ndvod pro provadéni uterotrofni biologické zkousky u hlodavct. Uterotrofni biologickd zkouska
u hlodavct poté prosla rozsahlym validaénim programem, ktery mimo jiné zahrnoval sestaveni podrobného
podkladového dokumentu (2)(3) a provedeni rozsdhlych vnitrolaboratornich a mezilaboratornich studii, aby se
prokdzal vyznam a reprodukovatelnost biologické zkousky s G¢innym referenénim estrogenem, slabymi agonisty
estrogenniho receptoru, silnym antagonistou estrogenntho receptoru a negativni referenéni chemickou latkou (4)
(5)(6)(7)(8)(9). Tato zkusebni metoda B.54 vychdzi ze zkusenosti ziskanych béhem programu valida¢nich zkousek
a z vysledk téchto zkousek s agonisty estrogend.

2. Uterotrofni biologickd zkouska je kritkodobd screeningovd zkouska, kterd pochdzi z 30. let 20. stoleti (27)(28)
a standardizovanou screeningovou metodou se stala na zdkladé rozhodnuti expertniho vyboru v roce
1962 (32)(35). Je zaloZena na zvySeni hmotnosti délohy neboli uterotrofni reakce (pfehled viz 29). Hodnoti
schopnost chemické litky vyvoldvat biologické aktivity odpovidajici agonistim nebo antagonistim pfirodnich
estrogend (napf. 17-beta-estradiolu), avSak jeji pouziti pro zjisténi antagonistnich latek je mnohem méné obvyklé
neZ pro zji§téni agonistnich latek. Déloha reaguje na estrogeny dvojim zplisobem: Pocdtecni reakci je zvySeni
hmotnosti v disledku nasdknuti vodou. Po této reakci ndsleduje ndrtist hmotnosti v disledku rtistu tkdné (30).
Reakce délohy u potkandi a u mysi jsou kvalitativné srovnatelné.

3. Tato biologickd zkouska slouzi jako screeningovd zkouska in vivo a na jeji provedeni je tfeba pohliZet v kontextu
JKoncepéniho rdmce OECD pro zkousky a posuzovéni chemickych latek narusujicich ¢innost endokrinnich zldz*
(dodatek 2). V tomto koncepénim rdmci je uterotrofni biologickd zkouska zafazena na droven 3 jako zkouska in
vivo poskytujici idaje o jediném endokrinnim mechanismu, tj. estrogenité.

4. Predpoklddd se zafazeni uterotrofni biologické zkousky do baterie zkousek in vitro a in vivo za tcelem zjisténi
chemickych ldtek schopnych interakce s endokrinnim systémem, kterd nakonec bude slouzit k posouzeni rizik
pro lidské zdravi nebo zivotni prostedi. V rdmci valida¢niho programu OECD byli pouzivani siln{ a slabi agonisté
estrogenu s cilem zhodnotit schopnost zkousky identifikovat estrogenni chemické latky (4)(5)(6)(7)(8). Timto
zptisobem byla jasné prokdzdna citlivost tohoto zkusebniho postupu z hlediska agonistil estrogenu, jakoZ i dobrd
vnitrolaboratorni a mezilaboratorni reprodukovatelnost.

5. Pokud jde o negativni chemické latky, byla do valida¢niho programu zafazena pouze jedna ,negativni‘ referen¢ni
chemickd latka, u které byly zndmy negativni vysledky z uterotrofni zkousky a dalsich zkousek in vitro s vyuzitim
receptoril a vazby na receptory. Avsak byly zhodnoceny i dalsi zkusebni tidaje nesouvisejici s valida¢nim
programem OECD, jez déle podpotily specificnost uterofrofni biologické zkousky pro screening agonistl estro-
gent (16).

VYCHOZI UVAHY A OMEZENI

6.  Agonisté a anatagonisté estrogent pusobi jako ligandy pro alfa a beta receptory estrogentt a mohou aktivovat
nebo potlacovat transkripéni aktivitu receptortl. To miize potencidlné vést k nepfiznivym zdravotnim dusledkiim,
véetné U¢inkd na reprodukei a vyvoj. Proto existuje potfeba rychlého posouzeni a zhodnoceni chemické latky
jakoZto mozného agonisty nebo antagonisty estrogenti. Afinita ligandu k estrogenovému receptoru nebo aktivace
transkripce reporterovych gentl in vitro, byt informativni, je pouze jednim z nékolika urcujicich faktortt mozného
nebezpedi. Jiné urcujici faktory mohou zahrnovat aktivaci a deaktivaci metabolismu po vstupu do organismu,
distribuci do cilovych tkdni a odstranéni z téla, coZz pfinejmensim z&asti zdvisi na zpiisobu poddvani a na
zkouSené chemické latce. Z toho vyplyvd potieba zjisténi mozné aktivity chemické latky in vivo za ur¢itych
podminek, pokud dostate¢né informace neposkytuji jiz vlastnosti ADME (absorpce — distribuce — metabolismus —
eliminace) dané chemické ldtky. Délozni tkdné reaguji na stimulaci estrogeny rychlym a mohutnym rtistem, zejmé-
na u laboratornich hlodavct, kde estrdlni cyklus trvd pfiblizné ¢tyfi dny. Druhy hlodaved, zejména potkan, se
rovnéz Siroce pouzivaji ve studiich toxicity za Gcelem charakterizace nebezpeci. Déloha hlodavct je proto
vhodnym cilovym orgdnem pro zjitovani estrogennich agonistl a antagonistd in vivo.

7. Tato zku3ebni metoda je zaloZena na postupech pouzitych pii valida¢ni studii OECD, u kterych byla p#i vnitrola-
boratornich a mezilaboratornich studiich prokdzdna jejich spolehlivost a opakovatelnost. V soucasné dobé jsou
k dispozici dvé metody, a sice metoda pouZivajici dospélé samice s odstranénymi vajecniky a metoda s pouzitim
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nezralych mlddat bez odstranéni vaje¢niki. V rdmci programu validacnich zkousek OECD bylo prokdzano, Ze obé
metody maji srovnatelnou citlivost a reprodukovatelnost. Nezralé mlddé, protoze md intaktni hypothalamo-hypo-
fyzo-gonadilni (HPG) osu, je oviem ponékud méné specifické, aviak umozriuje $ir${ rozsah vySetfeni nez zvife
s odstranénymi vaje¢niky, jelikoz mizZe reagovat na chemické latky, které interaguji s HPG osou, a nikoli pouze
s estrogennim receptorem. HPG osa potkana je funkéni pfiblizné ve véku 15 dnd. Pfedtim nelze pubertu urychlit,
napf. poddvanim hormonu uvoliujictho gonadotropiny. Jak samice za¢inaji dosahovat puberty, budou mit pred
otevienim vaginy nékolik tichych cykld, které nevedou k vagindlnimu otevieni nebo k ovulaci, ale v organismu
probihaji urcité hormondln{ vykyvy. Jestlize urcitd chemicka litka pfimo ¢i nepfimo stimuluje HPG osu, vede to
k pfedcasné puberté, Casné ovulaci a urychlenému vagindlnimu otevieni. Takové t¢inky mohou byt vyvoliny
nejen chemickymi latkami prostiednictvim ptsobeni na HPG osu, ale podobny G¢inek miizZe mit i urdity typ
potravy. Nékteré diety s vyssi drovni metabolizovatelné energie mohou stimulovat rist a urychlovat vagindlni
otevieni, aniz by byly pfimo estrogenni. U dospélych zvifat s odstranénymi vajecniky by takové chemické latky
nevyvoldvaly uterotrofni reakci, jelikoZ jejich HPG osa nefunguje.

8. S ohledem na zdsadu dobrého zachdzeni se zvifaty by méla byt upfednostiiovdna metoda pouzivajici nezralé
potkany, kdy nedochazi k chirurgické piedipravé zvifat a nedochdzi také k piipadnému nepouziti téch zvifat,
kterd vykazuji ptiznaky estru (Ffje) (viz odstavec 30).

9.  Uterotrofni reakce neni Cisté estrogenniho ptvodu, tj. reakci mohou vyvolat i jiné chemické litky nez agonisté
nebo antagonisté estrogend. Napiiklad ke stimulativni reakci mohou vést pomérné vysoké davky progesteronu,
testosteronu nebo ruznych syntetickych progestint (30). Jakoukoli reakei lze analyzovat histologicky z hlediska
keratinizace a kornifikace vaginy (30). Bez ohledu na mozny ptvod reakce by pozitivni vysledek uterotrofni biolo-
gické zkousky mél béziné vyvolat kroky zaméfené na dalsi vyjasnéni. Dalsi poznatky o estrogenité by mohly
pfinést studie in vitro, jako jsou studie vazby na estrogenni receptory a studie transkripéni aktivace, nebo jiné in
vivo studie, jako napf. studie puberty u samic.

10.  Vzhledem k tomu, Ze uterotrofni biologickd zkouska slouzi jako screeningovd zkouska in vivo, byla pfi validaci
zaméfena pozornost hlavné na dobré zachdzeni se zvifaty a stupfiovitou strategii zkouseni. Proto bylo tsili zamé-
feno na pfisné ovéfeni reprodukovatelnosti a citlivosti zkousky na estrogenitu — coZ je hlavnim zdjmem u mnoha
chemickych latek — a sloZce antiestrogenity této zkousky byla vénovdna mald pozornost. Zkousen byl pouze jeden
antiestrogen se silnym plisobenim, jelikoZ pocet chemickych litek s jasnym antiestrogennim profilem (nezasti-
nénym urcitym estrogennim ptsobenim) je velmi omezeny. Tato zkuSebn{ metoda je tudiz uréena pro estrogenni
protokol a protokol popisujici antagonistni strinku zkousky je obsazen v Pokynech (37). Reprodukovatelnost
a citlivost zkousky v pfipadé chemickych litek s Cisté antiestrogennim piisobenim bude pfesnéji stanovena
pozdéji, az bude tento zkusebni postup po néjakou dobu bézné pouzivin a bude identifikovdno vice chemickych
ldtek s timto druhem ptisobeni.

11. M4 se za to, Ze veskeré postupy zalozené na zvifatech budou spliiovat normy jednotlivych zemi v oblasti péce
o zvifata. Popis péCe a zachdzeni, ktery je stanoven nize, pfedstavuje minimdlni poZadavky a bude nahrazen mist-
nimi ptedpisy, napt. smérnici Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU ze dne 22. za#{ 2010 o ochrané zvifat
pouzivanych pro védecké ticely (38). Dalsi pokyny tykajici se humdnniho zachazeni se zvifaty stanovila organizace
OECD (25).

12, Stejné jako u vSech zkousek pouZivajicich Zivad zvifata je nezbytné pfed zahdjenim zkousek zajistit, Ze idaje jsou
skute¢né nezbytné. Dvé podminky, kdy mohou byt tidaje nutné, jsou napiiklad tyto:

— vysoky expozi¢ni potencidl (irovent 1 koncepéniho ramce, dodatek 2) nebo piiznaky estrogenity (Groven 2),
aby se zjistilo, zda takovy G¢inek muiZe nastat in vivo,

— tcinky naznacujici estrogenitu na trovni 4 nebo 5 zkouseni in vivo, aby se potvrdilo, Ze tyto Gcinky souvisely
s estrogennim mechanismem, ktery nelze objasnit pouzitim zkousky in vitro.

13.  Definice pouzité pfi této zkuSebni metodé jsou uvedeny v dodatku 1.
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PODSTATA ZKOUSKY

14.  Uterotrofni biologickd zkouska je z hlediska své citlivosti zaloZena na systému testovani zvifat, pfi kterém hypo-
thalamo-hypofyzo-ovarialni osa neni funk¢ni, coz vede k nizkym endogennim drovnim cirkulujictho estrogenu.
To zajisti nizkou vychozi hmotnost délohy a maximdlni $ifi reakce na poddvané estrogeny. Tento pozadavek
spliuji dva stavy samic hlodavci, kdy jsou citlivé na estrogeny:

i) nezralé samice po odstaveni a pfed pubertou; a

ii) mladé dospélé samice po odstranéni vajecnikii s dostate¢nou dobou na to, aby se délozni tkdné mohly vratit
do ptivodniho stavu.

15.  ZkouSend chemickd litka je podavdna denné Zalude¢ni sondou nebo subkutdnni injekci. Odstupiiované davky
zkousené chemické latky se poddvaji nejméné dvéma experimentdlnim skupindm (pro pokyny viz odstavec 33)
pokusnych zvifat s pouzitim jedné tirovné davky na kazdou skupinu a dobou aplikace tfi po sobé jdouci dny
v pifpadé pouziti metody nezralych mlddat a nejméné tii po sobé jdouci dny v ptipadé metody dospélého zviiete
s odstranénymi vaje¢niky. Pfiblizné 24 hodin po posledni ddvce se zvifata podrobi pitvé. U agonistl estrogenu se
posoudi stfedni hmotnost délohy experimentalnich skupin zvifat v porovndni se skupinou s vehikulem s cilem
zjistit, zda doslo ke statisticky vyznamnému zvySeni. Statisticky vyznamné zvysen{ stfedni hmotnosti délohy expe-
rimentdlni skupiny ukazuje na pozitivni reakci v této biologické zkousce.

POPIS METODY

Vybér druhu zvifat

16. Lze pouzit bézné uZivané kmeny laboratornich hlodavct. Pfi validaci byly napiiklad pouzity kmeny potkant
Sprague-Dawley a Wistar. Nemély by se pouzivat kmeny, o kterych se vi nebo pfedpoklddd, Ze maji méné reak-
tivni délohu. Laboratof by méla prokdzat citlivost pouzitého kmene, jak je popsdno v odstavcich 26 a 27.

17. Od 30. let 20. stoleti jsou k uterotrofni biologické zkousce b&zné pouzivdni potkani a mysi. Valida¢ni studie
OECD byly provddény pouze na potkanech na zdkladé toho, Ze existuje obecnd shoda, jez predpoklddd, Ze oba
druhy jsou rovnocenné, a proto by v zdjmu Gspory zdroju a zvifat mél pro celosvétové ovéfeni postacovat jeden
druh. Ve vétsiné studif reprodukéni a vyvojové toxicity je zvolenym druhem potkan. Vzhledem k tomu, Ze u mysi
existuje rozsdhld historickd databdze a aby putsobnost zkuSebni metody pro provadéni uterotrofni biologické
zkousky na hlodavcich byla rozsifena i na pouziti mysi jako zkusebniho druhu, byla provedena zkracend naslednd
valida¢ni studie na mysich (16). V souladu s pavodnim zdmérem tspory zdrojli a zvifat byl vybran pieklenovaci
piistup s omezenym poctem zkouSenych chemickych latek, zicastnénych laboratofi a bez testovani kédovanych
vzorkil. Tato pieklenovaci valida¢ni studie ukazuje, ze v piipadé uterotrofni biologické zkousky na mladych
dospélych mysich s odstranénymi vaje¢niky jsou tidaje ziskané u potkanti a mysi kvalitativné i kvantitativné
v souladu. To umoziiuje v ptipadech, kdy vysledek uterotrofni biologické zkousky muize pfedchézet dlouhodobé
studii, pouzit v obou studiich zvifata stejného kmene a pivodu. Pfeklenovaci pfistup byl omezen na mysi s odstra-
nénymi vajecniky a zprdva neposkytuje spolehlivy soubor ddaji pro ovéfeni modelu s nezralymi mlidaty, a tudiz
model s nezralymi mlddaty u mysi se do stévajici zkusebni metody nezahrnuje.

18.  V nékterych ptipadech tedy mohou byt misto potkant pouzity mysi. Vybér tohoto druhu je tieba zdvodnit na
zéakladé toxikologickych, farmakokinetickych a/nebo jinych kritérii. U my$i mohou byt nezbytné zmény v testo-
vacim postupu. Napiiklad spotieba potravy na zakladé télesné hmotnosti je u my3{ vyssi nez u potkand, a obsah
fytoestrogenu v potravé by proto mél byt u mysi nizsi nez u potkand (9)(20)(22).

Podminky chovu a krmeni

19.  Veskeré postupy by mély vyhovovat mistnim normdm péce o laboratorni zvifata. Zde uvedené popisy péce
a zachdzeni pfedstavuji minimdlni pozadavky a budou nahrazeny mistnimi prévnimi pfedpisy, napf. smérnici
Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU ze dne 22. zdfi 2010 o ochrané zvifat pouzivanych pro védecké
tcely (38). Teplota v mistnosti pro pokusnd zvifata by méla byt 22 °C (s pfibliZnym rozpétim * 3 °C). Relativni
vlhkost by méla byt minimalné 30 % a pokud moZno nepfesdhnout 70 %, kromé doby dklidu mistnosti. Cilem
by méla byt relativni vlhkost 50-60 %. Osvétleni by mélo byt umélé. Mélo by se stfidat 12 hodin svétla a 12 hodin
tmy.

20. Laboratorni stravu a pitnou vodu dostavaji zvifata ad libitum. Mladd dospéld zvifata Ize chovat jednotlivé nebo
v klecich po skupindch, maximélné téiclennych. Vzhledem k nizkému véku nezralych zvifat se doporucuje chov
v socidlnich skupinach.
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21.  Je zndmo, Ze vysokd urovei fytoestrogenti v laboratorni stravé zvysuje hmotnost délohy u hlodavct v mite, kterd
muze narusit uterotrofni biologickou zkousku (13)(14)(15). Vysokd troveri fytoestrogenit a metabolizovatelné
energie v laboratorn{ stravé muZe mit rovnéZ za nasledek casny ndstup puberty, jestlize se pouZivaji nezrald
zvifata. PFtomnost fytoestrogent vyplyva predevim ze zafazeni produktd ze séji a vojtésky do laboratorni stravy
a ukdzalo se, Ze koncentrace fytoestrogent v jednotlivych Sarzich standardni laboratorni stravy je rtiznd (23).
Dtlezitou proménnou je télesnd hmotnost, nebof mnoZstvi spotfebované potravy souvisi s télesnou hmotnosti.
Skute¢nd davka spotiebovanych fytoestrogent ze stejné stravy se proto muze liSit podle druhu a podle véku (9).
U nezralych samic potkana mtizZe byt spotieba potravy na jednotku télesné hmotnosti pfiblizné dvojndsobné vyssi
nez u mladych dospélych samic s odstranénymi vajecniky. U mladych dospélych mysi maze byt spotieba potravy
na jednotku télesné hmotnosti pfiblizné ¢tyfndsobné vyssi nez u mladych dospélych samic potkana s odstranénymi
vajecniky.

22, Vysledky uterotrofni biologické zkousky (9)(17)(18)(19) vsak ukazuji, Ze omezené mnozstvi fytoestrogentl ve
stravé je pHjatelné a nesnizuje citlivost biologické zkousky. Urcitym voditkem muze byt, Ze u nezralych samic
potkana Sprague-Dawley a Wistar by droven fytoestrogenti ve stravé neméla pfesdhnout 350 pg ekvivalentt geni-
steinu na gram laboratorni stravy (6)(9). Takova strava by méla byt vhodnd i pfi zkouskdch na mladych dospélych
potkanech s odstranénymi vaje¢niky, protoze spotieba potravy méfend na jednotku télesné hmotnosti je u mladych
dospélych niZsi nez u nezralych zvifat. Maji-li byt pouzity dospé&lé mysi s odstranénymi vajecniky nebo potkani
citlivéj$i na fytoestrogeny, musi byt zvdZeno umérné snizeni trovné fytoestrogend v stravé (20). Rozdily
v dostupné metabolizovatelné energii z rtizné stravy navic mohou vést k casovym posuniim v ndstupu
puberty (21)(22).

23.  Pfed studif je nutny peclivy vybér stravy bez zvysené tirovné fytoestrogent: (jako voditko viz (6)(9)) nebo zvysené
tirovné metabolizovatelné energie, jeZ mohou zkreslit vysledky (15)(17)(19)(22)(36). Pro zajisténi ndlezité vykon-
nosti zkusebniho systému, ktery laboratof pouzije, jak stanovi odstavec 26 a 27, je dilezité zkontrolovat oba tyto
faktory. Pro jistotu by v souladu se zdsadami spravné laboratorni praxe (SLP) mély byt z kazdé sady stravy
poddvané béhem studie odebrdny reprezentativni vzorky pro pfipadnou analyzu obsahu fytoestrogent (napf.
v ptipadé vysoké kontrolni hmotnosti délohy ve srovnéni s historickymi kontrolami nebo nepfiméfené reakce na
referencni estrogen, 17-alfa-ethinylestradiol). Vzorky by mély byt analyzovany béhem studie nebo zmrazené
na -20 °C nebo oSetiené takovym zptusobem, aby se zabranilo zméné slozeni pfed analyzou.

24.  Nékterd steliva mohou obsahovat pfirozené se vyskytujici estrogenni nebo antiestrogenni chemické latky (napt. je
zndmo, Ze kukuficny klas ovliviiuje cyklicnost u potkand a podle vieho je antiestrogenni). Zvolené stelivo by mélo
obsahovat minimdln{ tGroven fytoestrogent.

Pfiprava zvifat

25. Pokusnd zvifata bez pfiznakd jakékoli choroby nebo fyzickych abnormalit se ndhodnym vybérem rozdéli do
kontrolnich a experimentdlnich skupin. Klece by mély byt uspotddany tak, aby byl vliv umisténi kleci minimali-
zovéan. Zvifata se jednozna¢né identifikuji. Nezrald zvifata by béhem aklimatizace méla byt pokud mozno
umisténa do kleci s matkami nebo adoptivnimi matkami aZ do odstaveni. Doba aklimatizace pfed zahdjenim
studie by u mladych dospélych zvifat a u nezralych zvitat dodanych spolu s matkami nebo adoptivnimi matkami
méla trvat pfiblizné 5 dnt. Pokud jsou nezrald zvifata ziskdna jako odstavend mlddata bez matek, mizZe se stét,
7e dobu aklimatizace bude nutné zkritit, jelikoz podavani ddvek by mélo zalit bezprosttedné po odstaveni (viz
odstavec 29).

POSTUP

Ovéfeni odborné zpasobilosti laboratofe
26.  Odbornou zpusobilost laboratofe lze ovéfit dvéma riiznymi zptsoby:

— pravidelné ovéfovdni zaloZené na pocitecni vychozi studii s pozitivni kontrolni ldtkou (viz odstavec 27).
Nejméné kazdych 6 mésici — a pokazdé, kdyZz dojde ke zméné, kterd miZe ovlivnit provedeni studie (napf.
nové slozeni stravy, zména persondlu provadéjictho sekce, zména kmene nebo dodavatele zvifat apod.) — by
méla byt ovéfena reakéni schopnost zkusebniho systému (modelu zvifat) pomoci vhodné ddvky (na zdkladé
vychozi studie s pozitivni kontrolni litkou popsané v odstavci 27) referenéniho estrogenu: 17-alfa-ethinylestra-
diolu (&islo CAS 57-63-6)(EE).

— pouziti soubéznych kontrol tak, ze se do kazdé zkousky zaradi skupina, které je poddvana vhodnd ddvka refe-
ren¢niho estrogenu.
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Jestlize systém nereaguje podle ocekdvani, mély by se zkuSebni podminky prezkoumat a odpovidajicim zptisobem
upravit. Doporucuje se, aby ddvka referencniho estrogenu, kterd md byt pouzita pi kazdém postupu, byla
pfiblizné 70 az 80 ED.

27.  Vychozi studie s pozitivni kontrolni litkou. Dfive, nez laboratof provede poprvé studii podle této zkusebni
metody, méla by byt prokdzdna odbornd zpusobilost laboratote zkouskou reakéni schopnosti daného modelu
zvifat, pii které se vyvold reakce na ddvku referen¢niho estrogenu: 17-alfa-ethinylestradiolu (¢islo CAS 57-63-6)
(EE) s aplikaci nejméné ¢tyf davek. Odpovéd hmotnosti délohy bude porovnana se zjisténymi historickymi tdaji
(viz odkaz (5)). Pokud tato vychozi studie s pozitivni kontrolni litkou nedd pfedpoklddané vysledky, mély by se
pfezkoumat a upravit zkusebni podminky.

Pocet a stav zvifat

28.  Kazdd pokusné a kontrolni skupina by méla zahrnovat nejméné 6 zvifat (pro oba protokoly metody nezralych
mlddat a metody dospélych s odstranénymi vajecniky).

Vék nezralych zvifat

29. U uterotrofni biologické zkousky s nezralymi zvifaty musi byt uveden den narozeni. Poddvani ddvek by mélo zacit
dostate¢né brzy, aby se zajistilo, Ze na konci podavani zkousené chemické ldtky jesté nedojde k fyziologickému
ristu endogennich estrogenti spojenému s pubertou. Na druhé strané existuji poznatky, Ze velmi mladd zvifata
mohou byt méné citlivd. Pro stanoveni optimalntho véku by kazdd laboratof méla vzit v tvahu své vlastni podkla-
dové tdaje o dozravani.

Jako vseobecné voditko lze uvést, Ze u potkand lze zalit s poddvianim ddvek ihned po casném odstaveni
v 18. postnatdlni den (pficemZ den narozeni je postnatilnim dnem 0). Poddvan{ ddvek u potkant by mélo byt
ukonceno v 21. postnatalni den, ale v kazdém piipadé pfed 25. postnatdlnim dnem, protoze po dosazeni tohoto
véku se hypothalamo-hypofyzo-ovaridlni osa stiva funkéni a droven endogenniho estrogenu miiZe zadit rist, coz
je doprovizeno rustem primérné zdkladni hmotnosti délohy a ndrtistem smérodatnych odchylek ve
skupindch (2)(3)(10)(11)(12).

Postup odstranéni vaje¢niki

30. U samic potkana a mysi (experimentdlni skupina a kontroln{ skupina), kterym maji byt odstranény vajecniky, by
k odstranéni vaje¢nikd mélo dojit mezi 6. a 8. tydnem véku. U potkant by mezi odstranénim vaje¢nikti a prvnim
dnem podavani mélo uplynout nejméné 14 dnt, aby se umoznil névrat délohy do minimélniho, stabilniho vycho-
ziho stavu. U my3$i by mezi odstranénim vaje¢niki a prvnim dnem poddvini mélo uplynout nejméné 7 dna.
JelikoZ pro vyvoldni vyznamné cirkulujici drovné estrogend (3) posta¢i malé mnoZstvi tkiné vajecnikd, zvifata by
pfed pouzitim méla byt nejméné po pét po sobé jdoucich dnii (napf. u potkant v 10.-14. den po odstranéni
vajecnikd) zkousena pozorovanim epitelidlnich bunék ziskanych vytérem z vaginy. Pokud zvifata vykazuji jakékoli
pfiznaky, Ze vstupuji do estru, neméla by byt pouzita. Déle by pii pitvé mély byt zkoumdny zbytky vajecnikd, zda
neexistuji pf{znaky pitomnosti vaje¢nikové tkdné. Pokud ano, dané zvife by nemélo byt pouzZito pro vypocty (3).

31.  Pfi zah4jen{ postupu odstranén{ vajecnikéi je zvite ve ventrdlni poloze poté, co bylo fddné anestetizovano. Rez
otevirajici dorzo-laterdlni sténu bfi$ni by mél byt pfiblizné 1 cm dlouhy, od stfedu mezi spodnim okrajem Zeber
a hiebenem kosti kycelni a nékolik milimetrd vedle bo¢niho okraje bederniho svalu. Vaje¢nik se vyjme z bfi$ni
dutiny a polozi na aseptickou podlozku. Vaje¢nik se oddéli ve spojeni vejcovodu s télem délohy. Po ujisténi, Ze
nedochdz{ k masivnimu krvaceni, by bfi$ni sténa méla byt uzaviena suturou a kiize klipsy nebo vhodnym stehem.
Mista podvazu jsou schematicky ukdzdny na obrdzku 1. Mélo by byt pouzito vhodné poopera¢ni tiSeni bolesti
v souladu s doporucenim veterindrniho 1ékafe se zkusenostmi v oblasti péce o hlodavce.

Té&lesnd hmotnost

32.  Pfi metodé dospélych samic s odstranénymi vaje¢niky télesnd hmotnost a hmotnost délohy spolu nekoreluji,
protoze hmotnost délohy je ovliviiovdna hormony, napf. estrogeny, ale nikoli rtistovymi faktory, které reguluji
velikost téla. Naopak v modelu s nezralymi zvifaty télesnd hmotnost s hmotnosti délohy souvisi, dokud dospi-
vaji (34). V okamziku zahdjeni studie by tak v modelu nezralych zvifat méla byt odchylka v jejich hmotnosti
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minimdlni a neméla by prekrocit £ 20 % stfedni hodnoty hmotnosti. To znamend, Ze velikost vrhu by méla byt
chovatelem standardizovdna, aby se zajistilo, Ze potomstvo rtiznych matefskych zvifat bude krmeno pfiblizné
stejné. Zvifata by méla byt pfifazena ke skupindm (kontrolnim a experimentdlnim) ndhodnym rozdélenim
z hlediska hmotnosti, takze stfedni télesnd hmotnost kazdé skupiny se nebude statisticky lisit od kterékoli jiné
skupiny. Mélo by se dbdt na to, aby nedoslo k pfifazeni sourozenct z vrhu do stejné experimentdlni skupiny,
pokud mozno bez zvySovani poctu vrhd, jeZ maji byt pouziviny pfi vySetfenich.

Davkovani

33. K tomu, aby se zjistilo, zda zkousend chemickd ldtka maize mit estrogenni Gcinek in vivo, bézné postaci dvé expo-
nované skupiny a jedna kontrolni skupina, a s ohledem na zdsadu dobrého zachdzeni se zvifaty je proto upfed-
nosttiovano toto uspofddani. Je-li zimérem ziskat kiivku ddvka-odpovéd nebo extrapolovat na nizsi ddvky, jsou
zapotiebi nejméné tii exponované skupiny. Jsou-li pozadovany informace vychdzejici za rdmec zjisténi estrogen-
niho ptisobeni (napt. odhad potence), mél by byt zvdzen odlidny rezim ddvkovani. S vyjimkou podévéni zkousené
chemické latky se se zvifaty v kontrolni skupiné zachdzi stejné jako se zvifaty v experimentdlni skupiné. Pokud se
pii podavani zkousené chemické latky pouzivd vehikulum, podavé se kontrolni skupiné ve stejném objemu, ktery
byl pouzit v experimentalnich skupinich (nebo v nejvy3$sim objemu pouzitém v exponovanych skupinach, pokud
je u jednotlivych skupin rozdilny).

34. 'V pripadé uterotrofni biologické zkousky je cilem vybrat davky, které zarucuji pfeziti zvifat a nezplsobuji
vyznamnou toxicitu nebo utrpeni zvifat po uplynuti tif po sobé jdoucich dnti poddvani chemické latky, az do
maximdlni ddvky 1 000 mg/kg/den. Pfi vybéru vSech drovni ddvek by mély byt zohlednény veskeré existujici
tdaje o toxickych a toxikokinetickych vlastnostech, které jsou pro zkousenou chemickou litku nebo piibuzné
materidly dostupné. Nejvyssi Groven davky by méla predeviim zohlednit hodnotu LD50 ajnebo informace o akutni
toxicitg, aby nedoslo k tmrti, vdiznému poskozeni nebo utrpeni zvifat (24)(25)(26). Nejvyssi ddvka by méla pred-
stavovat maximdln{ tolerovanou ddvku; pfijata by byla i studie provedend s tirovni ddvky, jez vyvolala pozitivni
uterotrofni reakci. V rdmci screeningu jsou obecné piijatelné velké intervaly v ddvkovéni (napf. jedna polovina
logaritmickych jednotek, coz odpovidd zvySovani davky po 3,2, nebo dokonce az do 1 logaritmické jednotky).
Nejsou-li dostupné zadné vhodné tdaje, miize byt provedena piedbéznd studie pro zjisténi rozmezi dévek, aby se
podle ni ur¢ily davky, které maji byt pouzity.

35.  Alternativné, pokud muizZe byt estrogenni potence agonistni litky odhadnuta podle tdaji ziskanych in vitro (nebo
in silico), mohou byt pro vybér ddvky vzaty v dvahu tyto tdaje. Napiiklad mnozstvi zkouSené chemické ldtky,
které by vyvolalo uterotrofni reakce ekvivalentni referen¢ni agonistni latce (ethinylestradiolu), se odhaduje podle
jejich relativnich in vitro potenci viici ethinylestradiolu. Nejvyssi zkusebni ddvka by byla ziskdna vyndsobenim této
ekvivalentni ddvky vhodnym koeficientem, napf. 10 nebo 100.

Experimentdlni zjiSténi rozmezi ddvek

36. 'V pfipadé nutnosti mize byt provedena predbézna studie pro zjisténi rozmezi davek na nékolika zvifatech. V této
souvislosti 1ze pouzit Pokyn OECD ¢. 19 (25), ktery stanovi klinické pfiznaky ukazujici na toxicitu nebo utrpeni
zvifat. Je-li to v rdmci této pfedbézné studie mozné, pak po trech dnech podavani Ize pfiblizné po 24 hodinich
od posledni davky vyjmout délohy a zvézit je. Tyto tidaje by poté mohly byt pouzity jako pomocné tidaje pro
napldnovani hlavni studie (vybrat pfijatelnou nejvyssi a nejnizsi divku a doporucit pocet exponovanych skupin).

Podivani latky

37.  ZkouSend chemickd latka je poddvdna Gstni sondou nebo subkutdnni injekci. P¥i volbé zplisobu poddvani musi
byt zohlednény zdsady dobrého zachdzeni se zvifaty, jakoZ i toxikologické aspekty, jako je vhodnost zvoleného
zptsobu podavani z hlediska expozice ¢lovéka dané chemické ldtce (napf. Gstni sonda pro modelovani poziti,
subkutdnni injekce pro modelovani inhalace nebo adsorpce kizi), fyzikdlné-chemické vlastnosti zkousené
chemické latky, a zvlasté pak existujici toxikologické informace a tdaje o metabolismu a kinetice (napf. potieba
vyhnout se metabolismu prvniho prichodu, lepsi ti¢innost pfi konkrétnim zptsobu podévani).

38.  Kdykoliv to bude mozné, doporucuje se nejprve zvazit pouziti vodného roztoku/suspenze. Jelikoz vsak vétsina
estrogennich ligandii nebo jejich metabolickych prekursorti méd tendenci byt hydrofobni, nejcast&j$im postupem je
pouziti roztoku/emulze v oleji (napt. v kukufi¢ném, arasidovém, sezamovém nebo olivovém oleji). Tyto oleje viak
maji riznou kalorickou hodnotu a obsah tuku, a vehikulum by tak mohlo ovlivnit celkovy pijem metabolizova-
telné energie, coz by mohlo zménit méfené sledované vlastnosti, napf. hmotnost délohy, zvldst¢ pi pouziti
metody s nezralymi zvifaty (33). Kazdé vehikulum, které ma byt pouzito, by mélo byt pted studii testovdno oproti
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kontrolni skupiné bez vehikula. ZkouSené chemické litky lze rozpustit v minimdlnim mnozstvi 95 % ethanolu
nebo jinych vhodnych rozpoustédel a zfedit na kone¢nou pracovni koncentraci ve zkusebnim vehikulu. Musi byt
zndma toxickd charakteristika daného rozpoustédla a méla by byt provéfena na kontrolni skupiné vystavené
pouze pusobeni rozpoustédla. Je-li zkousend chemickd litka povazovdna za stabilni, lze rozpusténi zkousené
chemické latky napomoci mirnym ohfdtim a intenzivnim mechanickym ptsobenim. Méla by byt urcena stdlost
zkouSené chemické litky ve vehikulu. Je-li zkouSend chemickd litka po dobu studie stdld, lze pfipravit jeden
zdsobni roztok zkousené chemické litky a denné pripravovat roztok podle stanoveného davkovéni.

39.  Nastaveni ddvkovani bude zdviset na pouzitém modelu (viz odstavec 29 o modelu nezralych zvifat a odstavec 30
o modelu dospélych zvifat s odstranénymi vajecniky). Nezralym samicim potkana se denné poddvd zkousend
chemickad ldtka po dobu tif po sobé jdoucich dnii. Tfidenni expozice se doporucuje také u samic potkana s odstra-
nénymi vajecniky, ale delsi expozice jsou pfijatelné a mohou zlepsit detekci slabé ptisobicich chemickych latek.
U samic my$i s odstranénymi vaje¢niky by aplikace po dobu 3 dnt méla byt dostatecnd s tim, Ze prodlouZeni az
na sedm dnt by v pfipadé silnych agonisti estrogent nepfineslo vyznamnou vyhodu. Avak u slabych estrogent
podle vysledkt valida¢ni studie (16) toto neplati a ddvkovani u dospélych mysi s odstranénymi vajecniky by mélo
byt prodlouzeno az na 7 po sobé jdoucich dnti.Dévky je tieba podavat kazdy den ptiblizné ve stejnou dobu. Mély
by byt pfizpisobeny tak, aby se udrzela konstantni Groveit ddvky vzhledem k télesné hmotnosti zvifete (napf.
miligram zkouSené chemické ltky na kilogram télesné hmotnosti za den). Pokud jde o zkuSebni objem, jeho
variabilita by na zdklad¢ télesné hmotnosti méla byt minimalizovdna nastavenim koncentraci podédvaného roztoku
tak, aby byl zajistén konstantni objem ve vztahu k télesné hmotnosti pfi viech drovnich ddvky a pii jakémkoli
zptisobu poddvani.

40.  Pokud se zkousSend chemickd litka poddvad sondou, podava se zvifatim v jediné denni ddvce za pouziti Zalude¢ni
sondy nebo vhodné intuba¢ni kanyly. Maximdln{ objem tekutiny, kterou Ize podat najednou, zavisi na velikosti
pokusného zvifete. Je tfeba dodrzovat mistni pokyny tykajici se péce o zvifata, aviak objem by nemél pfekrocit
5 ml na 1 kg télesné hmotnosti, s vyjimkou vodnych roztokd, kdy lze pouzit 10 ml na 1 kg télesné hmotnosti.

41.  Pokud se zkouSend chemickd latka poddvd subkutdnni injekci, poddvé se v jedné denni ddvce. Davky by mély byt
aplikovany do dorsdlni skapuldrni nebo lumbalni oblasti steriln{ jehlou (napt. velikosti 23- nebo 25-gauge) a tuber-
kulinovou injekéni stitkackou. Oholeni mista vpichu je dobrovolné. Jakékoli ztrity, Ginik v mist¢ vpichu nebo
netplné davkovani se zaznamenaji. Celkovy objem vstiiknuty jednomu potkanovi za den by nemél prekrocit 5 ml
na 1 kg télesné hmotnosti, rozdéleny do dvou mist vpichu, s vjjimkou vodnych roztokd, kdy Ize pouzit 10 ml na
1 kg télesné hmotnosti.

Pozorovani

Obecnd a klinickd pozorovini

42.  Vseobecné klinické pozorovani by se mélo provadét nejméné jednou denné, a castéji, pokud jsou zpozorovany
piznaky toxicity. Mélo by se provadét kazdy den nejlépe ve stejnou dobu (stejné doby) a s uvdZzenim doby oceké-
vaného maxima G¢inku po podani latky. Provede se prohlidka vSech zvifat za G¢elem zjisténi mortality, morbidity
a obecnych klinickych pfiznakd, jako jsou zmény chovéni, zmény na kiiZi, na srsti, na ocich, na sliznicich, vyskyt
sekretti a exkretd a vegetativnich funkci (napf. slzeni, zjeZeni srsti, velikost zornic, nezvyklé dychani).

Télesnd hmotnost a spotieba potravy

43.  Vsechna zvifata by se méla denné zvazit s ptesnosti na 0,1 g, prvni vazeni by mélo byt provedeno tésné pred
zahdjenim aplikace, tj. kdyZ jsou zvifata rozdélena do skupin. Alternativné lze méfit mnoZstvi potravy spotiebo-
vané béhem doby aplikace na kazdou klec zvazenim krmitek. Vysledky spotieby potravy by mély byt vyjadieny
v gramech na jednoho potkana za den.

Sekce a méfeni hmotnosti délohy

44.  Po 24 hodindch od posledni aplikace se potkani humdnné usmrti. Idedlné bude poradi pitev ur¢eno ndhodnym
vybérem mezi skupinami, aby nedoslo k pfimému postupu od nejméné exponované skupiny k nejvice expono-
vané skuping, ¢i naopak, coz by mohlo ponékud ovlivnit tidaje. Cilem biologické zkousky je zméfit hmotnost
délohy ve vlhkém a vysuSeném stavu. Hmotnost ve vlhkém stavu zahrnuje délohu a obsah lumindlni tekutiny.
Hmotnost ve vysuSeném stavu se mé po vytlaCeni a odstranéni lumindlniho obsahu.
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45.  Pred sekci bude vySetfena vagina, jaky je stav jejiho otevieni u nezralych zvifat. Postup sekce zacind otevienim
bfisni stény pocinaje od sriistu stydké kosti. Poté se od dorzdlni bfisni stény oddéli roh délohy a vaje¢niky. Od
ventraln{ a laterdln{ strany délohy a vaginy se oddéli mocovy méchyt a mocovody. Oddéluje se fibrozni adheze
mezi rektem a vaginou dokud nelze identifikovat spojeni posevniho vchodu s perinedlni ktizi. D&loha a vagina se
oddéli od téla nafiznutim posevni stény tésné nad spojenim mezi perinedlni kazi, jak je ukdzdno na obrdzku 2.
Déloha by méla byt oddélena od bo¢niho svalstva jemnym odf{znutim délozniho okruzi v bodé jeho pfipojeni po
celé délce dorzalné laterdlniho aspektu kazdého délozniho rohu. Po oddéleni od téla by s délohou mélo byt zaché-
zeno dostatené rychle, aby se zamezilo vysychdni tekutin. U malych tkdni, jako je déloha, ztrita hmotnosti
v disledku vysychdni nabyvd na vyznamu (23). Jsou-li pfitomny vajecniky, oddéli se ve vejcovodu, ¢imZ se zamezi
ztraty lumindlni tekutiny z délozniho rohu. Pokud byly u zvitete vajecniky odstranény, mély by byt pahyly vyse-
tfeny, zda nejsou pfitomny tkdné vajecnikd. Pebytecny tuk a spojovaci tkdn by mély byt odstranény. Vagina se
oddéli od délohy tésné pod déloznim hrdlem, takze hrdlo ztstane s télem délohy, jak je ukdzdno na obrizku 2.

46. Kazda déloha by méla byt pfenesena do jednoznainé oznacené a zvazené nddobky (napf. Petriho misky nebo
plastové misky vah), pficemz je nadile tfeba dbét na to, aby nedoslo k vysychdni pfed zvdZenim (napf. do
nddobky lze umistit filtra¢ni papir slabé navlheny fyziologickym roztokem). Déloha s lumindlni tekutinou se
zvazi s pfesnosti na 0,1 mg (hmotnost délohy ve vlhkém stavu).

47.  Kazdd déloha pak bude jednotlivé zpracovana za ucelem odstranéni lumindlni tekutiny. Oba délozni rohy budou
propichnuty nebo podélné roziiznuty. Déloha se poloZi na slabé zvlhéeny filtra¢ni papir (napf. Whatman ¢. 3)
a jemné se stla¢i druhym kusem slabé navlhéeného filtra¢ntho papiru tak, aby lumindlni tekutina byla zcela
odstranéna. Déloha bez lumindlniho obsahu se zvdZzi s pfesnosti na 0,1 mg (hmotnost délohy ve vysu$eném
stavu).

48.  Hmotnost délohy pfi ukonceni studie lze pouzit pro potvrzeni toho, Ze nebyl pfekrocen vhodny vék u nezralého
intaktniho potkana, aviak rozhodujici v tomto sméru jsou historické tidaje o kmeni potkant pouzitém laboratof{
(viz odstavec 56 pro interpretaci vysledka).

Volitelnd vySetfeni

49.  Po zvizeni mizZe byt déloha fixovdna do 10 % neutrlntho pufrovaného formalinu, aby po zbarveni hemotoxy-
linem a eosinem (HE) mohla byt podrobena histopatologickému vySetfeni. Vaginu lze vysetiit odpovidajicim
zplisobem (viz odstavec 9). Dale mizZe byt provedeno morfometrické méfeni endometrialniho epitelu za dcelem
kvantitativntho srovnani.

UDAJE A ZPRAVY
Udaje
50.  Udaje o studii by mély zahrnovat:

— pocet zvifat na zacitku studie,

— pocet a identifikaci zvifat nalezenych uhynulych nebo zvifat utracenych béhem zkousky z humdannich davodt
a datum a cas kazdého tmrti nebo humdanniho usmrcen,

— pocet a identifikaci zvifat vykazujicich pfiznaky toxicity a popis zji§ténych piiznaki toxicity, véetné doby
nastupu, doby trvani a zdvaznosti toxickych c¢inkd, a

— pocet a identifikaci zvifat vykazujicich léze a popis typu lézi.

51. U jednotlivych zvifat by mély byt zaznamendny tdaje o télesné hmotnosti, hmotnosti délohy ve vlhkém stavu
a hmotnosti délohy ve vysuSeném stavu. Jednotné statistické analyzy agonistnich litek by mély byt pouzity ke
stanoveni toho, zda poddvani zkousené chemické latky vedlo ke statisticky vyznamnému (p < 0,05) zvySeni hmot-
nosti délohy. Mély by byt provedeny vhodné statistické analyzy za Gcelem zjisténi, zda v souvislosti s aplikaci
doslo ke zméndm hmotnosti délohy ve vlhkém a ve vysuSeném stavu. Udaje lze napiiklad hodnotit pomoci
metody analyzy kovariance (ANCOVA), kdy kovaridtou (doprovodnou proménnou) bude télesnd hmotnost pii
pitvé. Pfed analyzou tdaji lze provést logaritmickou transformaci tidajii o déloze stabilizujici rozptyl. Pro prove-
deni parovych srovndni kazdé exponované skupiny s kontrolnimi skupinami, kterym bylo poddvdno vehikulum,
a pro vypocet intervalt spolehlivosti je vhodné pouzit Dunnettova a Hsuova testu. Pro zji§téni pfipadnych
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odlehlych hodnot a posouzeni homogenity rozptyla Ize pouZit metodu Studentised residual plots. Tyto postupy byly
pouzity ve valida¢nim programu OECD za pouziti postupu PROC GLM v systému statistické analyzy (SAS Insti-
tute, Cary, NC), verze 8 (6)(7).

52.  Zéavére¢na zprava musi obsahovat:

ZkuSebni za¥izeni:

— odpovédni pracovnici a jejich odpovédnost v rdmci studie,

— ddaje z vychozi zkousky s pozitivni kontrolni litkou a ddaje z pravidelnych pozitivnich kontrol (viz
odstavce 26 a 27).

Zkousend chemickd ldtka:

— charakterizace zkousenych chemickych latek,

— fyzikdlni povaha a tam, kde je to podstatné, fyzikdlné-chemické vlastnosti,
— metoda a frekvence piipravy roztokd,

— veskeré ziskané ddaje o stabilité,

— veskeré analyzy roztokt pouzitych k aplikaci

Vehikulum:

— charakterizace vehikula pouzitého pti zkousce (povaha, dodavatel a sarze),

— zdtvodnéni vybéru vehikula (pokud neni pouzita voda).

Pokusnd zvitata:

— druh a kmen a zdtivodnéni jejich vybéru,

— dodavatel a konkrétni dodavatelské zaf{zeni,

— veék pti dodéni s datem narozeni,

— v piipadé nezralych zvifat, zda byla doddna s matkou nebo adoptivni matkou, ¢i nikoli, a datum odstaveni,
— podrobnosti o postupu aklimatizace zvitat,

— pocet zvifat v kazdé kleci,

— podrobnosti a metoda identifikace jednotlivych zvifat a skupin.

Podminky zkousky:

— podrobnosti o procesu ndhodného vybéru (tj. pouZitd metoda),

— zdavodnéni vybéru dévek,

— podrobnosti o slozeni zkousené chemické latky, jeji dosazené koncentrace, stabilita a homogenita,

— podrobnosti o podavani zkouSené chemické latky a zdtivodnéni volby zpiisobu expozice,

— strava (ndzev, typ, dodavatel, obsah a tiroven fytoestrogend, je-li zndma),

— zdroj vody (napt. vodovodni voda nebo filtrovana voda) a doddvka (potrubim z velké nddrze, v lahvich apod.),
— stelivo (ndzev, typ, dodavatel, obsah),

— zdznam o podminkach chovu v kleci, interval osvétleni, teplota a vlhkost v mistnosti, iklid mistnosti,

— podrobny popis postuptl pitvy a vazeni délohy,

— popis statistickych postup.
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Vyisledky
U jednotlivych zvifat:

— v3echny denni télesné hmotnosti jednotlivych zvitat (od pfidéleni do skupin az do pitvy) (s pfesnosti na
0,1g9),

— vék kazdého zvifete (ve dnech, den narozeni se pocitd jako den 0) pfi zahdjeni poddvani zkousené chemické
latky,

— datum a ¢as poddni kazdé ddvky,

— vypocteny objem a velikost poddvanych ddvek a pozorovani ztrat litky béhem podavani nebo po podani,
— denni zdznamy o stavu zvifete, véetné vyznamnych piiznakd a pozorovini,

— predpoklddand pFicina smrti (pokud byla zvifata béhem studie nalezena ve stavu agénie nebo uhynuld),
— datum a ¢as humédnniho usmrceni s ¢asovym intervalem od posledniho poddni dévky,

— hmotnost délohy ve vlhkém stavu (s pfesnosti na 0,1 mg) a jakékoli zji§téné ztrity lumindlni tekutiny béhem
sekce a piipravy na vézeni,

— hmotnost délohy ve vysuSeném stavu (s pfesnosti na 0,1 mg).

U kazdé skupiny zvitat:
— pramérnd denni télesnd hmotnost (s pfesnosti na 0,1 g) a smérodatnd odchylka (od pfitazeni ke skupindm az
do pitvy),

— prumérnd hmotnost vlhké délohy a priimérnd hmotnost ususené délohy (s pfesnosti na 0,1 mg) a smérodatné
odchylky,

— denni spotieba potravy, je-li méfena (vypocitand jako gramy spotiebované potravy na kazdé zvife),

— vysledky statistickych analyz srovnédvajicich hmotnosti délohy ve vlhkém a ve vysuSeném stavu u experimentdl-
nich skupin se stejnymi méfenimi v kontrolnich skupindch s vehikulem,

— vysledky statistické analyzy srovndvajici celkovou télesnou hmotnost a piiristek télesné hmotnosti experimen-
talnich skupin se stejnymi méfenimi v kontrolnich skupindch s vehikulem.

53.  Shrnuti ddlezitych aspektd zkuSebni metody, které mohou slouzit jako voditko

Potkani Mysi
Zvifata
Kmen Bézné uzivany kmen laboratornich hlodavct
Pocet zvifat Nejméné 6 zvitat v kazdé exponované skupiné
Pocet skupin Nejméné 2 zkuSebni skupiny (viz pokyny v odstavci 33) a 1 skupina negativni
kontroly
Pokyny tykajici se skupin pozitivni kontroly viz odstavec 26 a 27)

Podminky chovu a krmeni

v mistnosti pro zvifata 22°C+3°C
Relativni vlhkost 50-60 %, nejméné 30 % a nejvyse 70 %
Dennf stfidani osvétleni 12 hodin svétla, 12 hodin tmy

Strava a pitnd voda Ad libitum
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Potkani Mysi
Chov Jednotlivé nebo ve skupindch az do t# zvifat (u nezralych zvifat se doporucuje
chov v socidlnich skupindch)
Strava a stelivo Doporucuje se nizkd troven fytoestrogentl ve stravé a stelivu
Postup
Metoda Metoda s nezralymi zvifaty bez Metoda s dospélymi samicemi s odstra-
odstranéni vaje¢nikii (upfednostiio- nénymi vaje¢niky
vand metoda)
Metoda s dospélymi samicemi
s odstranénymi vajecniky
Vék podavani dévek u nezralych | Nejdiive v 18. postnatalni den. V ramci stavajici zkudebni metody neni
zvitat Podéavani by mélo byt ukonceno pfed | relevantni.
25. postnatdlnim dnem.
Vék odstranéni vajecniki 6. az 8. tyden veku.

Vék podavani divek u zvifat Mezi odstranénim vaje¢nika a 1. Mezi odstranénim vaje¢nika a 1. dnem
s odstranénymi vaje¢niky dnem podavani by mélo uplynout podéavéni by mélo uplynout nejméné 7
nejméné 14 dnt. dnt.

Télesnd hmotnost Rozdily v télesné hmotnosti by mély byt minimélni a od stfedni hmotnosti by

se mély lisit nejvyse o + 20 %.

Davkovéani

Zptisob podani Oralni sondou nebo subkutdnni injekci.
Cetnost poddvani Jedna denni davka
Objem ldtky pro sondu nebo < 5 ml na 1 kg télesné hmotnosti (nebo az 10 ml na 1 kg télesné hmotnosti
injekci v piipadé vodného roztoku) (ve 2 injekcich pii subkutdnnim zptisobu)
Trvani podévani 3 po sobé jdouci dny u modelu 7 po sobé jdoucich dnii u modelu

s nezralymi s odstranénymi vajecniky

Nejméné 3 po sobé jdouci dny

u modelu s odstranénymi vajecniky
Doba pitvy Pfiblizné 24 hodin po posledni ddvce

Vysledky

Pozitivni reakce Statisticky vyznamné zvySeni stfedni hmotnosti délohy (ve vlhkém a/nebo ve

vysuseném stavu)
Referen¢ni estrogen 17-alfa-ethinylestradiol
POKYNY PRO INTERPRETACI A PLATNOST VYSLEDKU

54.  Obecné by zkouska estrogenity méla byt povaZzovdna za pozitivni, jestlize existuje statisticky vyznamné zvySeni
hmotnosti délohy (p < 0,05) pfinejmensim pfi vysoké trovni ddvky v porovndni s kontrolni skupinou vystavenou
pouze ptsobeni rozpoustédla. Pozitivni vysledek je déle podpofen prokdzanim biologicky pfijatelného vztahu
mezi davkou a velikosti odezvy s pfihlédnutim k tomu, Ze tvar kiivky ddvka-odpovéd miize ovlivnit prekryvajici
se estrogenni a antiestrogenni ptsobeni zkouSené chemické latky.
55.  Musi se dbit na to, aby nebyla pfekrocena maximdlni tolerovand ddvka, aby bylo mozno provést smysluplnou

interpretaci tdaji. V této souvislosti je tieba peclivé posoudit sniZeni télesné hmotnosti, klinické pf{znaky a jaké-

koli dal3i nélezy.
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56. Dulezitym faktorem pro pfijeti Gdaju ziskanych pfi uterotrofni biologické zkousce jsou hmotnosti délohy
v kontrolni skupiné s vehikulem. Vysoké kontrolni hodnoty mohou zpochybnit citlivost biologické zkousky
a schopnost odhalit velmi slabé agonisty estrogenu. Literdrni reSerSe a tdaje ziskané pfi validaci uterotrofni biolo-
gické zkousky naznacuji, Ze k pFipadiim vysokych kontrolnich hodnot dochdzi spontdnng, zejména u nezralych
zvitat (2)(3)(6)(9). JelikoZ hmotnost délohy nezralych potkant zévisi na mnoha proménnych, jako je kmen nebo
télesnd hmotnost, nelze pro hmotnost délohy s kone¢nou platnosti stanovit Zddnou horni hranici. Jako urcité
voditko muze poslouzit, Ze pokud jsou hmotnosti délohy ve vysuSeném stavu u nezralych potkand v kontrolni
skuping v rozmez{ 40 az 45 mg, mély by byt vysledky povazovdny za podezielé, a hmotnosti d€lohy vyssi nez
45 mg mohou vést k provedeni nové zkousky. Toto vSak musi byt zvdzeno v kazdém jednotlivém
piipadé (3)(6)(8). Pri zkouskdch s dospélymi potkany netiplné odstranéni vajecnikd ponechd vaje¢nikovou tkdn,
kterd muze produkovat endogenni estrogen a brzdit navrat hmotnosti délohy do pavodniho stavu.

57.  Hmotnosti délohy ve vysu$eném stavu u zvifat z kontrolni skupiny s vehikulem, které jsou nizsi nez 0,09 %
télesné hmotnosti pro nezralé samice potkana a nizsi nez 0,04 % télesné hmotnosti pro mladé dospélé samice
s odstranénymi vaje¢niky, podle vieho znamenaji pFijatelné vysledky [viz tabulka 31 (2)]. Jestlize jsou hmotnosti
délohy v kontrolni skupiné vyssi nez tyto hodnoty, mély by byt pfezkoumdny rizné faktory véetné véku zvifat,
fadného odstranéni vajecnikli, obsahu fytoestrogenti ve stravé atd. a negativni vysledky zkousky (Zddné pfiznaky
estrogenni aktivity) by mély byt pouzivany s obezfetnosti.

58. 'V laboratofi by mély byt uchovdvany historické ddaje o kontrolnich skupindch s vehikulem. V laboratofi by
rovnéz mély byt uchovavany historické Gdaje o reakcich na pozitivni referen¢ni estrogeny, jako je 17-alfa-ethinyle-
stradiol. Laboratofe téZ mohou zkouset reakce na zndmé slabé agonisty estrogenti. Vsechny tyto tidaje je mozné
porovnat s dostupnymi tdaji (2)(3)(4)(5)(6)(7)(8), aby bylo zaruceno, ze metody pouzivané laboratofi zajistuji
dostatecnou citlivost.

59.  Hmotnosti déloh ve vysuseném stavu v pribéhu valida¢ni studie OECD vykazovaly men3i variabilitu neZ hmot-
nosti déloh ve vlhkém stavu (6)(7). Vyrazna reakce pii kterémkoli méfeni by viak ukazovala na to, Ze zkousend
chemicka latka je z hlediska estrogenntho ptisobeni pozitivni.

60.  Uterotrofni reakce neni zcela estrogenntho pivodu, aviak pozitivni vysledek uterotrofni biologické zkousky by
obecné mél byt interpretovan jako dikaz estrogenniho potencidlu in vivo a mél by normdlné vyvolat kroky smétu-
jici k dal$imu vyjasnéni (viz odstavec 9 a ,OECD Conceptual Framework for the Testing and Assessment of Endoc-
rine Disrupting Chemicals’, ptiloha 2).

Obrdzek 1

Schematicky diagram ukazujici chirurgické odstranéni vajecniké

Vajecnik

/

Vejcovod
= Zde oddelit

P Déloha

Vyifznut{
Mesometrium, vaskulatura a tukovy
polstdf nejsou zndzornény

Postup zacind otevienim dorzo-laterdln{ stény bfisni ve stfednim bodé mezi spodnim okrajem Zeber a hfebenem
kosti kycelni, nékolik milimetrt vedle bo¢niho okraje bederniho svalu. Uvnitt bfisni dutiny by mély byt umistény
vajecniky. Na aseptickém poli se vajecniky poté fyzicky oddéli od bfisni dutiny, mezi vajecnik a délohu se umisti
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podvaz za ucelem kontroly krviceni a vajecnik se nad podvazem oddéli fezem ve spojeni vejcovodu s kazdym
déloznim rohem. Po ujisténi, Ze nepfetrvavd Zddné vyrazné krvdceni, se bfi$ni sténa uzavie suturou a kiZe se
uzavie napt. klipy nebo suturou. Zvifatim by mélo byt umoznéno zotaveni a ndvrat hmotnosti délohy do pavod-
niho stavu po dobu nejméné 14 dnt pfed pouzitim.

Obrdzek 2

Odstranéni a zpracovani déloZnich tkdni pro méfeni hmotnosti

/ JHMOTNOST
DELOHY

Linie oddélen{ pii pitvé

Postup zacind otevienim bfisni stény ve srustu stydké kosti. Poté se od dorzalni bfisni stény oddéli kazdy z vajec-
nikd, jsou-li p¥tomny, a roh délohy. Od ventrdlni a laterdlni strany délohy a vaginy se oddéli mocovy méchyt
a mocovody. Oddéluje se fibrézni adheze mezi rektem a vaginou, dokud nelze identifikovat spojeni posevniho
vchodu s perinedlni kizi. Déloha a vagina se oddéli od téla nafiznutim poSevni stény tésné nad spojenim mezi
perinedln{ kizi, jak je ukdzdno na obrazku. Déloha by méla byt oddélena od bo¢niho svalstva jemnym odf{znutim
délozniho okruzi v bodé jeho pfipojeni po celé délce dorzdlné laterdlniho aspektu kazdého délozniho rohu. Po
oddéleni od téla se odstrani piebytecny tuk a spojovaci tkan. Jsou-li pfitomny vajecniky, oddéli se ve vejcovodu,
aby nedoslo ke ztraté lumindlni tekutiny z délozniho rohu. Pokud byly zvifeti vaje¢niky odstranény, mély by se
vysetiit pahyly, zda nejsou piitomny tkdné vaje¢nikd. Vagina se oddéli od délohy tésné pod déloznim hrdlem,
takZe hrdlo zlistane s télem délohy, jak je ukdzdno na obrazku. Poté Ize délohu zvazit.
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Dodatek 1

DEFINICE
Antiestrogenita: je schopnost chemické latky potlacit pisobeni 17-beta-estradiolu v organismu savct.

Citlivost: je podil vSech pozitivnich/G¢innych chemickych latek, které jsou spravné klasifikoviny zkouskou. Je to
méfitko pFesnosti zkusebni metody, kterd davd kategorické vysledky, a je ddlezitym prvkem pfi hodnoceni relevance
zku$ebni metody.

Datum narozeni: je 0. postnatdlni den.
Davkoviéni: je obecny termin zahrnujici ddvku, etnost a trvani poddvani latky.

Ddvka: je mnozZstvi podané zkousené chemické litky. U uterotrofni biologické zkousky je ddvka vyjidfena jako hmot-
nost zkousené chemické latky na jednotku télesné hmotnosti zkusebniho zvifete za den (napt. mg/kg télesné hmotnostif
den).

Estrogenita: je schopnost chemické latky ptisobit jako 17-beta-estradiol v organismu savca.
Chemicka latka: znamend ldtku nebo smés.

Maximélni tolerovand divka (MTD): je nejvyssi mnozstvi chemické ldtky, které, je-li zavedeno do téla, zkusebni
zvifata neusmrti (oznacuje se jako LD,) (IUPAC, 1993).

Specifi¢nost: je podil vSech negativnich/nedc¢innych chemickych latek, které jsou spravné zkouskou klasifikovany. Je to
méfitko presnosti zkuSebni metody, kterd dédvd jednozna¢né vysledky, a je dilezitym prvkem pfi hodnoceni relevance
zkusebni metody.

Uterotrofni: je termin pouzivany k popisu pozitivniho vlivu na rist déloznich tkdni.

Validace: je védecky proces, jehoz cilem je charakterizovat provozni pozadavky a provozni omezeni zkuSebni metody
a prokazat jeji spolehlivost a relevanci pro urcity konkrétni cil.

X. postnatdlni den: je x-ty den Zivota po dni narozeni.

ZkouSend chemickd litka: znamend jakoukoli litku nebo smés zkousenou touto zkusebni metodou.



Dodatek 2
Pozndmka: Dokument vyhotovil sekretaridt programu zkusebnich pokynii na zdkladé dohody dosazené na 6. zaseddni pracovni skupiny EDTA
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POZNAMKY KE KONCEPCNIMU RAMCI

Pozndmka 1: Vstupy a vystupy na vSech trovnich jsou mozné a zdviseji na aktudlni potfebé informaci pro tcely posou-
zeni nebezpedi a rizika.

Pozndmka 2: Na trovni 5 by ekotoxikologie méla zahrnovat Gcinky, které ukazuji na mechanismy negativnich acinkt
a potencialni poskozeni populace.

Pozndmka 3: Pokud multimoddlni model zahrnuje nékolik zkousek pro jednotlivy wicinek, pak by uvedeny model
nahradil pouziti téchto jednotlivych zkousek.

Pozndmka 4: Hodnoceni kazdé chemické litky by mélo byt specifické pro kazdy pifpad a mélo by brét v tivahu viechny
dostupné informace s pfihlédnutim k drovni v koncepénim rdmci.

Pozndmka 5: Uvedeny koncep¢ni rdmec by v soucasnosti nemél byt povaZovin za vycerpdvajici. Na tirovni 3, 4 a 5
obsahuje zkousky, které jsou bud dostupné, nebo u kterych probihd validace. Pokud jde o druhou jmeno-
vanou skupinu, jsou tyto zkousky zahrnuty prozatimné. Jakmile budou vyvinuty a validovany, budou do
rdmce formalné piidany.

Pozndmka 6: U tirovné 5 nelze mit za to, Ze obsahuje pouze kone¢né zkousky. Zkousky zahrnuté do této Grovné pfispi-
vaji k obecnému posouzeni nebezpedi a rizik.
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B.55. HERSHBERGEROVA BIOLOGICKA ZKOUSKA NA POTKANECH: KRATKODOBA’ SCREENINGOVA ZKOUSKA
ANDROGENNICH/ANTIANDROGENNICH VLASTNOSTI

UvoD

1. Tato zkuSebni metoda je rovnocennd Pokynu OECD pro zkouseni (TG) 441 (2009). Organizace OECD v roce 1998
zahdjila ¢innost s vysokou prioritou zaméfenou na revizi stavajicich pokynt a vypracovani novych pokynt pro
zjistovani a zkouSen{ latek, které mohou naruSovat ¢innost endokrinnich zldz (1). Jednim z prvkd této Cinnosti
bylo vypracovat zkuSebni zdsady pro provddéni Hershbergerovy biologické zkousky na potkanech. Po né&kolika
desetiletich vyuzivani ve farmaceutickém odvétvi byla tato zkouska poprvé standardizovdna oficidlnim expertnim
vyborem v roce 1962 jakoZto néstroj pro zjisfovani androgennich chemickych litek (2). V letech 2001-2007
prosla Hershbergerova biologickd zkouska na potkanech rozsihlym valida¢nim programem, jehoZ soucasti mimo
jiné bylo vytvofeni Zdkladniho hodnoticiho dokumentu (23), sestaveni podrobného metodického listu (3), vypra-
covdn{ ndvodu pro pitvu (21) a provedeni rozsahlych vnitrolaboratornich a mezilaboratornich studii za Géelem
prokazani spolehlivosti a reprodukovatelnosti této biologické zkousky. Tyto validacni studie byly provedeny
s ufinnym referenénim androgenem (testosteron propiondt (TP)), dvéma G¢innymi syntetickymi androgeny (tren-
bolon acetdt a methyltestosteron), ti¢innou antiandrogenni farmaceutickou latkou (flutamid), G¢innym inhibitorem
syntézy (finasterid) pfirodniho androgenu (dihydrotestosteron (DHT)), nékolika slabymi antiandrogennimi pesti-
cidy (linuron, vinklozolin, procymidon, p,p-DDE), G¢innym inhibitorem 5-alfa-reduktdzy (finasterid) a dvéma
zndmymi negativnimi chemickymi latkami (dinitrofenol a nonylfenol) (4)(5)(6)(7)(8). Tato zkusebni metoda je
vysledkem dlouholetych historickych zkuSenosti s touto biologickou zkouskou a zkuSenosti ziskanych béhem
programu valida¢nich zkousek a z jejich vysledki.

2. Hershbergerova biologickd zkouska je kritkodobd screeningovd zkouska in vivo s pouZitim pfidatnych tkdni
samciho reprodukéntho traktu. Zkouska vznikla ve 30. letech 20. stoleti a byla ve 40. letech pozménéna tak, aby
zahrnovala svaly v saméim reprodukénim traktu reagujici na androgeny (2) (9-15). V 60. letech bylo pomoci
standardizované verze protokolu hodnoceno vice nez 700 moznych androgent (2)(14) a pouziti této zkousky
bylo v 60. letech povazovdno za standardni metodu zji§tovani androgennich i antiandrogennich ltek (2)(15).
Stavajici biologickd zkouska je zaloZena na zméndch v hmotnosti péti tkdni zdvislych na androgenech u kastrova-
nych samct potkant v peripubertdlnim obdobi. Hodnoti schopnost chemické litky vyvolat biologické aktivity
odpovidajici agonistim a antagonistim androgend a inhibitordm 5-alfa-reduktdzy. Pét cilovych tkdni zavislych na
androgenech, které jsou zahrnuty do této zkuSebni metody, jsou ventrdlni prostata (VP), semenny vacek (SV)
(spolu s tekutinami a koagula¢nimi zldzami), svaly m. ligator ani a m. bulbocavernosus (LABC), par Cowperovych
714z (COW) a Zzalud penisu (GP). U kastrovanych samcti potkanti v peripubertdlnim obdobi vSech téchto pét tkdni
reaguje na androgeny ristem absolutni hmotnosti. Jsou-li tytéz tkdné poddvanim dcinného referen¢niho andro-
genu stimulovdny k ndrGstu hmotnosti, na antiandrogeny vsech téchto pét tkdni reaguje snizenim absolutni hmot-
nosti. Primdrnim modelem pro Hershbergerovu biologickou zkousku byl chirurgicky kastrovany samec v peripu-
bertalnim obdobi, coz bylo validovano ve fzi 1, 2 a 3 programu validace Hershbergerovy zkousky.

3. Hershbergerova biologické zkouska slouZi jako mechanistickd screeningovd zkouska ke zjisfovani agonisti andro-
gend, antagonisti androgent a inhibitorti 5-alfa-reduktdzy in vivo a jeji provedeni je nutno posuzovat v kontextu
JKoncepéniho rdmce OECD pro zkousky a posuzovéni chemickych latek naruSujicich ¢innost endokrinnich zldz*
(dodatek 2). V tomto koncepénim ramci je Hershbergerova biologickd zkouska zafazena na droveri 3 jako zkouska
in vivo poskytujici Gdaje o jednom endokrinnim mechanismu, tj. androgenité/antiandrogenité. Predpoklddd se jeji
zafazeni do série zkouSek in vitro a in vivo, jejichz tcelem je zjiStovani chemickych litek schopnych interakce
s endokrinnim systémem a které v kone¢ném dusledku vedou k posouzeni nebezpedi a rizik pro lidské zdravi
nebo Zivotni prostiedi.
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S ohledem na zdsadu dobrého zachdzeni se zvifaty byl v souvislosti s kastraci pro Hershbergerovu biologickou
zkousku hleddn alternativni model s vyuzitim intaktnich (nekastrovanych) stimulovanych odstavenych mlddat,
aby bylo mozno se vyhnout kroku kastrace. ZkuSebni metoda se stimulovanymi odstavenymi mlddaty byla
podrobena validaci (24); pii validacnich studiich se vSak ukazalo, ze verze Hershbergerovy biologické zkousky
s odstavenymi mlddaty nebyla schopna p#i zkousenych dévkach stabilné detekovat Gcinky slabych antiandrogent
na hmotnost orgdnt zavislych na androgenech. Proto nebyla do této zkuSebni metody zafazena. Uznava se viak,
ze jeji pouziti miZe byt prospéiné nejen z hlediska dobrého zachdzeni se zvitaty, ale mize také poskytnout infor-
mace o jinych zptsobech piisobeni a je k dispozici v Pokynech OECD ¢. 115 (25).

VYCHOZI UVAHY A OMEZENI

Agonisté a antagonisté androgent piisobi jako ligandy na receptor androgenu a mohou aktivovat (agonisté) nebo
potlacovat (antagonisté) transkripci gent, kterou tento receptor kontroluje. Nékteré chemické latky kromé toho
potlacuji pfeménu testosteronu na vice Gc¢inny pfirozeny androgen, dihydrotestosteron, v nékterych androgennich
cilovych tkdnich (inhibitory 5-alfa-reduktizy). Pisobeni takovych chemickych litek mtize vést k nepfiznivym zdra-
votnim dasledkiim, vCetné i¢inkd na reprodukci a vyvoj. Proto existuje regulaéni potieba rychlého posouzeni
a zhodnoceni chemické latky jakoZto mozného agonisty nebo antagonisty androgenii nebo inhibitoru 5-alfa-
reduktdzy. Afinita ligandu k androgennimu receptoru méfend vazbou na receptor nebo aktivaci transkripce repor-
terovych gent in vitro, byt informativni, neni jedinym ur¢ujicim faktorem mozného nebezpedi. Jinymi urcujicimi
faktory jsou napt. aktivace a deaktivace metabolismu po vstupu do organismu, distribuce chemické latky do cilo-
vych tkdni a vymizeni z téla. Proto je potfeba zjisfovat mozné aktivity chemické latky in vivo za piislusnych
podminek a expozice. Hodnoceni in vivo md méné zdsadni vyznam, jsou-li zndmy typické znaky absorpce, distri-
buce, metabolismu a eliminace (ADME) dané chemické latky. Tkdané zdvislé na androgenech reaguji na stimulaci
androgeny rychlym a mohutnym riistem, zejména u kastrovanych samcii potkant v peripubertdlnim obdobi.
Druhy hlodavcd, zejména potkan, jsou Siroce pouzivany také ve studiich toxicity pro charakterizaci nebezpecnosti
chemickych latek. Proto je verze zkousky pouZivajici kastrované potkany v peripubertdlnim véku a pét cilovych
tkdni vhodnd pro zji$fovani agonistd a antagonistd androgend a inhibitor 5-alfa-reduktazy in vivo.

Tato zkuSebni metoda je zaloZena na téch zkuSebnich postupech pouzitych pfi valida¢ni studii OECD, u kterych
byla pii vnitrolaboratornich a mezilaboratornich studiich prokdzana jejich spolehlivost a reprodukovatelnost.
V této zkusebni metodé jsou prezentovany jak androgenni, tak antiandrogenni postupy.

V dévce TP pouzité jednotlivymi laboratofemi v rdmci programu OECD pro validaci Hershbergerovy biologické
zkousky se vyskytla urcitd odchylka (0,2 mg oproti 0,4 mg na 1 kilogram télesné hmotnosti za den, pti poddvani
subkutdnni injekci), aviak obé tyto varianty protokolu se jen mdlo lisily ve schopnosti detekovat slabou ¢&i silnou
antiandrogenni aktivitu. Je vak jasné, Ze ddvka TP by neméla byt pili§ vysokd, aby neblokovala ticinek slabych
antagonisti androgenového receptoru, ani tak nizkd, aby androgenni tkdné i bez spolupodévéni antiandrogent
vykazovaly slabou ristovou reakci.

Rustovd reakce jednotlivych tkani zavislych na androgenech neni zcela androgenniho ptvodu, tj. hmotnost urci-
tych tkdni mohou zménit i jiné chemické latky neZ agonisté androgent. Avsak riistova reakce nékterych tkani je
doprovodnym jevem specifi¢téjsiho plisobeni androgenniho mechanismu. Naptiklad vysoké davky tcinnych estro-
genl mohou zvysit hmotnost semennych vacka; jiné tkdné zdvislé na androgenech vsak pii studii podobnym
zptisobem nereagovaly. Antiandrogenni chemické litky mohou putsobit bud jako antagonistni ltky androgennich
receptort, nebo jako inhibitory 5-alfa-reduktdzy. Inhibitory 5-alfa-reduktizy maji variabilni Gcinek, protoze
pfeména na vice ucinny dihydrotestosteron se lisi podle jednotlivych tkdni. Antiandrogeny potlacujici 5-alfa-
reduktdzu, napf. finasterid, maji vyrazn&jsi ticinek na ventrdlni prostatu neZ na jiné tkdné, na rozdil od t¢inného
antagonisty androgenniho receptoru, jako je flutamid. Tato rozdilnd reakce tkdni mize byt vyuzita pro rozliSeni
mezi zptisoby pusobeni zprostfedkovanymi androgennim receptorem a pusobeni zprostfedkovaného 5-alfa-reduk-
tdzou. Androgenni receptor kromé toho vyvojové souvisi s receptory jinych steroidnich hormont a nékterych
dalsich hormond, které, jsou-li poddvany na vysokych, suprafyziologickych tirovnich davkovéni, mohou vazat
a antagonizovat u¢inky TP podporujici rist. Déle je také redlné, Ze zesileny steroidni metabolismus a ndsledné
sniZeni testosteronu v séru by mohly rist tkdni zdvislych na androgenech oslabit. Jakykoli pozitivni vysledek
Hershbergerovy biologické zkousky by proto mél byt normélné hodnocen metodou posuzovini zdvaznosti viech
dostupnych tdaji, véetné zkousek in vitro, jako jsou zkousky vazby receptori androgenti a receptoril estrogent
a zkousky odpovidajici transkripéni aktivace, nebo udajt z jinych zkousek in vivo, které zkoumaji podobné andro-
genni cilové tkdné, jako jsou zkousky na samcich v pubertdlnim véku, 15denni studie na intaktnich dospélych
samcich nebo 28denni ¢i 90denni studie s opakovanymi ddvkami.
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9.  ZkuSenosti ukazuji, Ze xenobiotické androgeny jsou vzdcnéjsi nez xenobiotické antiandrogeny. Predpoklddd se
tedy, Ze Hershbergerova biologickd zkouska se bude nejcastéji pouzivat pro zjisfovani antiandrogend. Nicméné
postup pro zkouseni androgenti by se mél pouzivat u steroidii nebo steroidéim podobnych chemickych litek nebo
u chemickych latek, kde byly zndmky moznych androgennich d¢inkd zji§tény metodami uvedenymi uvedenych
na drovni 1 nebo 2 koncep¢niho rdmce (dodatek 2). Podobné mohou byt nepiiznivé Gcinky spojené s androgen-
nimifantiandrogennimi profily pozorovédny pii zkouskach na trovni 5, coz by mélo vést k posouzeni, zda urcitd
chemickd latka pisobi endokrinné.

10.  Uznavé se, ze veskeré postupy zalozené na zvifatech by mély spliiovat mistni normy v oblasti péce o zvifata;
popisy péce a zachdzeni, které jsou stanoveny niZe, jsou minimdln{ vykonnostni normy a budou nahrazeny mist-
nimi pfedpisy, napf. smérnici Evropského parlamentu a Rady 2010/63/EU ze dne 22. z4i{ 2010 o ochrané zvifat
pouzivanych pro védecké tcely (26). Dalsi pokyny tykajici se humanniho zachdzeni se zvifaty stanovila organizace
OECD (17).

11. Jako pii kazdé biologické zkousce, pii které jsou pouzita zkuSebni zvifata, by se mélo peclivé zvazit, zda je
nezbytné tuto studii provddét. Pro takové rozhodnuti mohou byt v zdsadé dva divody:

— vysokd mozZnost expozice (droveri 1 koncepéniho rdmce) nebo ptiznaky androgenity/antiandrogenity zjisténé
pii zkouskéch in vitro (Groven 2), kdy by se ndsledné mélo zjistit, zda takové G¢inky mohou nastat in vivo,

— ucinky odpovidajici androgenité/antiandrogenité zjisténé pti zkouskdch in vivo na Grovni 4 nebo 5, kdy by se
mél dile zkoumat specificky zptsob tcinku, to jest stanovit, zda Gcinky byly vyvoldny androgennim/antiand-
rogennim mechanismem.

12.  Definice pouzité v této zkuSebni metodé jsou uvedeny v dodatku 1.

PODSTATA ZKOUSKY

13.  Hershbergerova biologickd zkouska dosahuje své citlivosti diky pouziti samcti s minimdlni endogenni produkci
androgenti. Toho je dosazeno pouzitim kastrovanych samct za pfedpokladu, Ze po kastraci se poskytne dostatek
Casu, aby se cilové tkdné mohly vrdtit k minimdlni a jednotné vychoz{ hmotnosti. P¥i zji$tovani potencidlni andro-
genni aktivity tak existuji nizké endogenni Grovné cirkulujicich androgend, hypothalamo-hypofyzo-gonadélni osa
neni schopna prostfednictvim mechanismi zpétné vazby zajistit kompenzaci, maximalizuje se reaktivni schopnost
tkdni a minimalizuje se variabilita vychozich hmotnosti tkdni. Pfi zji§tovani potencidlni antiandrogenni aktivity
lze dosdhnout stabilngjstho piirtistku hmotnosti tkdni, jsou-li tkdné stimulovdny referenénim androgenem.
Vzhledem k uvedenym skute¢nostem Hershbergerova biologickd zkouska vyzaduje pouze 6 zvifat v kazdé expo-
nované skuping, zatimco pii jinych zkouskdch s intaktnimi pubertdlnimi nebo dospélymi samci se doporucuje
pouzit 15 samcli v kazdé exponované skupiné.

14.  Kastrace samct potkand v peripubertdlnim obdobi by méla byt provedena vhodnym zptisobem, s pouzZitim schvé-
lenych anestetik a aseptickou technikou. Nékolik prvnich dnti po operaci by méla byt poddvina analgetika s cilem
eliminovat pooperacni utrpeni. Pokud jde detekci slabych androgent a antiandrogenti, kastrace zvysuje pFesnost
zkousky tim, Ze vyfazuje kompenza¢ni mechanismy endokrinni zpétné vazby pfitomné u intaktniho zvifete, které
mohou dcinky poddvanych androgend a antiandrogent oslabit, a odstraniuje znacné rozdily v trovni testosteronu
v séru jednotlivych zvifat. Kastrace tedy sniZuje pocet zvifat pozadovany pro zjisténi téchto endokrinnich aktivit.

15. PH zjistovani potencidlni androgenni aktivity se zkouSend chemickd litka poddvd denné ordlni sondou nebo
subkutdnni injekci po dobu deseti po sobé jdoucich dnd. Zkousené chemické latky se poddvaji nejméné dvéma
experimentdlnim skupindm zkusebnich zvitat, pficemz kazdé skupiné je aplikovdna jind Groven davky. Pfiblizné
po 24 hodindch od posledni ddvky se zvifata podrobi pitvé. Statisticky vyznamny ndrtist hmotnosti dvou nebo
vice cilovych orgint ve skupindch, jimz byla poddvdna zkousend chemickd litka, v porovndni s kontrolni
skupinou s vehikulem ukazuje, Ze zkousend chemickd latka je z hlediska potencidlni androgenni aktivity pozitivni
(viz odstavec 60). Androgeny, jako napiiklad trenbolon, které nemohou byt redukoviny 5-alfa-reduktdzou, maji
vyrazngjsi ucinek na LABC a GP, nez md TP, avSak zvySeny rtst by mély vykdzat vSechny tkdné.

16.  Pii zjistovani potencidlni antiandrogenni aktivity se zkouSend chemicka ldtka podadvd denné ordlni sondou nebo
subkutdnni injekci po dobu deseti po sobé jdoucich dnii soubézné s dennimi ddvkami TP (0,2 mg nebo 0,4 mg
na 1 kg télesné hmotnosti za den) aplikovanymi subkutdnni injekci. Pfi valida¢nim programu bylo stanoveno, Ze
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mohou byt pouzity davky TP bud 0,2 mg na 1 kg t€lesné hmotnosti za den, nebo 0,4 mg na 1 kg télesné hmot-
nosti za den, nebot pii detekci antiandrogenti byly ¢inné obé tyto hodnoty, a pro pouziti pii zkousce by proto
méla byt vybrdna pouze jedna z téchto davek. Odstupiiované davky zkousené chemické litky se poddvaji nejméné
tfem experimentdlnim skupindm pokusnych zvifat, pficemz kazdé skupiné je aplikovdna jind droven davky.
Priblizné po 24 hodindch od posledni dévky se zvifata podrobi pitvé. Statisticky vyznamny pokles hmotnosti
dvou nebo vice cilovych orgdnti ve skupindch, jimZ byla poddvdna zkousend chemickd litka spolu s TP, v porov-
néni s kontrolni skupinou, které byl poddvin pouze TP, ukazuje, Ze zkouSend chemickd latka je z hlediska poten-
cidlni antiandrogenni{ aktivity pozitivni (viz odstavec 61).

POPIS METODY

Vybér druhu a kmene

17. Od 30. let 20. stoleti je pfi Hershbergerové biologické zkousce bézné pouZivan potkan. Ackoli je z biologického
hlediska mozZné, Ze potkan i my$ by vykdzaly podobné reakce, je na zdkladé 70letych zkusenosti s modelem
potkant pro Hershbergerovu biologickou zkousku upfednostiiovanym druhem potkan. Navic, jelikoz ddaje
ziskané pti Hershbergerové biologické zkousce mohou byt pfedbéznymi tidaji pro dlouhodobou vicegenera¢ni
studii, je moZné pouzit pti obou studiich zvifata stejného druhu, kmene a piivodu.

18.  Tento zkuSebni postup umoziiuje, aby si laboratof pro pouziti v této zkousce vybrala kmen potkandt, ktery by
obecné mél byt stejny jako kmen historicky pouZzivany v této laboratofi. Pouzity mohou byt bézné pouzivané
kmeny laboratornich potkand; nemély by vSak byt pouzity kmeny, které pohlavné dozravaji vyrazné pozd&ji nez
ve véku 42 dnd, jelikoz kastrace téchto samcti ve véku 42 dna véku by mohla znemoznit méfeni hmotnosti
zaludu penisu, které mtize byt provedeno teprve po odpojeni predkozky od téla penisu. Nemély by tedy, aZ na
vzacné pripady, byt pouzity kmeny odvozené od potkant Fisher 344. Potkani Fisher 344 maji jiny casovy prubéh
takovy kmen pouzit, méla by laboratof tato zvifata kastrovat v ponékud pozdéjsim véku a méla by byt schopna
prokazat citlivost pouzitého kmene. Vybér kmene potkandi by laborator méla jasné zdivodnit. Tam, kde screenin-
gova zkouska mtize byt pfedbéznou studii pro studii s opakovanym podavanim davky ordlni cestou, pro repro-
dukéni a vyvojovou studii nebo pro dlouhodobou studii, méla by byt ve viech studiich pfednostné pouzivina
zvifata stejného kmene a pavodu.

Podminky chovu a krmeni

19.  Veskeré postupy by mély vyhovovat viem mistnim normdm péce o laboratorni zvifata. Tyto popisy péce a zachd-
zeni jsou minimalnimi normami a budou nahrazeny ptisnéjsimi mistnimi natizenimi, napf. smérnici Evropského
parlamentu a Rady 2010/63/EU ze dne 22. z4if 2010 o ochrané zvifat pouZivanych pro védecké ucely (26).
Teplota v mistnosti pro pokusnd zvifata by méla byt 22 °C (s pfibliznym rozpétim + 3 °C). Relativni vlhkost by
méla byt minimdlné 30 % a neméla by pokud mozno pfesdhnout 70 %, kromé doby tklidu mistnosti. Cilem musi
byt relativni vlhkost 50-60 %. Osvétleni by mélo byt umélé. Mélo by se sttidat 12 hodin svétla a 12 hodin tmy.

20.  Skupinovy chov se upfednostiiuje pied izolaci vzhledem k mladému véku zvifat a ke skute¢nosti, Ze potkani jsou
spoleCenskd zvifata. Chov po dvou nebo tfech zvifatech v kazdé kleci zamezi stisnénym podminkdm a s nimi
spojenému stresu, ktery mtize ovlivnit hormondlni kontrolu vyvoje ptidatné tkdné pohlavnich orgdnd. Klece by
mély byt peclivé &istény, aby se odstranily mozné kontaminujici latky, a uspofdddny tak, aby byl mozny vliv
umisténi kleci minimalizovan. Klece nalezité velikosti (~ 2 000 cm?) zabran{ stisnénym podminkdm.

21. Kazdé zvife musi byt jednotlivé oznaceno (napf. usni zndmkou nebo Stitkem) humdnnim zptisobem. Metoda
oznaceni se zaznamena.

22.  Laboratorni stravu a pitnou vodu dostdvaji zvifata v libovolném mnozstvi. Laboratofe provadéjici Hershbergerovu
biologickou zkousku by mély pouzivat laboratorni stravu, kterou bézné pouZivaji pii své praci zkouseni chemic-
kych latek. Pfi valida¢nich studiich pro tuto biologickou zkousku nebyly pozorovany Zddné ucinky nebo variabi-
lita, které by bylo mozné pfi¢ist stravé. Pouzitd strava se zaznamend a vzorek laboratorni stravy se uchovd pro
pfipadnou budouci analyzu.

Kritéria hmotnosti orgind zavislych na androgenech

23.  Béhem valida¢ni studie nebyly ziskdny zddné poznatky, Ze by pokles télesné hmotnosti ovlivnil zvy3eni nebo
snizen{ riistu hmotnosti cilovych tkdni (tj. téch, které by se pii této studii mély vézit).
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24.  Z jednotlivych kmenti potkand, které byly Gspé$né pouzity v rdmci valida¢niho programu, vykazuji tézsi kmeny
potkanti vy$si hmotnosti orgdnii zdvislych na androgenech nez leh¢i kmeny. Proto kritéria pro Hershbergerovu
biologickou zkousku neobsahuji absolutni ocekdvané hmotnosti orgdnti pro pozitivni a negativni kontrolni
skupiny.

25.  Vzhledem k existenci vztahu nepfimé Gméry mezi variaénim koeficientem (CV) pro uréitou tkdn a statistickou
véhou udaji, jsou kritéria Hershbergerovy biologické zkousky zaloZena na maximdlnich hodnotich varia¢niho
koeficientu pro kazdou tkani (Tabulka 1). Varia¢ni koeficienty jsou odvozeny z valida¢nich studii OECD. V piipadé
negativnich vysledkt by laboratofe mély zkoumat variacni koeficienty z kontrolni skupiny a z experimentdlni
skupiny, které byly poddvany vysoké ddvky, a stanovit, zda nebyla piekrocena kritéria pro maximalni varia¢ni
koeficient.

26.  Studie my méla byt zopakovana, pokud: 1) tfi nebo vice z deseti moznych varia¢nich koeficient u jednotlivych
zvifat v kontrolni skupiné a ve skuping, které byly podavany vysoké davky, piekro¢i maximum stanovené pro
studie agonist a antagonist uvedené v tabulce 1 a 2) nejméné dvé cilové tkdné byly marginalné insignifikantni,
tj. hodnoty p byly mezi 0,05 a 0,10.

Tabulka 1

Maximélni p¥ipustné varia¢ni koeficienty stanovené pro cilové pfidatné pohlavni tkiné u modelu kastro-
vanych zvifat pfi validacnich studiich OECD ()

Tkén Antiandrogennf Gicinky Androgenni ticinky
Semenné vacky 40 % 40 %
Ventralni prostata 40 % 45 %
LABC 20 % 30 %
Cowperovy Zlazy 35 % 55 %
Zalud penisu 17 % 22%

POSTUP

Dodrzoviani privnich pfedpisti a laboratorni ovéfeni

27.  Na rozdil od uterotrofni zkousky (kapitola B.54 této ptilohy) neni pfi Hershbergerové biologické zkousce nutné
pfed zahdjenim studie prokazovat zpiisobilost laboratofe, protoze nedilnou soucdsti zkousky je soub&zné prové-
déni pozitivni (testosteron propiondt a flutamid) a negativni kontroly.

Pocet a stav zvifat

28. Kazdéd experimentdlni i kontrolni skupina by méla zahrnovat nejméné 6 zvifat. To plati pro androgenni i pro
antiandrogenni protokol.

Kastrace

29.  Po piHjmu zvifat by mélo probéhnout pocdtecni aklimatiza¢ni obdobi v trvdni nékolika dni, aby se zajistilo, zZe
zvifata jsou zdrava a prosperujici. Jelikoz zvifata kastrovand pied 42. dnem Zivota nebo 42. postnatdlnim dnem
nemusi mit oddélenou pfedkozku, méla by byt kastrovdna v 42. postnatdlni den nebo pozdéji, ne vsak drive.
Kastrace zvitat se provddi v anestezii provedenim fezu v Sourku a odstranénim obou varlat a nadvarlat s podvé-
zdnim cév a chdmovodui. Po ujisténi, ze nedochdzi ke krvéceni, se Sourek uzavie suturou nebo klipsy. Po nékolik
dnti po operaci by zvifatim méla byt poddvina analgetika ke zmirnéni poopera¢niho utrpeni. Jsou-li od dodava-
tele zvifat nakupovana kastrovand zvifata, dodavatel by mél potvrdit jejich vék a stadium pohlavni zralosti.

(") Prahovy variacni koeficient pro danou tkdn byl zjistén z grafu hodnot varia¢niho koeficientu — usporddanych od nejmensich
postupné az po nejvyssi — u viech praméra ze viech experimentti v rdmci valida¢ni studie pomoci specifického modelu (agonistni
nebo antagonistni). Prahovy varia¢ni koeficient byl vzat z bodu, od kterého piirtstky mezi nejbliz§imi nejvyssimi varia¢nimi koefi-
cienty v fadé jsou dramaticky vyssi nez nékolik pfedchozich variacnich koeficientd — bodu zlomu‘. Je tfeba poznamenat, Ze tato
analyza urcila pomérné spolehlivé body zlomu' u antagonistntho modelu zkousky, ale kiivky variacnich koeficientdi u zkousky
agonistll vykdzaly pozvolngjsi rist, coz ¢ini uréeni prahového koeficientu touto metodou ponékud subjektivnim.
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Aklimatizace po kastraci

30.  Po kastraci by zvifatim méla byt poskytnuta dalsi aklimatizace na laboratorni podminky v trvdni nejméné 7 dnt
s cilem umoznit ndvrat hmotnosti cilovych tkdni do pivodniho stavu. Zvifata by méla byt denné pozorovina
a vSechna zvitata s pfiznaky nemoci nebo fyzickych abnormalit se odstrani. Expozice s poddvanim davek (v rdmci
studie) tak mtze zacit jiZ v 49. postnatdlni den, avsak nejpozd&ji v 60. postnatdlni den. Vek pfi pitvé by nemél
byt vyssi nez 70. postnatdlni den. Tato pruznost umoznuje laboratofi efektivné napldnovat experimentdlni praci.

Télesnd hmotnost a ndhodny vybér do skupin

31.  Rozdily v télesné hmotnosti jednotlivych zvifat jsou zdrojem variability v hmotnosti tkdni v rdmci skupin zvifat
i mezi témito skupinami. Rostouci variabilita v hmotnosti tkdni vede k vy$simu variaénimu koeficientu (CV)
a sniZuje statistickou vdhu zkousky (nékdy oznacovanou jako citlivost zkousky). Variace télesné hmotnosti by
proto mély byt experimentdlné i statisticky kontrolovany.

32.  Experimentdlni kontrola zahrnuje dosazeni malych variaci télesné hmotnosti v rdmci studijnich skupin a mezi
témito skupinami. Zaprvé, neobvykle mald nebo neobvykle velkd zvifata by méla byt vyloucena a neméla by byt
umistovana do studijni kohorty. Pfi zahdjeni studie by variace hmotnosti pouzitych zvifat neméla prevySovat = 20 %
stfedni hodnoty hmotnosti (napf. 175 g * 35 g pro kastrované potkany v peripubertdlnim véku). Zadruhé, zvifata
by méla byt pfifazena do skupin (kontrolni a experimentdlni) ndhodnou hmotnostni distribuci, takze stfedni
hodnota télesné hmotnosti kazdé skupiny se nebude statisticky lisit od kterékoli jiné skupiny. Pouzity postup
blokové randomizace je tieba zaznamenat.

33.  JelikoZ toxicita maze snizit télesnou hmotnost exponovanych skupin v porovnani s kontrolni skupinou, mohla by
jako statisticky kovaridt byt pouzita télesnd hmotnost v prvni den podavani zkousené chemické latky, a nikoli
télesnd hmotnost pfi pitve.

Davkovani

34. K tomu, aby se zjistilo, zda zkousend chemickd ldtka méze mit androgenni ¢inek in vivo, bézné postacuji dvé
skupiny exponované zkousené chemické latce a déle pozitivni kontrolni skupina a negativni kontrolni skupina
s vehikulem (viz odstavec 43), S ohledem na zdsadu dobrého zachdzeni se zvifaty je upfednostiiovano uvedené
uspofadani. Je-li zamérem ziskat kiivku ddvka-reakce nebo extrapolovat na nizsi davky, jsou zapotiebi nejméné 3
exponované skupiny. Jsou-li poZadovdny informace vychdzejici za rdmec zjisfovani androgenni aktivity (napf.
odhad potence), mély by byt zvdZeny odlisné rezimy davkovani. P¥i zkouSce na antiandrogeny se zkouSend
chemickd latka podavd spolu s referenénim agonistou androgend. Mély by byt pouZity nejméné 3 zkuSebni
skupiny s riznymi ddvkami zkouSené chemické latky a pozitivni a negativni kontrolni skupina (viz odstavec 44).
S vyjimkou podavani zkousené chemické latky se se zvifaty v kontrolni skupiné zachdzi stejné jako se zvifaty ve
zkusebni skuping. Pokud se pfi podavani zkousené chemické latky pouzivd vehikulum, méla by kontrolni skupina
dostdvat vehikulum v nejvy3$sim objemu, jaky je pouzit ve zkuSebnich skupindch.

35.  Pfi navrhovdni a vybéru vSech drovni ddvek by mély byt zohlednény veskeré existujici idaje o toxickych a toxiko-
kinetickych vlastnostech, které jsou pro zkousenou chemickou latku nebo piibuzné materidly dostupné. Nejvyssi
tirovent ddvky by méla zaprvé zohlednit LDy, ajnebo informace o akutni toxicité, aby se pfedeslo timrtim, bolesti-
vému straddni nebo utrpeni zvifat (17)(18)(19)(20), a za druhé by méla zohlednit dostupné informace o ddvkich
pouzitych v subchronickych a chronickych studiich. Obecné by nejvyssi ddvka neméla vyvolat snizeni konecné
télesné hmotnosti zvifat o vice nezZ 10 % v porovnani s hmotnosti kontrolni skupiny. Nejvyssi ddvka by méla byt
bud’ 1) nejvyssi davka, kterd zarucuje pieziti zvifat a kterd nezplisobuje vyznamnou toxicitu nebo utrpeni zvifat
po uplynuti 10 po sobé jdoucich dnti od poddvéni, az po maximdlni davku 1 000 mg na 1 kilogram télesné
hmotnosti za den (viz odstavec 36), nebo 2) davka vyvoldvajici androgenni/antiandrogenni d¢inky podle toho,
kterd davka je niz8i. V rdmci screeningu jsou piijatelné velké intervaly v ddvkovéni, napt. po 0,5 log (coz odpovidd
odstupriovéani ddvky v intervalech po 3,2) nebo dokonce v jednotkdch logaritmické skaly. Nejsou-li Zddné vhodné
tdaje dostupné, miize byt provedena predbézna studie pro stanoveni rozmezi ddvek (viz odstavec 37), aby se
podle ni stanovily davky, které maji byt pouzity ve vlastni studii.

Limitni ddvka

36. Jestlize zkouska pfi limitni ddvce 1 000 mg na 1 kg télesné hmotnosti za den nebo nizsi ddvce s pouzitim
postupt pfedepsanych pro tuto studii nepovede ke statisticky vyznamné zméné v hmotnostech reprodukénich
orgdnti, pak mohou byt dal3i tirovné ddvek povazovany za zbyte¢né. Limitni ddvka se pouZije s vyjimkou pfipadu,
kdy tdaje o expozici clovéka naznacuji, Ze je nezbytné pouziti vyssi drovné dévek.
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Divody pro zjisténi rozmezi divek

37. V piipadé nutnosti miZe byt provedena pfedbéznd studie pro zjisténi rozmezi ddvek na nékolika zvitatech s cilem
zvolit vhodné exponované skupiny [pomoci metod pro zkouSeni akutni toxicity (kapitola B.1.a, B.1.b této
piilohy (27), OECD TG 425 (19)). V piipadé Hershbergerovy biologické zkousky je cilem vybrat davky, které
zarudi pieziti zvifat a nezptsobi vyznamnou toxicitu nebo utrpeni zvifat po uplynuti deseti po sobé jdoucich dnt
podavani chemické latky, az do limitni davky 1 000 mg na 1 kg télesné hmotnosti za den uvedené v odstav-
cich 35 a 36. V této souvislosti lze pouzit Pokyn OECD (17), ktery stanovi klinické piiznaky toxicity nebo utrpeni
zvifat. Je-li to v ramci této pfedbézné studie po deseti dnech podavani proveditelné, 1ze pfiblizné po 24 hodinach
od poddni posledni ddvky vyjmout cilové tkdné a zvdzit je. Tyto ddaje by pak mohly byt podpirné pouzity pii
vybéru davek pro hlavni studii.

Referen¢ni chemické litky a vehikulum

38.  Referencnim agonistou androgent by mél byt testosteron propiondt (TP), ¢. CAS 57-82-5. Davka referenéniho TP
muze byt 0,2 mg/kg télesné hmotnosti za den nebo 0,4 mg/kg télesné hmotnosti za den. Referenénim antagoni-
stou androgent by mél byt flutamid (FT), ¢. CAS 1311-84-7. Davka referen¢niho FT by méla byt 3 mg na 1 kg
télesné hmotnosti za den a FT by mél byt poddvan spolu s ddvkou referen¢niho TP.

39.  Je-li to mozné, doporucuje se nejprve zvazit pouziti vodného roztoku/suspenze. Jelikoz v§ak mnohé androgenni
ligandy nebo jejich metabolické prekursory maji tendenci byt hydrofobni, nejcastéjsim postupem je pouZiti
roztoku/suspenze v oleji (napf. v kukufiéném, arasidovém, sezamovém nebo olivovém oleji). Zkousené chemické
litky lze rozpustit v minimdlnim mnoZstvi 95 % ethanolu nebo jinych vhodnych rozpoustédel a zfedit ve
zkusebnim vehikulu na kone¢nou pracovni koncentraci. Mély by byt zndmy typické toxické znaky daného
rozpoustédla a mély by byt provéfeny na kontrolni skupiné vystavené pouze plsobeni rozpoustédla. Je-li
zkousend chemickd latka povazovéna za stdlou, lze jejimu rozpusténi napomoci mirnym ohfitim a intenzivnim
mechanickym pasobenim. Méla by byt stanovena stdlost zkouSené chemické latky ve vehikulu. Je-li zkouSend
chemicka latka po dobu studie stdld, lze pfipravit jeden vychozi alikvotni podil zkousené chemické latky a denné
piipravovat roztok podle stanoveného davkovani, pficemz je tfeba dbdt na to, aby nedoslo ke kontaminaci
a znehodnoceni vzorkd.

Podéavani ddvek

40. TP by mél byt podavan subkutanni injekci a FT by mél byt podavén ordlni sondou.

41.  ZkouSend chemickd latka se podava ordlni sondou nebo subkutdnni injekci. Pfi vybéru zptsobu podévini musi
byt zohlednéna zdsada dobrého zachdzeni se zvifaty a fyzikdlné-chemické vlastnosti zkousené chemické latky. Je-li
dosazeno pozitivnich vysledk pomoci injekce, pfed zahdjenim rozsahlého, dlouhodobého zkouseni by mély byt
zohlednény také toxikologické aspekty, jako je relevantnost z hlediska zpiisobu expozice ¢lovéka dané chemické
latce (napf. ordlni sonda pro modelovani poziti, subkutdnni injekce pro modelovani inhalace nebo adsorpce kazi),
a existujici toxikologické informace a tidaje o metabolismu a kinetice (napf. potfeba vyhnout se metabolismu
prvniho priichodu, lepsi Géinnost pii ur¢itém zptisobu podavani).

42.  Davky by mély byt zvitatiim poddvany stejnym zplisobem a ve stejné ¢asové posloupnosti po dobu deseti po sobé
jdoucich dnd pfiblizné v 24hodinovych intervalech. Uroven ddvek by méla byt denné upravovdna na zdkladé
soubézné provadénych dennich méfeni télesné hmotnosti. Objem ddvky a doba jejtho podavani by v kazdém dni
expozice mély byt zaznamendny. Je zapotfebi dbdt na to, aby nebyla prekrocena maximdlni ddvka uvedend v od-
stavci 35, aby bylo moZno provést smysluplnou interpretaci tidaju. V této souvislosti je tfeba peclivé posoudit
snizen{ télesné hmotnosti, klinické pfiznaky a veskeré dalsi nédlezy. Pfi poddvini ordlni sondou by méla byt
pouzita zalude¢ni sonda nebo vhodnd intubacni kanyla. Maximdlni objem tekutiny, kterou Ize podat najednou,
zdvisi na velikosti pokusného zvifete. Je tfeba dodrzovat mistni pokyny v oblasti péce o zvifata, aviak objem by
nemél prekrocit 5 ml na 1 kg télesné hmotnosti, s vyjimkou vodnych roztoktl, kdy lze pouzit 10 ml na 1 kg
télesné hmotnosti. Pfi poddvani subkutdnni injekci by davky mély byt aplikovany do dorsdlni skapuldrni nebo
lumbalni oblasti sterilni jehlou (napf. velikosti 23- nebo 25-gauge) a tuberkulinovou injekéni stitkackou. Oholeni
mista vpichu je dobrovolné. Jakékoli ztraty, tinik v misté vpichu nebo netiplné ddvkovéni se zaznamenaji. Celkovy
objem vstiiknuty jednomu potkanovi za den by nemél pfekro¢it 0,5 ml na 1 kg télesné hmotnosti.
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Specifické postupy pro agonisty androgenii

43, Pri zkousce na agonisty androgend je negativni kontrolni skupinou skupina s vehikulem a pozitivni kontrolni
skupinou je skupina exponovand TP. Biologickd aktivita odpovidajici agonistim androgeni je zkousSena
podévénim zkousSené chemické latky experimentalnim skupindm ve zvolenych davkich po dobu 10 po sobé jdou-
cich dnt. Hmotnosti péti piidatnych pohlavnich tkdni ze skupin, kterym byla poddvina zkousend chemicka latka,
se porovndvaji se skupinou s vehikulem, zda existujf statisticky vyznamné pirtistky hmotnosti.

Specifické postupy pro antagonisty androgent a inhibitory 5-alfa-reduktdzy

44.  PH zkouSce na antagonisty androgend a inhibitory 5-alfa-reduktdzy je negativni kontrolni skupinou skupina expo-
novand TP a pozitivni kontrolni skupinou je skupina, které jsou spole¢né podaviny referencni ddvky TP a FT.
Biologickd aktivita odpovidajici antagonistim androgend a inhibitorim 5-alfa-reduktdzy je zkousSena poddvanim
referen¢ni ddvky TP a poddvdnim zkouSené chemické litky po dobu 10 po sobé jdoucich dnti. Hmotnosti péti
pfidatnych pohlavnich tkdni ze skupin, kterym byl poddvan TP spolu se zkousenou chemickou ldtkou, se porovnd-
vaji s referen¢ni{ skupinou, které byl poddvan pouze TP, zda existuji statisticky vyznamné poklesy hmotnosti.

POZOROVAN{

Poznatky z klinického pozorovani

45.  Vseobecné klinické pozorovani by se mélo provddét nejméné jednou denné a castéji, pokud jsou zpozorovany
pfiznaky toxicity. Mélo by se provaddét kazdy den nejlépe ve stejnou dobu (doby) a s uvdZenim doby ocekdvaného
maxima a¢inku po poddni latky. Provede se prohlidka vSech zvifat za delem zjisténi Gimrtnosti, nemocnosti
a obecnych klinickych pfiznakd, jako jsou zmény chovdni, zmény na kizi, na srsti, na o€ich, na sliznicich, vyskyt
sekretl1 a exkrett a vegetativnich funkci (napf. slzeni, zjeZeni srsti, velikost zornic, nezvyklé dychdni).

46.  Vsechna zvifata nalezend uhynuld se odeberou a odstrani bez dalsi analyzy tdajii. V zdznamu o studii by méla
byt uvedena veskerd uhynuti zvifat pfed pitvou, spolu se zjevnymi pfi¢inami uhynuti. Zvifata v agénii se
huménné utrati. Zvitata v agénii a ndsledné usmrcend se uvedou v zdznamu o studii, spolu se zjevnymi pfi¢inami
nemocnosti.

Télesnd hmotnost a spotieba potravy

47.  Vsechna zvifata by se méla denné zvézit s pfesnosti na 0,1 g, pfi¢emZ prvni vdzeni by mélo byt provedeno tésné
pfed zahdjenim aplikace, tj. kdyZ jsou zvifata rozdélena do skupin. Alternativné lze zméfit mnoZstvi potravy
spotfebované béhem doby aplikace na kazdou klec zvazenim krmitek. Vysledky spotieby potravy by mély byt vy-
jadfeny v gramech na jednoho potkana za den.

Pitva a méfeni hmotnosti tkdni a orgind

48.  Priblizné po 24 hodinich od posledniho podani zkousené chemické litky se potkani usmrti, nechaji vykrvdcet
v souladu s béznymi postupy provadéjici laboratofe a provede se pitva. V zdvérecné zpravé laboratofe by méla
byt uvedena metoda humédnniho usmrceni.

49. Idedlné by poradi pitev mélo byt uréeno ndhodnym vybérem mezi skupinami, aby nedoslo k linedrnimu poradi
od nejméné exponované skupiny k nejvice exponované skupiné, ¢i naopak, coz by mohlo ovlivnit tidaje. Veskeré
pitevni ndlezy, tj. patologické zmény/viditelné léze by mély byt zaznamendny a uvedeny ve zpravé.

50.  Zvazi se pét tkdni zdvislych na androgenech (ventrélni prostata (VP), semenné vacky (SV), svaly m. ligator ani a m.
bulbocavernosus (LABC), Cowperovy zlazy (COW), zalud penisu GP)), Tyto tkdné se vyfiznou, opatrné zbavi
nadbyte¢nych ulpélych tkdni a tuku a stanovi se jejich hmotnost v Cerstvém (nefixovaném) stavu. S kazdou tkani
je nutno zachdzet s obzvldstni peclivosti, aby nedoslo ke ztrdté tekutin a aby nedoslo k vysychdni, coz mize
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zpusobit vyznamné chyby a variabilitu v disledku sniZeni zaznamendvanych hmotnosti. Nékteré tkané mohou
byt velmi malé nebo jejich oddéleni mtize byt obtizné, a to je zdrojem variability. Je proto dilezité, aby osoby
provadgjici pitvu piidatnych pohlavnich tkdni byly obeznidmeny se standardnimi postupy pitvani téchto tkani.
K dispozici je pfirucka standardnich operacnich postupt (SOP) pro pitvu vydand OECD (21). Peclivy vycvik
v souladu s pfruckou minimalizuje potencidlni zdroj variaci ve studii. Za pitvu dané tkdné by mél byt idedlné
odpovédny tentyz pracovnik, aby se zabranilo rozdilim ve zpracovani tkdni riznymi osobami. Neni-li to mozné,
méla by byt pitva uspofaddna tak, ze kazdy pracovnik provadi sekci dané tkdné ze vSech experimentalnich skupin,
a nikoli aby jedna osoba provadéla sekci vech tkdni z kontroln{ skupiny a nékdo jiny byl odpovédny za expono-
vané skupiny. Kazd4 ptidatnd pohlavni tkdn se pfed osusenim zvdzi s presnosti na 0,1 mg a hmotnosti naméfené
u kazdého zvifete se zaznamenaji.

51.  Neékteré tkdiné mohou byt velmi malé nebo jejich oddéleni mize byt obtizné, a to je zdrojem variability. Z pied-
chozi préice vyplynula fada variacnich koeficientd (CV), které se podle vseho lisi podle odborné zptisobilosti té ¢
oné laboratofe. V nékolika mélo piipadech byly zjistény velké rozdily v absolutnich hmotnostech tkéni, nap¥. VP
a COW, v rdmci jedné konkrétni laboratofe.

52.  Meéfeni hmotnosti jater, parovych ledvin a parovych nadledvinek je volitelné. Tkdné by opét mély byt zbaveny
fascii adherens a tuku. Jitra se zvdzi a hmotnost se zaznamend s pfesnosti na 0,1 g a parové ledviny a parové
nadledvinky se zvazi a hmotnost se zaznamend s pfesnosti na 0,1 mg. Jitra, ledviny a nadledvinky jsou nejen
ovlivnény androgeny; poskytuji také uzite¢né diikazy systémové toxicity.

53.  Meéfenf luteiniza¢niho hormonu (LH), folikuldrniho stimulujictho hormonu (FSH) a testosteronu (T) v séru je fakul-
tativni. Urovné T v séru jsou uzitecné pro stanovent, zda zkousend chemickd litka vyvoldvd metabolismus testo-
steronu v jatrech a snizuje drovné séra. Bez ddajii o T by se takovy dcinek mohl jevit jako vysledek antiandrogen-
niho mechanismu. Urovné LH poskytuji informace o schopnosti urcitého antiandrogenu nejen snizovat hmotnost
orgdnti, ale také ovliviiovat hypothalamo-hypofyzdrni funkci, coz pfi dlouhodobych studiich mtze vyvolavat
nddory varlat. FSH je hormon dulezity pro spermatogenezi. Dobrovolnd jsou rovnéz méfeni séra T4 a T3, kterd
mohou poskytnout uzite¢né dopliujici informace o schopnosti narufovat homeostdzu thyroidnich hormont.
Maji-li byt provddéna hormondlni méfeni, potkani se pfed pitvou anestetizuji a odebere se jim krev srde¢ni
punkci pricemz metoda anestezie by méla byt peclivé zvolena tak, aby neovlivnila hormonalni méfeni. Metoda
pﬂpravy séra, zdroj souprav pro radxolmunologmky test nebo )ma méfeni, analytické postupy a Vysledky se zazna-
menaji. Urovné LH se zaznamenaji v ng na 1 ml séra a rovnéz hodnota T se uvede v ng na 1 ml séra.

54.  Pitva tkdni je popsdna dale, pfi¢emz podrobny ndvod pro pitvu s fotografiemi byl zvefejnén v ramci valida¢niho
programu jako doplriujici material (21). Na webovych strankdch Korea Food and Drug Administration je k dispo-
zici také videozdznam pitvy (22).

— Se zvifetem ve ventrdlni poloze urete, zda se pfedkozka penisu odpojila od Zaludu. Pokud ano, stahnéte pied-
kozku nazad a oddélte Zalud, zvazte ho (s pfesnosti na 0,1 mg) a hmotnost zaznamenejte.

— Oteviete kiizi na bfiSe a bfi$n{ sténu, obnaZte vnitfnosti. Pokud se provadi volitelné vazeni dalSich orgdnt,
oddélte jatra a zvazte je s pfesnosti na 0,1 g, oddélte Zaludek a stteva, oddélte parové ledviny a parové nadled-
vinky a zvazte je s pfesnosti na 0,1 mg. Touto sekci se obnazi mocovy méchyf a zalind sekce cilovych
samcich piidatnych tkdni.

— Pro oddéleni VP oddélte mocovy méchyt od vrstvy ventrdlntho svalu odfiznutim spojovaci tkdné podél osy.
Odsunte méchyf anteriorné smérem k semennym vackam (SV), ¢imz se odkryje levy a pravy lalok ventrdlni
prostaty (pokryté vrstvou tuku). Opatrné ocistéte pravy a levy lalok VP od tuku. Jemné oddalte pravy lalok VP
od mocové trubice a odifznéte lalok od mocové trubice. Zatimco stéle drzite pravy lalok VP, jemné oddalte
levy lalok VP od moc¢ové trubice a poté odfiznéte; zvazte s presnosti na 0,1 mg a hmotnost zaznamenejte.

— Pii sekci SVCG odsuiite mocovy méchyt kauddlnim smérem, ¢imz se odkryje chdmovod a pravé a levé laluacky
semennych vacka spolu s koagula¢nimi zldzami (SVCG). Zabrarite tniku tekutiny nasazenim hemostatu v basi
SVCG, kde se chdmovod napojuje na mocovou trubici. SVCG opatrné odi{znéte, s nasazenym hemostatem
stdle na misté odstrarite tuk a pFipojené orgdny, vlozZte do tdrované misky vah, sejméte hemostat, zvazte s pres-
nosti na 0,1 mg a hmotnost zaznamenejte.
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— Pii sekei svaltt m. levator ani a m. bulbocavernosus (LABC) se odkryji svaly a kofen penisu. Svaly LA obtaceji
tracnik a svaly LA anterior a BC jsou pfipojeny k bulbu penisu. Odstrani se kiize a pfipojené orgény z peria-
ndlni oblasti, kterd se tdhne od kofene penisu aZ po anteriorni konec kone¢niku. Od bulbu a tkéni penisu se
postupné odfiznou svaly BC. Tra¢nik se roziizne na dvé Casti a lze odiiznout a oddélit celé LABC. LABC se
zbavi tuku a pfipojenych orgdnt, zvdzi s pfesnosti na 0,1 mg a hmotnost se zaznamend.

— Po odstranéni LABC jsou vidét zaoblené Cowperovy nebo téZ bulbouretrdlni zlizy (COW) pii basi bulbu
penisu, ponékud dorzdlné. Je nutny opatrny fez, aby nedoslo k profiznut{ tenkého vacku a zamezilo se tiniku
tekutiny. Zvazte parové COW s pfesnosti na 0,1 mg a hmotnost zaznamenejte.

— Dojde-li béhem pitvy a sekce ke ztraté tekutiny z kterékoli zlazy, je tieba to zaznamenat.

55.  Jestlize hodnoceni kazdé chemické latky vyzaduje pitvu vétstho poctu zvifat, nez kolik se dd stihnout za jeden
den, muze byt zacdtek studie rozlozen do dvou po sobé jdoucich dnt, coz vede k rozlozeni pitvy a souvisejici
prdce na dva dny. Pokud k takovému rozlozeni dojde, méla by byt kazdy den pouzita polovina zvifat z kazdé
experimentdlni skupiny.

56.  Zbyvajici ¢asti mrtvych tél se po pitvé vhodnym zptsobem zlikviduji.
PREKLADANI ZPRAV
Udaje

57.  Mely by byt uvedeny tdaje o jednotlivych zvifatech (tj. télesnd hmotnost, hmotnost pfidatnych pohlavnich tkdn,
volitelnd méfenf a dalsf reakce a pozorovani) a za kazdou skupinu zvifat (stiedni hodnoty a smérodatné odchylky
viech uskutec¢nénych méfeni). Udaje by se mély shrnout do tabulky. Udaje by mély uvadét pocet zvifat na zacatku

zkousky, pocet zvifat, kterd byla béhem zkousky nalezena uhynuld nebo kterd vykazovala znaky toxicity, a popis
pozorovanych znaki toxicity, véetné doby néstupu, trvani a zdvaznosti.

58.  Zavéretnd zprava by méla obsahovat:

Zkusebni zafizeni:

— ndazev a misto zafizeni,
— vedouci studie a ostatni pracovnici a jejich odpovédnost v rdmci studie,
— datum zahdjeni a datum ukonceni studie, tj. prvni den poddvani zkousSené chemické latky a posledni den

pitvy.

Zkousend chemickd ldtka:

— puvod, &islo arzefsady, identifikace, Cistota, plnd adresa dodavatele a charakterizace zkousené chemické latky
(latek),

— fyzikalni povaha a tam, kde je to podstatné, fyzikdlné-chemické vlastnosti,
— podminky skladovani a metoda a frekvence pfipravy roztoku,
— veskeré ziskané ddaje o stélosti,

— veskeré analyzy ddvkovani roztokd/suspenzi.

Vehikulum:

— charakterizace vehikula (identifikace, dodavatel a ¢islo Sarze),

— zdtvodnéni vybéru vehikula (pokud neni pouzita voda).

Pokusnd zvitata a postupy chovu zvifat:

— druh/kmen a zdvodnéni jejich vybéru,
— zdroj nebo dodavatel zvitat, véetné plné adresy,

— pocet a stdif dodanych zvifat,
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— podminky chovu (teplota, osvétleni apod.),
— strava (ndzev, typ, dodavatel, ¢islo SarZe, obsah a troven fytoestrogend, je-li zndma),
— stelivo (ndzev, typ, dodavatel, obsah),

— podminky chovu v kleci a pocet zvifat v jedné kleci.

Podminky zkousky:

— vek pfi kastraci a trvani aklimatizace po kastraci,
— hmotnost jednotlivych zvifat na zacdtku studie (s presnosti na 0,1 g),

— proces ndhodného vybéru a zdznam o pfidéleni do skupiny s vehikulem, do referenéni skupiny, do skupiny,
které se podava zkouSend chemickad ldtka, a do kleci,

— stfedni hodnota a smérodatnd odchylka télesnych hmotnosti u kazdé skupiny za kazdy den vazeni po celou
dobu studie,

— zdvodnéni vybéru tirovn{ dévek,

— podrobnosti o podavani zkouSené chemické latky a zdtivodnéni volby zpiisobu expozice,

— v ptipadé zkousky na antiandrogenitu, expozice TP (ddvka a objem),

— expozice zkousené chemické latce (ddvka a objem),

— doba podavani ddvek,

— pitevni postupy, véetné zptisobt vykrveni a veskeré anestezie,

— pokud jsou provddény analyzy séra, mély by byt uvedeny podrobnosti o metodé. Je-li napiiklad pouzita

metoda radioimunologické analyzy (RIA), mél by byt uveden postup RIA, zdroj souprav RIA, datum pouzitel-
nosti souprav, postup scintilaéni spektrometrie a standardizace.

Vysledky:

— kazdodenni pozorovani kazdého zvifete béhem podavani davky, véetné:
— télesné hmotnosti (s pfesnosti na 0,1 g),

— Kklinickych pfiznakd (existuji-li),

— veskerych méfeni spotieby potravy nebo pozndmek k ni,
— pozorovani pii pitvé kazdého zvitete, véetné:

— data pitvy,

— experimentaln{ skupiny zvifat,

— identifika¢niho ¢isla,

— jména pracovnika provadgjiciho pitvu,

— denni doby, kdy byla provedena pitva a sekce,

— véku zvifete,

— konecné télesné hmotnosti pfi pitvé, s uvedenim veskerych statisticky vyznamnych zvySenych nebo snizenych
hodnot,

— pofadi vykrvéceni zvifete a sekcl pii pitve,

— hmotnosti péti cilovych tkdni zdvislych na androgenech:

— ventrdlni prostata (s pfesnosti na 0,1 mg),

— semenné vacky spolu s koagulaénimi Zlazami, véetné tekutiny (pdru, s presnosti na 0,1 mg),
— svalovy komplex m. levator ani spolu s m. bulbocarvernosus (s pfesnosti na 0,1 mg),

— Cowperovy Zlézy (Cerstvd hmotnost — parové, s pfesnosti na 0,1 mg),

— Zalud penisu (Cerstvd hmotnost, s pfesnosti na 0,1 mg),
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— hmotnosti tkdni méfenych fakultativng, provadi-li se:
— jatra (s pfesnosti na 0,1 g),
— ledviny (pér, s pfesnosti na 0,1 mg),
— nadledvinky (pdr, s pfesnosti na 0,1 mg),
— obecné pozndmky a komentéfe.
— analyzy hormont v séru, provadéji-li se
— sérovy LH (fakultativni — ng na 1 ml séra) a
— sérovy T (fakultativn{ — ng na 1 ml séra)

— obecné pozndmky a komentare.

Shrnuti tidajii

Udaje by mély byt shrnuty v tabulce obsahujici velikost vzorku u kazdé skupiny, stfedni hodnotu a standardni
odchylku od stfedni hodnoty nebo smérodatnou odchylku. Tabulky by mély obsahovat télesné hmotnosti pi
pitvé, zmény télesné hmotnosti od zahdjeni podavani ddvek az do pitvy, hmotnosti cilovych piidatnych pohlav-
nich tkdni a veskeré hmotnosti orgdnt méfené dobrovolné.

Diskuse vysledkil

Analyza vysledki

59.  Télesné hmotnosti a hmotnosti orgdnt pii pitvé se statisticky analyzuji za G¢elem zjisténi takovych charakteristik,
jako je homogenita rozptylu s vhodnou transformaci tidajii podle potieby. Experimentdlni skupiny by mély byt
porovnany s kontrolni skupinou pomoci technik jako je ANOVA s ndslednymi parovymi srovndnimi (napfi.
Dunnettiv jednostranny test) a porovndnim s kritériem pro hodnoceni statistickych rozdilt, napt. p < 0,05. Mély
by byt urceny ty skupiny, které dosahuji statistické vyznamnosti. ,Relativni hmotnost orgdnt‘ by viak neméla byt
pouzita vzhledem k neplatnym statistickym pfedpokladim pro tuto manipulaci s daty.

60. V piipadé androgenniho agonismu by kontrolni skupinou méla byt zkuSebni skupina, které je poddvdno pouze
vehikulum. Charakteristiky ptisoben{ zkousené chemické latky mohou vést k rozdilnym relativnim reakcim jed-
notlivych tkdni, napiiklad trenbolon, ktery nemtze byt redukovan 5-alfa-reduktizou, ma vyrazn&jsi acinky na
LABC a GP, nez jsou t¢inky TP. Statisticky vyznamné zvy3eni (p < 0,05) hmotnosti dvou nebo vice z péti cilovych
tkdni zdvislych na androgenech (VP, LABC, GP, COW a SVCG) by mélo byt povazovino za pozitivni vysledek
androgenniho agonismu a ur¢ity stupen zvyseni hmotnosti by mély vykazovat viechny tyto cilové tkdné. Spolec-
ného hodnoceni reakei vSech tkdni p¥idatnych pohlavnich organti by mohlo byt dosazeno pomoci vhodné multi-
variaéni analyzy dat. To by mohlo zlepsit analyzu, zejména v piipadech, kdy statisticky vyznamnd reakce byla
zjisténa pouze u jediné tkdné.

61. V ptipadé androgenniho antagonismu by kontrolni skupinou méla byt zkusebni skupina, které je podévin pouze
referen¢ni androgen (testosteron propionat). Typické znaky ptsobeni zkousené chemické litky mohou vést
k rozdilnym relativnim reakcim jednotlivych tkani; napiiklad inhibitory 5-alfa-reduktdzy, jako finasterid, maji
vyrazné&jsi acinek na ventralni prostatu nez na jiné tkdné ve srovnani s ti¢innymi antagonisty androgennich recep-
tord, jako je flutamid. Statisticky vyznamné sniZeni (p< 0,05) hmotnosti dvou nebo vice z péti cilovych tkani zavi-
slych na androgenech (VP, LABC, GP, COW a SVCG) souvisejici s aplikaci pouze TP by mélo byt povaZovano za
pozitivni vysledek androgenniho antagonismu a urc€ity stupen snizeni hmotnosti by mély vykazovat vSechny tyto
cilové tkdné. Spolecného hodnoceni reakci viech tkdni piidatnych pohlavnich orgdnt by mohlo byt dosazeno
pomoci vhodné multivariaéni analyzy dat. To by mohlo zlepsit analyzu, zejména v piipadech, kdy statisticky
vyznamna reakce byla zji$téna pouze u jediné tkané.

62.  Udaje by mély byt shrnuty v tabulce obsahujici stiedni hodnotu (primér), stiedni chybu priméru (SE) (pfijatelna
by byla i smérodatnd odchylka — SD) a velikost vzorku v kazdé skupiné. Pfilozeny by mély byt také tabulky s tdaji
o jednotlivych zvifatech. Individudlni hodnoty, stfedni hodnota, SE (SD) a varia¢ni koeficient (CV) pro zvifata
kontrolni skupiny by mély byt posouzeny, zda spliuji stanovena kritéria shody s historickymi hodnotami.
Varia¢ni koeficienty, které pfevysuji hodnoty CV pro hmotnost kazdého organu uvedené v tabulce 1 (viz odstavce
25 a 26), ukazuji, Ze mohlo dojit k chybé pfi zaznamendvani nebo vkldddni tidaji nebo Ze laboratof dosud
nezvladla pfesnou pitvu tkdni zdvislych na androgenech a je nutny dalsi vycvik/praxe. Obecné plati, Ze varia¢ni
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koeficienty (CV = smérodatnd odchylka délend stfedni hodnotou hmotnosti orgdnu) jsou reprodukovatelné
v rtiznych laboratofich a v riiznych studiich. Pfedkladané ddaje by mély zahrnovat pfinejmensim tidaje o hmotno-
stech ventrdlni prostaty, semennych vackd, svalti m. levator ani a m. bulbocavernosus, Cowperovych Zzliz, Zaludu
penisu, jater a o télesné hmotnosti a zméné télesné hmotnosti od zacdtku podavani dévek az do pitvy. Predlozeny
mohou byt také ddaje po kovariacni tGpravé télesné hmotnosti, ale to by nemélo nahradit pfedloZeni neuprave-
nych tdaji. Dale, nedojde-li v zddné ze skupin k odpojeni predkozky, vyskyt odpojeni predkozky by mél byt
zaznamendn a mélo by byt provedeno jeho statistické srovndni s kontrolni skupinou pomoci Fisher Exact testu.

63.  Pfi ovéfovani spravnosti tidaji vloZenych do pocitace porovndnim s pivodnimi zdznamy by hodnoty hmotnosti
organd, které nejsou biologicky redlné nebo se od stfednich hodnot této experimentdlni skupiny lisi vice nez
o trojndsobek smérodatné odchylky, mély byt peclivé zkontrolovany a mozna budou muset byt vylouceny, nebot
se pravdépodobné jednd o chyby v zdznamu.

64.  Porovnani vysledki studie s hodnotami varia¢nich koeficientd OECD (v tabulce 1) je Casto dilezitym krokem pii
interpretaci validity vysledkd studie. V laboratofi by mély byt uchovdvany historické ddaje o kontrolnich skupi-
ndch s vehikulem. V laboratofi by rovnéz mély byt uchovavany historické tidaje o reakcich na pozitivni referen¢ni
chemické latky, jako je testosteron propionét a flutamid. Laboratofe mohou rovnéZz periodicky testovat reakci na
zndmé slabé agonisty a antagonisty androgend a tyto tidaje uchovévat. Tyto tidaje mohou byt porovnaviny
s dostupnymi tdaji OECD, aby se zajistilo, Ze metody pouZivané laboratof maji dostate¢nou statistickou pfesnost
a silu.
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Dodatek 1

DEFINICE
Androgenni je vyraz, ktery se pouzivd k popisu kladného vlivu na rist tkdn{ zdvislych na androgenech.
Antiandrogenni je schopnost chemické latky potlacit ptisobeni TP u savca.

Citlivosti se rozumi schopnost zkusebni metody sprévné identifikovat chemické latky, které maji vlastnost, jeZ je testo-
vana.

Datem narozeni se rozumi postnatdlni den 0.

Didvkou se rozumi mnozstvi podané zkousené chemické litky. V ptipadé Hershbergerovy biologické zkousky je ddvka
vyjadiena jako hmotnost zkousené chemické latky na jednotku télesné hmotnosti pokusného zvifete za den (napf.
mg/kg télesné hmotnosti/den).

Ddvkovanim se rozumi obecny termin zahrnujici ddvku, ¢etnost a trvani doby, po kterou je litka poddvéna.
Chemickou litkou se rozumi litka nebo smés.
Moribundni stav (agdnie) je vyraz, ktery se pouziva k popisu umirajiciho zvifete, tj. tésné pied smrti.

Specifi¢nosti se rozumi schopnost zkusebni metody spravné identifikovat chemické latky, které nemajf vlastnost, jez je
testovana.

Validaci se rozumi védecky proces, ktery mé charakterizovat opera¢ni poZadavky a omezeni zkuSebni metody a prokdzat
jeji spolehlivost a vhodnost pro konkrétni téel.

X-tym postnatdlnim dnem se rozumi x-ty den Zivota po dni narozeni.

Zkousenou chemickou litkou se rozumi jakdkoli ldtka nebo smés zkousend pomoci této zkusebni metody.



Dodatek 2

Pozndmka: Dokument vyhotovil sekretaridt programu zkusebnich pokynii na zdkladé dohody dosazené na 6. zaseddni pracovni skupiny EDTA

OECD Koncep¢ni rdimec pro zkousky a hodnoceni endokrinnich distruptort

.
Uroven 1
Tridéni a prioritizace na zdklade
stdvajicich informaci

rozlozitelnost,

— Fyzikdni a chemické vlastnosti, napt. MW, reaktivita, volatilita, biologickd

— Expozocelidi a Zivotniho prostiedi, napt. Objem vyroby, uvoliiovani, vzorce uzivani
— Nebezped, napt. dostupné toxikologické tidaje
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POZNAMKY KE KONCEPCNIMU RAMCI

Pozndmka 1: Vstupy a vystupy na vSech trovnich jsou mozné a zdviseji na aktudlni potfebé informaci pro tcely posou-
zeni nebezpedi a rizika.

Pozndmka 2: Na trovni 5 by ekotoxikologie méla zahrnovat Gcinky, které ukazuji na mechanismy negativnich acinkt
a potencialni poskozeni populace.

Pozndmka 3: Pokud multimoddlni model zahrnuje nékolik zkousek pro jednotlivy wicinek, pak by uvedeny model
nahradil pouziti téchto jednotlivych zkousek.

Pozndmka 4: Hodnoceni kazdé chemické litky by mélo byt specifické pro kazdy pifpad a mélo by brét v tivahu viechny
dostupné informace s pfihlédnutim k drovni v koncepénim rdmci.

Pozndmka 5: Uvedeny koncep¢ni rdmec by v soucasnosti nemél byt povaZovin za vycerpdvajici. Na tirovni 3, 4 a 5
obsahuje zkousky, které jsou bud dostupné, nebo u kterych probihd validace. Pokud jde o druhou jmeno-
vanou skupinu, jsou tyto zkousky zahrnuty prozatimné. Jakmile budou vyvinuty a validovany, budou do
rdmce formalné piidany.

Pozndmka 6: U tirovné 5 nelze mit za to, Ze obsahuje pouze kone¢né zkousky. Zkousky zahrnuté do této Grovné pfispi-
vaji k obecnému posouzeni nebezpedi a rizik.
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27)  Nasledujici kapitoly v této piiloze:
B.1a, akutni ordlni toxicita — metoda fixni ddvky

B.1b, akutni ordlni toxicita — metoda stanoveni tfidy akutni toxicity

B.56 ROZSIRENA JEDNOGENERACNI STUDIE TOXICITY PRO REPRODUKCI

UVOD

1. Tato zkuebni metoda odpovidd Pokynu OECD pro zkouseni (TG) 443 (2012). Vychdzi z navrhu Institutu pro
védy o zivé piirodé (ILSI), Institutu pro zdravotni a environmentalni védy (HESI) a Technického vyboru pro posu-
zovéani zemédélsko-chemické bezpecnosti (ACSA), tykajictho se rozsifené jednogeneracni studie reprodukce v F,
generaci publikovaném v dokumentu Cooper et al, 2006 (1). Struktura studie zaznamenala nékolik vylepseni
a vyjasnéni s cilemzajistit flexibilitu a zdtiraznit, Ze je dulezité zacit se stavajicimi poznatky, a soucasné pouZivat
prubéznd pozorovani v Zivotnim cyklu k organizaci a modifikaci provadéni zkousek. Tato zkuSebni metoda
poskytuje podrobny popis rozsifené jednogeneracni studie toxicity pro reprodukei. Zkusebni metoda popisuje tfi
kohorty zvifat F, generace:

kohorta 1: posuzuje reprodukéni/vyvojové ukazatele; tuto kohortu lze rozsifit o F, generaci.
kohorta 2: posuzuje pfipadny dopad expozice chemické litce na vyvijejici se nervovou soustavu.

kohorta 3: posuzuje pipadny dopad expozice chemické latce na vyvijejici se imunitni systém.
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Rozhodnuti o tom, zda hodnotit druhou generaci a vypustit kohortu vyvojové neurotoxicity a/nebo kohortu
vyvojové imunotoxicity, by se méla opirat o stdvajici poznatky o hodnocené chemické ldtce, stejné jako o potieby
riznych regula¢nich orgdnd. Ucelem této zkuSebni metody je poskytnout podrobné tidaje o tom, jak lze studii
provadét a jak vyfesit zptisob hodnoceni jednotlivych kohort.

Pro regula¢ni orgdny, které pro rozhodovéni o povinném zatazeni druhé generace do postupu testovani pouZivaji
tzv. vnitfnich piikazd, byl pro tyto tcely vyddn pokyn OECD ¢. 117 (39).

VYCHOZI UVAHY A CILE

Hlavnim cilem rozsifené jednogenera¢ni studie toxicity pro reprodukci je zhodnotit konkrétni Zivotni stadia, kterd
nejsou zahrnuta do jinych typa studif toxicity, a otestovat Gi¢inky, které se mohou vyskytnout v disledku expozice
chemické latce v prenatdlnim a postnatdlnim stadiu. V ptipadé reprodukénich ukazateld se predpokladd, Ze pokud
jsou takové udaje dostupné, tak jako prvni krok jsou pro odhaleni G¢inkii na reproduktivni orgdny samct a samic
pouzity informace ze studii opakovaného davkovani, napf. OECD TG 422 (32)), nebo kritkodobych screeningo-
vych zkousek endokrinnich disruptorti, (napt. Uterotrofni zkouska — zkuSebni metoda B.54 (36) a Hershbergerova
zkouska — zkusebni metoda B.55 (37)). To miize zahrnovat Gdaje o spermatogenezi (histopatologické vysetfeni
varlat) u samct a estrdlni cyklus, pocty folikulti/zrdni oocytl a integrita vaje¢nikt (histopatologické vySetfeni)
u samic. Rozsifend jednogeneracni studie toxicity pro reprodukci poté slouzi jako zkouska reprodukénich ukaza-
teld, které vyzaduji interakci samcti se samicemi, samic se zdrodkem a samic s potomstvem a F, generaci az do
doby po dosazeni pohlavni zralosti (viz pokyn OECD ¢. 151 podporujici tuto zkusebni metodu (40)).

Tato zkuSebni metoda md poskytnout hodnoceni prenatalnich a postnatélnich i¢inkd chemickych latek na vyvoj,
jakozZ i dukladné zhodnoceni systémové toxicity u bfezich samic a samic v dobé laktace a u mladého a dospélého
potomstva. Ocekdvd se, ze pii podrobném zkoumdni kli¢ovych vyvojovych ukazateld, jakymi jsou Zivotaschop-
nost potomstva, neonatdlni zdravi, vyvojovy stav pfi narozeni a fyzicky a funkéni vyvoj do dospélosti, budou
urCeny konkrétni cilové orgdny v potomstvu. Studie navic poskytne a/nebo potvrdi informace o twéincich
zkousené chemické latky na integritu a vykonnost rozmnozovaci soustavy dospélych samct a samic. V tvahu jsou
brany konkrétng, nikoli viak vylu¢né tyto parametry: funkce pohlavnich zldz, estrdlni cyklus, zrdni epididymalnich
spermii, zptisob chovdni pfi pdfeni, plozeni, bfezost, vrh a laktace. Ddle budou informace ziskané z posouzeni
vvojové neurotoxicity a vyvojové imunotoxicity charakterizovat potencidlni Géinky v téchto systémech. Udaje
odvozené z téchto zkousek by mély umoznit uréeni ddvek bez pozorovaného nepiiznivého tcinku (No-Observed
Adverse Effect Levels — NOAEL), ddvek s nejniz$im pozorovanym nepi{znivym tcinkem (Lowest Observed Adverse
Effect Levels — LOAEL) a/nebo referen¢nich davek pro rizné ukazatele a/nebo by mély byt vyuzity k charakterizaci
Gcinka zjisténych v predchozich studiich s opakovanym dévkovanim ajnebo by mély slouzit jako ndvod pro
ndsledné zkousky.

Schéma zkuSebntho postupu obsahuje obrdzek 1. Zkousend chemickd latka je poddvdna nepfetrzité ve stupfiova-
nych davkich nékolika skupindm pohlavné zralych samct a samic. Této rodiovské generaci (P) jsou davky
poddviny po stanovené obdobi pfed pdfenim (vybrdno na zdkladé dostupnych informaci pro zkousenou
chemickou latku, ale minimalné po dobu dvou tydnti) a po dvoutydenni obdobi pafeni. Samctim z P generace
jsou davky podévany dédle nejméné az do odstaveni generace F,. Davky by méli dostavat minimdlné 10 tydnd. Je-li
nutné objasnit u¢inky na reprodukci, mohou dévky dostdvat déle. Poddvani dédvek samicim P generace pokracuje
béhem bfezosti a laktace aZ do utraceni po odstaveni jejich vrhu (tj. 8-10 tydnt aplikace). Potomstvo z generace
F, dostdvd dalsi davky zkousené chemické litky od odstaveni az do dospélosti. Pokud je hodnocena druhd gene-
race (viz pokyn OECD ¢ 117 (39)), potomci z generace F, budou dévky dostdvat az do odstaveni generace F,
nebo az do ukonceni studie.

U viech zvifat se provadéji klinickd pozorovani a patologickd vySetfeni piiznakd toxicity, a to se zvldstnim
diirazem na integritu a vykonnost sam¢i a sami¢i rozmnoZovaci soustavy a na zdravi, rist, vyvoj a funkci jejich
potomstva. Pfi odstaveni jsou vybrani potomci zafazeni do konkrétnich podskupin (kohorty ¢. 1-3, viz odstavce
33 a 34 a obrazek 1), kde jsou déle zkoumadni, v¢etné pohlavni zralosti, integrity a funkce reprodukénich organt,
ukazateld v oblasti neurologie a chovani a funkc{ imunity.

Pii realizaci studie by mély byt respektovany hlavni zdsady a aspekty stanovené v pokynu OECD ¢. 19 o uzndvani,
posuzovani a pouzivani klinickych znakd jako humdnnich ukazatelti pro pokusnd zvifata pouzivand pfi hodno-
ceni bezpecnosti (34).
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9. Az bude k dispozici dostate¢ny pocet studii k posouzeni Ucinnosti experimentdlniho usporddini této nové
metody, bude zkuSebni metoda pfezkoumdna a v piipadé potfeby bude tato zkuSebni metoda revidovina
z hlediska nabytych zkuSenosti.
Obrdzek 1
Schéma rozsifené jednogeneracni studie toxicity pro reprodukci
Pitva zvifat
rodi¢ovské
generace P
Ddvkovdni ‘
Pfed pafenim Pafeni Po péafeni
P3 2 tydny 2 tydny 6 tydni
‘ Po ‘ 2 tydny 2 tydny Bfezost Laktace
‘ F Nitrodélozni vyvoj Pfed odstavenim Po odstaveni
Rodi¢ovskd —— pojenenin | Bodstsefianlcohre Pohlavni Pfiblizné ’starl pii pitvé
generace zralost (v tydnech)
1A Reprodukéni 20 samcil + 20 samic Ano 13
1B Reprodukéni 20 samcil + 20 samic Ano 14 nebo 20-25, pokud
Cilemje 20 dojde k vyvolani
vrhi na 2A Neurotoxicita | 10 samcil + 10 samic @ Ano 11-12
skupinu 2B Neurotoxicita | 10 samcii + 10 samic @ Ne 3
3 Imunotoxicita | 10 samcti + 10 samic @ Ano 8
Piebytek Nahrady Ne 3
@ Pokud mozno jeden na vrh a celkové je tieba reprezentovat viech 20 vrhi, pokud je to mozné
POPIS METODY[PRIPRAVY NA ZKOUSKU
Zvirata
Vybér Zivocisnych druhii a kmenii
10.  Vybér druht pro zkousku toxicity pro reprodukci by mél byt peclivé zvazen z hlediska veskerych dostupnych
informaci. AvSak vzhledem k rozsahu existujicich zdkladnich ddajii a vzhledem ke srovnatelnosti s vysledky
obecnych zkousek toxicity je obvykle upfednostinovanym druhem potkan a pravé na tento druh odkazuji kritéria
a doporuceni uvedend v této zkuSebni metodé. Pokud je pouzit jiny Zivoc¢isny druh, mél by byt jeho vybér
odvodnén a bude nutné patficnym zpiisobem upravit zkusebni postup. Neni vhodné pouzivat kmeny s nizsi
plodnosti nebo s typicky vysokym vyskytem spontdnnich vyvojovych vad.
Kritéria pro stdri, télesnou hmotnost a zafazeni do skupin
11.  Meéla by byt pouzita zdravd rodi¢ovska zvifata, kterd nebyla pfedtim podrobena Zddnym pokusiim. Méli by byt
zkoumdni samci i samice, samice by mély byt nulipary a nemély by byt bfezi. Zvitata z P generace by méla byt
pohlavné zrald, méla by mit v dobé zahdjeni podévani ddvek podobnou hmotnost (v rdimci pohlavi), méla by byt
podobné stard (pfiblizné 90 dni) pfi pafeni a méla by byt reprezentativni v rdmci zkoumaného druhu a kmene.
Zvitata by se méla po dobu nejméné péti dnli po prejimce aklimatizovat. Zvifata jsou ndhodné rozfazena do
kontrolnich skupin a experimentdlnich skupin tak, Ze vysledkem jsou srovnatelné stfedni hodnoty télesné hmot-
nosti (tj. +20 % stfedni hodnoty).
Podminky chovu a krmeni
12.  Teplota v mistnosti pro pokusnd zvifata by méla byt 22 °C (z 3°). Relativni vlhkost by se méla pohybovat mezi

30 a 70 %, pfi¢emz idedlni je rozmezi od 50 do 60 %. Umélé osvétleni by mélo svitit 12 hodin a 12 hodin by
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méla byt tma. MizZe byt pouzita konven¢ni laboratorni potrava s neomezenym pfistupem k pitné vodé. Zvlastni
pozornost by se méla vénovat obsahu fytoestrogent ve stravé, jelikoz vysokd mira fytoestrogenu ve stravé by
mohla ovlivnit nékteré reproduktivni ukazatele. Je doporucena standardizovand strava s nestanovenym sloZenim,
v niz byly omezeny latky obsahujici estrogeny (2) (30). Vybér potravy muze byt ovlivnén potiebou zajistit dosta-
tené promiseni s testovanou ldtkou, je-li latka poddvéna touto cestou. Mél by byt ovéfen obsah, homogenita
a stabilita zkousené chemické litky v potravé. Méla by byt pravidelné provddéna analyza krmiva a pitné vody
z hlediska pfimési. Vzorky kazdé Sarze potravy pouzivané béhem studie by mély byt az do dokonceni zprivy
uchovavany za vhodnych podminek (napf. zmrazené pii — 20 °C) pro piipad, Ze bude nutné provést dalsi analyzu
slozek potravy.

13.  Zvitata by méla byt umisténa do kleci v malych skupindch obsahujicich zvifata stejného pohlavi a experimentalni
skupiny. Zvifata Ize chovat jednotlivé, aby se pfedeslo pfipadnym zranénim (napf. samci po obdob{ péfeni). Pdfeni
by mélo probihat ve vhodnych klecich. Po spdfeni je tfeba umistit samice, u nichZ se pfedpoklddd, Ze byly oplod-
nény, oddélené do porodnich nebo matefskych kleci, kde jim je poskytnut odpovidajici a pfesné stanoveny mate-
ridl pro tvorbu hnizda. Mlddata jsou az do odstaveni se svymi matkami. Zvifata F, generace by méla byt umisténa
v malych skupindch téhoZz pohlavi a experimentalni skupiny od odstaveni az do utraceni. Je-li to védecky odtvod-
néno, mohou byt zvifata umisténa samostatné. Obsah fytoestrogent obsaZenych ve vybraném materidlu pro
podestylku by méla byt minimalni.

Pocet a identifikace zvitat

14. Kazda zkuSebni a kontrolni skupina by méla obsahovat dostate¢ny pocet spafenych pérti, aby mohlo byt dosa-
zeno alespon dvaceti bfezich samic v jedné davkové skupiné. Cilem je ziskat dostate¢ny pocet bfezich samic a tim
zajistit smysluplné hodnoceni schopnosti dané chemické latky ovlivnit plodnost, bfezost, chovani samic generace
P, riist a vyvoj potomstva generace F, od poceti az do dospélosti. Nepodafi-li se viak dosdhnout pozadovaného
poctu bfezich zvifat, nemusi to nutné znamenat znehodnoceni studie, a proto by hodnoceni mélo vzdy probihat
individualné ptipad od piipadu s uvdzenim mozného p¥icinného vztahu ke zkousené chemické latce.

15. Kazdému zvifeti P generace se pfed poddvanim davek pfifadi vlastni identifika¢ni ¢islo. Naznacuji-li laboratorni
historické tdaje, Ze vyznamnd ¢dst samic nemusi vykazovat pravidelny (Ctyfdenni nebo pétidenni) estrdlni cyklus,
je doporuceno provést pied aplikaci posouzeni estralniho cyklu. P¥ipadné lze velikost skupiny zvysit, aby bylo za-
jisténo, Ze alespon dvacet samic v kazdé skupiné bude mit pii zahdjen{ aplikace pravidelny (¢tyfdenni nebo péti-
denni) estralni cyklus. Veskeré potomstvo z F, generace dostane vlastni identifikaci pfi prvni prohlidce novoroze-
nych mlddat v postnatalni den (PND) 0 nebo 1. Zaznamy oznalujici vrh, z kterého pochdzi, by mély byt uchovd-
vany pro vSechna zvifata F, generace, ptip. zvifata F, generace po celou dobu studie.

ZkouSenda chemickd litka

Dostupné informace o zkousené chemické ldtce

16.  Prizkum existujicich informaci je dilezity pro rozhodnuti o zptisobu poddni, vybéru vehikula, volbé Zivocisnych
druhd, volbé davkovéni a potencidlnich modifikacich ddvkovactho programu. Z tohoto diivodu by pfi plénovani
rozsifené jednogeneracni studie toxicity pro reprodukci mély byt vzaty v dvahu veskeré dostupné informace
o zkousené chemické latce, tj.fyzikdlné-chemické vlastnosti, toxikokinetika (véetné metabolismu specifického pro
dany druh), toxikodynamické vlastnosti, vztahy mezi strukturou a aktivitou (SAR), metabolické procesy in vitro,
vysledky pfedchozich studif toxicity a pifslusné informace pro strukturni analogy dané latky. Pfedbézné informace
o absorpci, distribuci, metabolismu a eliminaci (ADME) a bioakumulaci lze odvodit z chemické struktury, fyzi-
kédlné-chemickych tidajii, miry vazani plazmatickych bilkovin nebo toxikokinetickych (TK) studii, zatimco dopliu-
jici informace jsou ziskdvdny z vysledkd studif o toxicité, napf. o NOAEL, metabolismu nebo indukci metabo-
lismu.

Zohlednéni toxikokinetickych tdajii

17.  Ackoli to neni vyzadovino, toxikokinetické daje z diive provedenych pfedbéznych studif pro stanoveni rozmezi
dévek nebo jinych studif jsou mimofadné uzitecné pfi planovani struktury studie, volb& drovni dvek a interpretaci
vysledkt. Uzite¢né jsou zejména ty tdaje, které: 1) ovéfuji expozici vyvijejicich se plodt a mlddat zkousené
chemické litce (nebo pifslusnym metabolitim), 2) poskytuji odhad interni dozimetrie, a 3) hodnoti potencidlni
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saturaci kinetickych procesti v zdvislosti na davkach. Jsou-li k dispozici, mély by byt zohlednény i daldf toxikokine-
tické tdaje, jako jsou profily metabolitli, vyvoj koncentrace v Case atd. Béhem hlavni studie lze shromazdit
i dopliujici toxikokinetické ddaje za pfedpokladu, Ze tento sbér nezasahuje do sbéru a interpretace ukazatelt
hlavni studie.

Obecné pii pldnovani rozsifené jednogenera¢ni studie toxicity pro reprodukci je uzite¢né zafadit ndsledujici
soubory toxikokinetickych tdaji:

— pozdni bfezost (napf. den gestace 20) — krev matky a krev plodu,
— stiedn{ laktace (PND 10) — krev matky, krev mlddéte a/nebo mléko,
— brzké odstaveni (napf. PND 28) — krevni vzorky odstaveného mlddéte.

Pfi ur€ovani specifickych analytt (napf. chemickd latka ajnebo metabolity u rodi¢t) a schématu odbéru vzorkd je
zapotiebi postupovat flexibilné. Napiiklad pocet a nacasovani sbéru vzorkd v dany den odbéru vzorkd bude
zdviset na zplisobu expozice a predchozich znalostech toxikokinetickych vlastnosti u zvifat, kterd nejsou bfezi.
U studii potravy stali odbér vzorktl v jeden pevny ¢as v kazdy z téchto dnd, zatimco poddvani dévek zalude¢ni
sondou miZe vyzadovat dal3i Casy odbéru vzorka pro ziskdni lepstho odhadu rozmez{ internich ddvek. Neni vsak
nutné generovat v kterykoli z dnt odbéru vzorkd tGplny vyvoj koncentrace v Case. V nezbytném piipadé miize byt
krev pro fetdlni a neonatdln{ analyzu smichdna podle pohlavi v rdmci vrha.

Zptisob poddni

18.  Pii volbé zpiisobu podani by mél byt zohlednén zptsob, pfipadné zpiisoby, které jsou nejdilezitéjsi z hlediska
expozice ¢lovéka. Ackoli zkuSebni postup je popsdn pro podavani zkousené chemické latky ve stravé, mize byt
upraven pro podavani jinymi zptsoby (pitnou vodou, Zalude¢ni sondou, inhalaci, kizi) v zavislosti na vlastnos-
tech dané chemické latky a pozadovanych informacich.

Volba vehikula

19.  Je-li to nutné, je zkousend chemickd latka rozpusténa nebo suspendovidna ve vhodném vehikulu. Je doporuéeno,
je-li to mozné, nejprve zvazit pouziti vodného roztoku/suspense, potom pouZiti roztoku/suspenze v oleji (napf.
kukufi¢ném oleji). U jiného typu vehikula, neZ je voda, je tfeba zndt jeho toxické charakteristiky. Neméla by byt
pouzivdna vehikula s vlastni toxicitou (napf. aceton, DMSO). Méla by byt urcena stabilita zkouSené chemické latky
v daném vehikulu. Pokud se pro usnadnéni ddvkovéni pouzivd vehikulum nebo jiné aditivum, méla by byt véno-
vana pozornost jeho ndsledujicim charakteristikim: Gi¢inkéim na absorpci, distribuci, metabolismus nebo retenci
zkousené chemické latky, ticinkdim na chemické vlastnosti zkousené chemické latky, které mohou pozmeénit jeji
toxické charakteristiky, a Gi¢inkéim na spotfebu potravy nebo vody nebo nutri¢ni stav zvifat.

Vybér ddvky

20.  Studie by zpravidla méla obsahovat nejméné tii drovné dévek a soubéZnou kontrolu. P vybéru vhodnych drovni
dévek by experimentdtor mél zvazit viechny dostupné informace, v¢etné informaci o davkovéni z ptedchozich
studii, toxikokinetickych daji ziskanych z bfezich nebo nebfezich zvifat, rozsahu lakta¢niho transferu a odhadt
expozice ¢lovéka. Jsou-li k dispozici toxikokinetické tdaje, které uvadéji saturaci toxikokinetickych procest v zdvis-
losti na davkach, je zapottebi se vyvarovat vysokych trovni dévek, které jasné ukazuji saturaci, oviem za pfedpo-
kladu, Ze se ocekavd, Ze expozice lidi budou vyrazné nizsi nez bod saturace. V takovych ptipadech by nejvyssi
trovenl davek méla byt na trovni inflexniho bodu pro pfechod na nelinedrni toxikokinetické chovani nebo jen
mirné nad nim.

21.  Nejsou-li k dispozici piislusné toxikokinetické tdaje, irovné dévek by mély vychdzet z toxickych Gcinkd, nejsou-li
omezeny fyzikdlni/chemickou povahou zkouSené chemické latky. Pokud se drovné davek opiraji o toxicitu,
nejvyssi davka by méla byt vybrdna s cilem vyvolat uréitou systémovou toxicitu, ne viak uhynuti nebo velké
utrpeni zvifat.

22. Meéla by byt zvolena sestupnd fada trovni davek s cilem prokazat tcinky souvisejici s ddvkou a stanovit hodnotu
dévky bez pozorovaného nepfiznivého t¢inku (NOAEL) nebo davky blizko limitu detekce, které by umoznily
odvozeni referenéni ddvky pro nejcitlivéjsi ukazatel(e). S cilem predejit velkym rozmezim ddvek mezi NOAEL
a LOAEL jsou ¢asto optimalni dvojndsobné a# ¢tyindsobné intervaly. Casto je vhodnéjsi piidat ctvrtou experimen-
tln{ skupinu nez pouzit velmi velky interval (napf. odpovidajici faktoru vétsimu nez 10) mezi ddvkami.
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23. S vyjimkou aplikace zkousené chemické latky je tfeba se zvitaty v kontrolni skupiné zachdzet stejnym zptisobem
jako se zvifaty v experimentdlni skupiné. Této skupiné se nepoddvd Zddnd latka nebo tvoii kontrolni skupinu
s napodobenym podévanim nebo se ji poddvd vehikulum, jestlize se pfi poddvan{ zkousené chemické latky vehi-
kulum pouzivd. Pouziva-li se vehikulum, mélo by se kontrolni skupiné podat v nejvyssim pouzivaném objemu.

Limitni zkouska

24.  Pokud neni prokdzdna toxicita u davky nejméné 1 000 mg/kg télesné hmotnosti a den ve studiich s opakovanym
davkovanim nebo pokud se toxicita neocekdva ani na zakladé existujicich tdaji o strukturné/metabolicky pibu-
znych chemickych latkdch, naznacujicich podobnost metabolickych vlastnosti in vivo/in vitro, pak studie s nékolika
dévkami nemus{ byt nutnd. V takovych ptipadech rozsifend jednogeneracni studie toxicity pro reprodukci mize
byt provedena s kontrolni skupinou s jednou davkou o velikosti nejméné 1 000 mg/kg télesné hmotnosti a den.
Pokud v3ak bude toxicita pro reprodukci nebo vyvoj v této limitni dédvce nalezena, budou pro identifikaci NOAEL
pozadovéany dal3i studie pfi nizich tirovnich ddvek. Tyto dvahy o limitni zkousce se uplatiiuji pouze tehdy, kdyz
expozice ¢lovéka nenaznacuje nutnost vyssi drovné davky.

POSTUPY

Expozice potomstva

25.  Upfednostiiovanym zptisobem podani je expozice v potravé. Pokud se provadéji studie s poddvanim latky zalu-
de¢ni sondou, je zapotiebi poznamenat, Ze mlddata budou dostdvat zkouenou chemickou latku pouze neptimo
prostiednictvim mléka, dokud nezatne piimé davkovini po jejich odstaveni. Ve studiich s poddvanim latky
v potravé nebo pitné vodé budou mlddata navic dostdvat zkouSenou chemickou litku pifmo, jakmile za¢nou
béhem posledniho tydne laktaéniho obdobi sama Zrit. Pokud je vylucovani zkousené chemické litky v mléce
$patné a pokud je nedostatek dokladti o nepfetrzité expozici potomstva, mély by byt zvazeny modifikace uspotd-
dani studie. V téchto ptipadech by mélo byt zvdzeno na zakladé dostupnych toxikokinetickych informaci, toxicity
u potomstva nebo zméndch biomarkerd (3) (4) pfimé podavéni ddvek mlddatim v laktaénim obdobi. Pied prove-
denim studii pfimého podédvani ddvek kojenym mlddatim (5) by mély byt peclivé zvdzeny pfinosy a nevyhody.

Plin divkovini a podavini ddvek

26. Z predchozich studii toxicity pfi opakovaném ddvkovéni, které mély adekvétni trvdni, mohou byt k dispozici
urcité informace o estrdlnich cyklech, histopatologickych vySetfenich samciho a samic¢tho pohlavniho ustroji
a analyze varlat/epididymalnich spermii. Délka expozice pred pdfenim v rdmci roziifené jednogenera¢ni studie
toxicity pro reprodukci se tudiZ zaméfuje na odhaleni G¢inkd na funkéni zmény, které mohou zasdhnout do
zpusobu chovdni pfi pafeni a do oplodnéni. Expozice pfed pafenim by méla byt dostate¢né dlouhd kvili tomu,
aby bylo dosazeno stilych podminek expozice u samcd i samic P generace. Ve vétsiné piipadi se za adekvatni
pro obé pohlavi povazuje dvoutydenni expozice pted pafenim. U samic zahrnuje tfi aZ Ctyfi celé estrdlni cykly
a méla by stacit k odhaleni jakychkoli negativnich G¢inkd na cykly. U samcii toto trvani odpovidd dobé pozado-
vané pro epididymdlni ptechod zrajicich spermii a mélo by umoznit odhaleni posttestikuldrnich G¢inkd na
spermie pii pafeni (béhem kone¢nych stadii spermiace a epididymadlniho zrdni spermii). V dobé utraceni, kdy je
naplanovano histopatologické vySetieni varlat a nadvarlat a analyza parametrti spermii, budou samci P a F, gene-
race mit za sebou expozici pro nejméné jeden cely spermatogenni proces ((6) (7) (8) (9) a pokyn OECD
& 151 (40)).

27.  Scénafe expozice samctl pfed pafenim lze pFizpisobit, pokud v pfedchozich studiich byla jasné identifikovdna
toxicita pro varlata (zhorSeni spermatogeneze) nebo G¢inky na integritu a funkci spermatu. Podobné i u samic
mohou zndmé Gcinky zkousené chemické litky na estrdlni cyklus, a tudiZ i pohlavni citlivost oddvodnit rizné
scéndfe expozice pred pdfenim. Ve zvldstnich ptipadech lze akceptovat, aby aplikace u samic P generace byla
zahdjena aZ po ziskdni stéru pozitivniho na spermie (viz pokyn OECD ¢. 151 (40)).

28.  Po stanoveni obdobi poddvani ddvek pted pdfenim by méla byt zvifatim zkouSend chemickd litka poddvana
nepfetrzité po dobu sedmi dnd v tydnu az do pitvy. VSem zvifatim by mély byt divky poddvany stejnym
zptisobem. Poddvani ddvek by mélo pokracovat béhem dvoutydenniho péfeni a u samic P generace po dobu
gestace a laktace aZ do jejich utraceni po odstaveni mlddat. U samct by aplikace méla probihat stejnym zptisobem
az do utraceni v dobé, kdy jsou zvifata F, generace odstavena. U pitvy by pfednost méla byt ddna samicim, které
by mély byt pitvany ve stejném/pfibliZné stejném dni laktace. Pitvu samcl lze v zdvislosti na laboratornich
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moznostech rozlozit na dobu vétsitho poctu dnil. Nebylo-li pfimé poddvani ddvek vybranym samciim a samicim
F, generace zahdjeno jiz béhem obdobi laktace, mélo by zacit pfi odstaveni a mélo by pokracovat az do napldno-
vané pitvy v zdvislosti na zafazeni do kohorty.

29. U chemickych latek poddvanych v potravé nebo v pitné vodé¢ je dileZité zajistit, aby mnoZstvi pouzité zkousené
chemické latky neovliviiovalo normdlni vyzivu nebo vodni rovnovéhu. Pokud je zkouSend chemickd latka
poddvéna v potravé, lze uplatiiovat bud’ konstantni koncentraci v potravé (ppm) nebo konstantni tiroven ddvek
z hlediska télesné hmotnosti zvifete; vybrand moznost by méla byt specifikovana.

30. Pii podavani zkouSené chemické latky zalude¢ni sondou by objem jednordzové podané kapaliny nemél zpravidla
piekrocit 1 ml/100 g télesné hmotnosti (0,4 ml/100 g télesné hmotnosti je maximum pro olej, napf. kukufi¢ny
olej). S vyjimkou drdzdivych nebo Ziravych chemickych latek, kde se ve vyssich koncentracich obvykle ukaze dalsi
zhorSeni acinkt, se proménlivost mnoZstvi zkouSené latky snizi nastavenim takové koncentrace, kterd zajisti
konstantni mnoZstvi na v3ech trovnich ddvek. Aplikace by méla byt provadéna kazdy den zhruba ve stejnou
dobu. Déavka pro kazdé zvife by méla zpravidla vychdzet z posledniho individudlniho urceni télesnéhmotnosti
a méla by byt upravovdna nejméné jednou tydné u dospélych samcti a dospélych nebtezich samic a jednou za dva
dny u bfezich samic a zvifat F, generace, pokud je poddvana pied odstavenim a v priibéhu dvou tydnii po odsta-
veni. Naznacuji-li toxikokinetické udaje nizky placentdrni pfenos zkousené chemické latky, muze byt nutné
podédvéni zalude¢ni sondou v poslednim tydnu bfezosti upravit tak, aby bfezi samici nebyla poddna pfili§ toxickd
dévka. Samicim by chemickd litka v den vrhu neméla byt poddvdna Zalude¢ni sondou ani Zddnym jinym
zpusobem, pii kterém se se zvifaty musi manipulovat; v tento den se upfednostiiuje zkousenou chemickou latku
nepoddvat a nerusit proces porodu.

Pafeni

31. Kazdd samice P generace by méla byt umisténa s jednim, ndhodné vybranym, nepiibuznym samcem z téZe
dévkové skupiny (pafeni 1:1) az do doby, kdy budou pozorovany diikazy o spafeni, nebo do uplynuti dvou tydnd.
Pokud je nedostatek samcti, napiiklad z divodu jejich uhynuti pfed pafenim, lze samce, ktery/ktef se jiz spafilfi,
pafit (1:1) s druhou samici, aby byly spafeny vSechny samice. Den O bfezosti je definovidn jako den, kdy je
potvrzen ditkaz o spéfeni (je nalezena vagindln{ zdtka nebo sperma). Zvifata by méla byt oddélena co nejdiive po
zpozorovéani dikazi o spafeni. Nedoslo-li ke spafeni do dvou tydnti, zvifata by méla byt oddélena bez dalsi
moznosti pafeni. Spafené pary se v zdznamech jasné oznaci.

Velikost vrhu

32.  Ctvrty den po vrhu se velikost viech vrhit upravi nédhodnym vyfazenim nadbyte¢nych jedincii tak, aby bylo pokud
mozno dosazeno poctu péti samct a péti samic z jednoho vrhu. Selektivni eliminace jedincti, napf. na zakladé
télesné hmotnosti, neni vhodnd. Pokud pocet mladych samct nebo samic neumoziiuje ponechat pét od kazdého
pohlavi a vrhu, je moZnd ¢dste¢nd Gprava (napf. ponechat Sest samct a ¢tyfi samice).

Vybér mlddat pro studie po odstaveni (viz obrizek 1)

33.  Pro dal$i zkoumdni je pfi odstaveni (kolem PND 21) mlddat ze viech dostupnych vrhii vybrdno az do 20 jedinct
na jednu ddvkovou skupinu a také kontrolni skupina a tento stav je udrzovdn az do pohlavni zralosti (pokud
nejsou vyzadovany diivéjsi zkousky). Jedinci jsou vybirdni ndhodné s tou vyjimkou, Ze by neméla byt do téchto
skupin zafazovdna zakrsld mlddata (zvifata s t€lesnou hmotnosti, jez je o dvé smérodatné odchylky niZ$i nez
stfedni hmotnost mlddat v ptislusném vrhu), jelikoz nejsou pravdépodobné reprezentativnimi zdstupci experimen-
téln{ skupiny.

V PND 21 jsou vybrani jedinci F, generace ndsledujicim zpiisobem ndhodné zafazeni do jedné ze tf kohort
zvitat:

kohorta 1 (1 A a 1B) = zkousSeni toxicity pro reprodukci/vyvoj,

kohorta 2 (2 A a 2B)

zkouseni vyvojové neurotoxicity,

kohorta 3 = zkouSeni vyvojové imunotoxicity.
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Kohorta 1 A: jeden samec a jedna samice z vrhu a skupiny (20/pohlavi/skupinu): prioritni vybér pro primdrni
posouzeni G¢inkd na rozmnoZovaci soustavu a hodnocen{ obecné toxicity.

Kohorta 1B: jeden samec a jedna samice z vrhu a skupiny (20/pohlavi/skupinu): prioritni vybér pro ndsledné
posouzeni reproduktivntho vykonu pédfenim zvifat F, generace, kdyz je to pfedepsino (viz pokyn OECD
¢. 117 (39)), a pro ziskdni dalsich tdajii o histopatologickych vySetfenich v pfipadé podezfeni na reproduktivni
nebo endokrinni toxikanty nebo v ptipad¢, kdy jsou vysledky z kohorty 1 A dvojznacné.

Kohorta 2 A: celkem 20 mlddat na skupinu (10 samcti a 10 samic na skupinu; jeden samec nebo jedna samice
z kazdého vrhu) pfidélenych pro dcely neurobehaviordlnich zkousek ndsledovanych neurohistopatologickym
posouzenim u dospélych.

Kohorta 2B: celkem 20 mlddat na skupinu (10 samcti a 10 samic na skupinu; jeden samec nebo jedna samice
z kazdého vrhu) pfidélenych pro déely neurohistopatologického posouzeni pii odstaveni (PND 21 nebo PND 22).
Pokud neni dostatek zvitat, méla by byt zvitata pfednostné zafazena do kohorty 2 A.

Kohorta 3: celkem 20 mlddat na skupinu (10 samct a 10 samic na skupinu; pokud mozno z kazdého vrhu jeden
jedinec). Dalsi mladata z kontrolni skupiny mohou byt pouzita pro pozitivni kontrolu pfi zkousce protilitkové
odezvy zavislé na T buiikdch (TDAR) v PND 56 + 3.

34.  Pokud by ve vrhu byl nedostatek mladat na to, aby mohla byt zafazena do vSech kohort, md pfednost kohorta
¢ 1, jelikoz mtiZe byt rozsifena o produkci F, generace. V piipadé specifické potieby lze do kterékoli z kohort
zafadit dalsi mlddata, napt. pokud existuje podezieni, Ze dand chemickd ldtka je neurotoxikant, imunotoxikant
nebo reproduktivni toxikant. Tato mlddata Ize vyuzit ke zkouskdm v jinych Casovych intervalech nebo pro hodno-
ceni dopliujicich ukazatelt. Mladata, kterd nebudou zafazena do kohort, budou podrobena klinickym bioche-
mickym vySetfenim (odstavec 55) a celkové pitvé (odstavec 68).

Druhé pifeni zvifat P generace

35. Druhé péfeni neni u zvifat P generace zpravidla doporucovano, jelikoz probihd na tkor ztraty dilezitych infor-
maci o po¢tu implanta¢nich mist (a tedy tdaji o postimplanta¢nich a perinatdlnich ztratach, indikdtort o mozném
teratogennim potencidlu) pro prvni vrh. Potieba ovéfit nebo objasnit G¢inek u samic, které byly vystaveny expo-
zici, by byla uspokojena lépe, pokud by studie byla rozsitena o péfeni F, generace. Avsak druhé pdfeni samct P
generace se samicemi, kterym nebyla poddvdna dand chemickad ldtka, je vzdy moznosti, jak vyjasnit nejednoznacné
nalezy nebo dale charakterizovat ¢inky na plodnost pozorované pti prvnim péfeni.

POZOROVANI ZIVYCH ZVIRAT

Poznatky z klinického pozorovini

36. U zvifat P generace a vybranych zvifat F, generace se vSeobecné klinické pozorovani provadi jednou denné.
V piipadé podavani ddvek zalude¢ni sondou by klinické pozorovani mélo probéhnout pfed poddnim a po podani
dévky (za Gcelem zjisténi piipadnych zndmek toxicity spojenych se $pickovou koncentraci plazmy). Zaznamenaji
se vyznamné zmény chovéni, zndmky ztiZeného nebo prodluzovaného vrhu a vSechny ptiznaky toxicity. Dvakrat
denng, o vikendech jednou denné, se provede vy3etfeni viech zvifat za tcelem zjisténi zdvazné toxicity, morbidity
a mortality.

37. Navic se jednou tydné provede podrobnéjsi vysetfeni vSech zvifat P a F, generace (po odstaveni), pficemz toto
vySetfeni ze pithodné provadét pfi vazeni zvifete, coz by minimalizovalo stres z manipulace. Pozorovéani by méla
byt provadéna peclivé a méla by byt zaznamendvdna pomoci systémt hodnocent, které byly definovany zkusebni
laboratofi. Je tieba se pokusit zajistit, aby rozdily mezi podminkami zkous$ek byly minimélni. VySetfeni by mélo
mimo jiné zahrnovat zmény kiZe, srsti, o¢f a sliznic, vyskyt sekrett a exkret a vegetativnich funkci (napt.slzeni,
zjezeni srsti, velikost zornic, nezvyklé dychdni). Zaznamenavat by se mély zmény chuize, polohy a reakce na mani-
pulaci, dile pfitomnost klonickych a tonickych pohybd, stereotypli v chovéni (napf.vytrvalych Cisticich pohybt
nebo opakovaného krouZzeni) nebo bizarniho chovani (napf.sebeposkozovéni, pohybu pozpdtku).
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Télesnd hmotnost a spotfeba potravy a vody

38.  Zvifata P generace jsou vaZena prvni den poddni davky a poté nejméné jednou tydné. Kromé toho jsou samice P
generace vdzeny béhem laktace ve stejné dny, ve které probihd vdzeni mlddat z jejich vrhi (viz odstavec 44).
Viechna zvifata F, generace jsou vdZena individudlné pii odstaveni (PND 21) a poté nejméné jednou tydné.
Télesnd hmotnost je také zaznamendna v den, kdy dosdhnou puberty (dokonéeni odlouceni pfedkozky nebo vagi-
ndlni prichodnost). Viechna zvifata jsou vdZena pii utraceni.

39. Béhem studie je nejméné jednou tydné ve stejné dny jako vdZeni télesné hmotnosti zvifat (s vyjimkou obdobi
kohabitace) zaznamendvédna spotieba potravy a vody (v piipadé podavani zkousené chemické latky v pitné vodg).
Spotieba potravy v kazdé kleci zvifat F, generace je pocinaje vybérem do pfislusné kohorty zaznamendvina
jednou tydné.

Estrélni cykly

40.  Predbézné informace o ucincich zkousené chemické latky na estralni cyklus mohou byt k dispozici jiz z predcho-
zich studif toxicity pfi opakovaném ddvkovdni a lze je pouzit pfi sestavovdni zkuSebniho postupu specifického
pro zkousenou chemickou latku, ktery se tykd rozsifené jednogeneraéni studie toxicity pro reprodukci. Hodnoceni
estralnich cykld (pfi vagindlni cytologii) za¢ne zpravidla na za¢dtku obdobi expozice a bude pokracovat az do
potvrzeni péfeni nebo do konce dvoutydenniho obdobi péfeni. Pokud pted aplikaci probéhl screening samic
z hlediska normdlniho estrdlntho cyklu, je pak vhodné pokracovat se stéry i po zahdjeni aplikace. Pokud vsak
existuje podezieni na nespecifické wc¢inky pii zahdjeni expozice (napf. pocdteni vyrazné snizeni spotieby
potravy), mize byt zvifatim ddna moznost adaptace na expozici po dobu az dvou tydni pted zahdjenim dvouty-
denniho obdobi odbéru stért trvajictho az do pafeni. Pokud je obdobi expozice ldtce samicim takto prodlouzeno
(tj. na &tyftydenni aplikaci pfed pafenim), mél by byt zvdzen ndkup mladsich zvifat a prodlouzeni obdobi expo-
zice samct pfed pdrenim. Pfi ziskdvani vagindlnich/cervikdlnich bunék je tfeba neporusit sliznice a ndsledné tak
nevyvolat stav falesné brezosti (10) (11).

41.  Vagindlni stéry by mély byt od zacdtku vagindlni prichodnosti zkoumany kazdy den u vSech samic F, generace
v kohorté 1 A, dokud nebude zaznamendn prvni stér zrohovatélych bunék, aby bylo mozno ur¢it ¢asovy interval
mezi témito dvéma udalostmi. Estrdlni cykly vSech samic F, generace v kohorté 1 A by mély byt monitoroviny
po dobu dvou tydnd, a to pfiblizné od PND 75. Kromé toho, bude-li nutné pafeni F, generace, bude po obdobi
sparovani az okamziku odhalen{ dikazi o spdfeni ndsledovat vaginalni cytologie v kohorté 1B.

Pifeni a biezost

42.  Kromé standardnich ukazateld (napf. télesnd hmotnost, spotieba potravy, klinickd pozorovani vcetné kontroly
mortality/morbidity), jsou zaznamendna data pafeni, datum oplodnéni a datum vrhu a vypolita se prekoitdln{
interval (pafeni az oplodnéni) a trvani bfezosti (oplodnéni aZ vrh). Samice P generace by mély byt v dobé oceké-
vaného vrhu peclivé prohlédnuty, zda nevykazuji zndmky dystokie. Mély by byt zaznamenany jakékoli anomalie
pfi tvorbé hnizda nebo péci o mlddata.

43.  Den, kdy dojde k vrhu, je pro samici nulty den laktace (LD 0) a pro potomstvo nulty postnatdlni den (PND 0).
Pripadné mohou veskerd srovndni vychdzet také z postkoitdlni doby, aby se eliminovaly nejasnosti v udajich
o postnatdlnim vyvoji na zdkladé rozdila v trvani bfezosti; mélo by byt viak zaznamendno i nacasovani v souvis-
losti s vrhem. To je dtilezité zejména tehdy, kdyZz zkousend chemicka latka vykazuje vliv na trvan{ biezosti.

Parametry potomstva

44.  Vrhy se vySetii co nejdifve po vrhu (PND 0 nebo 1), aby bylo mozno stanovit pocet a pohlavi mlddat, pocet
mrtvé a zivé narozenych mlddat a pfitomnost ndpadnych anomdlii (z vnéjsku patrné anomélie, mezi néz pati
roz§tép patra, podkozni krevni vyrony, abnormalni barva nebo textura kiZe, pfitomnost pupe¢ni $iitiry, nedo-
statek mléka v Zaludku, pfitomnost suchych sekretd). Kromé toho prvni klinické vysetfeni novorozenych mlddat
zahrnuje kvalitativni hodnoceni télesné teploty, stav aktivity a reakci na manipulaci. Mlddata, kterd byla nalezena
mrtvd v PND 0 nebo pozdéji, se vysetii na mozné defekty a piicinu smrti. Zivd mlddata se spocitaji, kazdé se
zvézi v PND 0 nebo PND 1 a poté v pravidelnych intervalech, napf. alespori v PND 4, 7, 14 a 21. Klinické vyse-
tfeni dle staf zvifat se zopakuje pfi vaZeni potomstva nebo castéji, pokud byly pfi narozeni u¢inény specifické
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ndlezy. Zaznamenané piiznaky by mohly mimo jiné zahrnovat externi anomalie, zmény kiiZe, srsti, o¢i, sliznic,
vyskyt sekretii a exkretd a vegetativnich funkci. Zaznamendvat by se mély zmény chiize, polohy a reakce na mani-
pulaci, déle ptitomnost klonickych a tonickych pohybd, stereotypt v chovani nebo bizarniho chovani.

45. U kazdého mlddéte je tfeba nejméné jednou v dobé od PND 0 do PND 4 zméfit anogenitdln{ vzdélenost (AGD).
V den méfeni AGD by méla byt zjisténa télesnd hmotnost mlddéte a AGD by méla byt normalizovdna na néjakou
miru velikosti mlddat, nejlépe tfeti odmocninu télesné hmotnosti (12). V PND 12 nebo 13 se zkontroluje ptitom-
nost bradavek/prsnich dvorcti u mladych samct.

46.  Vsechna vybrand zvifata F, generace jsou kazdy den posuzovdna z hlediska odpojeni pfedkozky u samct nebo
vagindln{ prostupnosti u samic, anebo tato pozorovini mohou zapocit pred dnem, kdy se ocekdvd dosazeni téchto
ukazateld, aby se zjistilo, zda pohlavni zralost nastane brzy. Zaznamenajf se jakékoli anomélie pohlavnich orgdn,
jako je perzistentni vagindlni vldkno, hypospadie nebo rozstép penisu. Pohlavni zralost zvifat F, generace je
porovnéna s fyzickym vyvojem pii uréeni stafi a télesné hmotnosti v pfipadé odpojeni pfedkozky u samcii nebo
vagindln{ prostupnosti u samic (13).

Posouzeni potencidlni vyvojové neurotoxicity (kohorty 2 A a 2B)

47.  Pro posouzeni neurotoxicity se pouzije deset samct a deset samic z kohorty 2 A a deset samct a deset samic
z kohorty 2B z kazdé experimentalni skupiny (za kazdou kohortu: jeden samec nebo jedna samice z vrhu; viech-
ny vrhy zastoupené nejméné jednim mladym jedincem; ndhodny vybér). U zvitat z kohorty 2 A jsou posuzoviny
reakce na necekané zvukové podnéty, je provedena funkéni pozorovaci baterie, je provedeno vysetfeni motorické
¢innosti (viz odstavce 48-50) a neuropatologickd vySetfeni (viz odstavce 74-75). Je tieba zajistit, aby byly rozdily
ve zku$ebnich podminkdch jen minimdln{ a nesouvisely systematicky s aplikaci. Mezi proménnymi, které mohou
ovlivnit chovéni, jsou hladina zvuku (napf. ptreruSovany hluk), teplota, vlhkost, osvétleni, zdpachy, denni doba
a odchylky v Zivotnim prosttedi. Vysledky zkousek neurotoxicity by mély byt interpretovany v souvislosti s ndleZi-
tymi historickymi kontrolnimi referenénimi rozmezimi. Zvitata kohorty 2B by méla byt pouzita k neuropatologic-
kému posouzeni v PND 21 nebo 22 (viz odstavce 74-75).

48.  Zkouska odezvy na necekané zvukové podnéty se provede v PND 24 (£ 1 den) na zvifatech z kohorty 2 A. Den
zkousek by mél byt rovnomérné rozloZen napii¢ skupinami, jimz je poddvana dand chemickd latka, a kontrolnimi
skupinami. Kazdd sekce je tvofena 50 pokusy. P¥ provadéni zkousky reakce na necekané zvukové podnéty se
stanovi stfedni reakéni amplituda v kazdém bloku deseti pokusti (pét blokt o deseti pokusech), ptficemz zkusebni
podminky by mély byt optimalizovany tak, aby byla zaji$téna habituace uvnitt sekce. Tyto postupy by mély byt
konzistentni se zkuSebni metodou B.53 (35).

49. Ve vhodnou dobu mezi PND 63 a PND 75 jsou zvifata z kohorty 2 A podrobena funkéni pozorovaci baterii
a automatizované zkou$ce motorické ¢innosti. Tyto postupy by mély byt konzistentni se zkuSebnimi metodami
B.43 (33) a B.53 (35). Soucasti funkéni pozorovaci baterie je dikladny popis vzhledu, chovani a funkéni integrity
subjektu. Tyto parametry se hodnoti na zdkladé pozorovani v chovné kleci, po ptesunu do standardniho pozoro-
vactho prostoru (otevieny prostor), kde se zvife pohybuje volné, a pfi manipula¢nich zkouskach. P¥i zkouskach se
postupuje od té nejméné aZ po tu nejvice interaktivni. Seznam sledovanych parametrt je uveden v dodatku 1.
Vsechna zvifata by méla byt peclivé pozorovana zkusenymi pracovniky, kteff nemaji informaci o skuping, do které
zvife patfi, za pouziti standardizovanych postupd, které by mély minimalizovat variabilitu zptsobenou pozorova-
telem. Doporucuje se, aby zvifata hodnotila v dané zkousce pokud mozno tatdz osoba. Neni-li to mozné, je
potiebné mit né&aky odhad spolehlivosti mezi osobami provadéjicich vySetfeni. U kazdého parametru funkéni
pozorovaci baterie se pouZivaji explicitni definované stupnice a kritéria hodnoceni. Pro ukazatele, kde se pouzivd
subjektivni posouzen, je tfeba definovat objektivni kvantitativni kritéria. V pifpadé motorické ¢innosti je kazdé
zvife testovano individudlné. Zkouska by méla trvat dostate¢né dlouho na to, aby u kontroln{ skupiny mohla byt
prokdzana habituace v rdmci sekce. Motorickd ¢innost se monitoruje pomoci zafizeni pro automaticky zdznam
aktivity, které je schopno odhalit nartist i pokles aktivity (tj. zdkladni aktivita zméfend zafizenim by neméla byt
tak nizka, aby bylo vylouceno odhaleni poklest, ani tak vysokd, aby bylo vylouceno odhaleni ndrtstu ¢innosti).
Kazdé zafizeni by mélo byt otestovdno standardnimi postupy, aby byla v mozném rozsahu zajisténa spolehlivost
provozu zafizeni v pfislusné dny. Pokud jde o zafizeni, experimentdlni skupiny by mély byt co nejvyvazenéjsi.
Experimentalni skupiny by mély byt vyvdzené zastoupeny ve zkusebnich ¢asech, aby se predeslo zkresleni dennim
rytmem c¢innosti.

50. Pokud stdvajici informace naznacuji potfebu dalsich funkénich zkousek (napf. smyslovych, socidlnich, kognitiv-
nich), mély by takové zkousky byt zafazeny tak, aby nebyla ohroZena integrita ostatnich hodnocen{ provadénych
v ramci studie. Pokud jsou tyto zkousky provddény u stejnych zvifat, u kterych byly provddény standardni
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zkousky reakce na necekané zvukové podnéty, hodnoceni funkéni pozorovaci baterie a zkousky motorické
¢innosti, mély by byt naplanovény jiné zkousky, aby se minimalizovalo riziko ohroZeni integrity téchto zkousek.
Pokud empirické pozorovéni, predpoklddané ticinky nebo mechanismus/zptisob G¢inku naznacuji specificky typ
neurotoxicity, mohou byt obzvlasté uzitetné dopliiujici postupy.

Posouzeni potencidlni vyvojové imunotoxicity (kohorta 3)

51. 'V PND 56 (£ 3 dny) se deset samcti a deset samic z kohorty 3 z kazdé experimentalni skupiny (jeden samec nebo
jedna samice z vrhu; viechny vrhy zastoupeny nejméné jednim mladym jedincem; ndhodny vybér) pouzije v testu
protilatkové odezvy zdvislé na T bunkdch, tj. ve zkousce primdrni IgM protilitkové odezvy na antigen zdvisly na
T burikdch, jako je napf. SRBC test vyuzivajici ov¢ich krvinek nebo test KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin) s vyuzZitim
hemocyaninu mofského ¢lenovce Megathura crenulata, konzistentni se soucasnymi postupy imunotoxikologickych
zkousek (14) (15). Odezvu lze zhodnotit tak, Ze se spocitaji specifické bunky vytvarejici plak (PFC, plaque-forming
cells) na sleziné nebo Ze se urdi titr protilatky IgM specifické pro SRBC nebo KLH v séru metodou ELISA p¥i maxi-
mélni odpovédi. Odpovéd zpravidla vrcholi étyfi (pocet PFC) nebo pét dni (metoda ELISA) po nitroZzilni imunizaci.
Pokud je primdrni protilatkovd odpovéd analyzovdna spocitinim bunék vytvafejicich plak, je ptipustné zhodnotit
podskupiny zvifat v oddélené dny za ptedpokladu, Ze: imunizace a utraceni podskupiny jsou nacasovény tak, Ze
PFC jsou pocitdny na vrcholu odpovédi; ze podskupiny obsahuji stejny pocet samcich a samicich potomkd ze
viech davkovych skupin, véetné kontrolnich skupin; a Ze podskupiny jsou hodnoceny v dobu pfiblizné stejného
postnatdlniho stdf{.Expozice zkouSené chemické litce bude pokracovat az do dne pred odbérem slezin pro tcely
reakce PFC nebo séra pro tcely analyzy ELISA.

Niésledné hodnoceni potencidlni toxicity pro reprodukci (kohorta 1B)

52.  Zvifata z kohorty 1B Ize zachovat pro téely aplikace i po PND 90 a Ize je chovat s cilem ziskat v pfipadé potieby
F, generaci. Samci a samice z téZe ddvkové skupiny by méli byt pafeni (pficemz je tieba zamezit pafeni souro-
zenctl) az po dobu dvou tydnil pocinaje po PND 90 nejdéle viak do PND 120. Postupuje se podobné jako u zvifat
P generace. AvSak na zdkladé posouzeni zdvaznosti ditkazd moznd postali, kdyZ budou vrhy utraceny v PND 4
a nebudou sledoviny az do odstaveni nebo jesté déle.

KONECNA POZOROVANI

Klinickd biochemickd/hematologickd vysetfeni

53. U zvifat P generace se sleduji systémové ucinky. Pii utraceni jsou deseti ndhodné vybranym samctim a samicim P
generace z kazdé davkové skupiny odebrdny nalacno krevni vzorky z definovaného mista, které jsou ulozeny za
vhodnych podminek a podrobeny ¢dstecnému nebo komplexnimu hematologickému vySetfeni, klinickému
biochemickému vySetfeni, analyze T4 a TSH nebo jinym vySetfenim vyplyvajicim z profilu zndmého wéinku
zkousené chemické latky (viz pokyn OECD ¢. 151 (40)). Zkoumaji se tyto hematologické parametry: hematokrity,
koncentrace hemoglobinu, pocet erytrocytd, celkovy a diferencidlni pocet leukocytd, pocet krevnich desticek
a srdzlivost krve (Cas/potencidl). Vyseteni plazmy nebo séra zahrnuji: glukézu, celkovy cholesterol, mocovinu,
kreatinin, celkové bilkoviny, albumin a nejméné dva enzymy ukazujici na hepatoceluldrni Gcinky (jako napf. alani-
naminotransferdza, aspartdtaminotransferdza, alkalickd fosfataza, gamma-glutamyltranspeptiddza a sorbitoldehydro-
genasa). Za urCitych okolnosti Ize ziskat uZite¢né informace méfenim dalich enzymt a Zluc¢ovych kyselin. Mimo
to lze krev odebrat vSem zvifatim a ulozit ji pro pfipadnou pozdéjsi analyzu, aby bylo mozné vyjasnit nejedno-
znacné Ucinky nebo ziskat idaje o interni expozici. Pokud neni zamysleno druhé pafeni zvifat P generace, jsou
krevn{ vzorky odebrany tésné pred procesem planovaného utraceni nebo v jeho rdmci. V pfipadé zachovani zvifat
se krevni vzorky shromdzdi nékolik dni pfed druhym péfenim zvifat. Pokud existujici tdaje ze studii s opako-
vanym poddvanim ddvek neuvddgji, ze dany parametr neni zkouSenou chemickou litkou dotcen, provede se
analyza moci pfed utracenim a zhodnoti se ndsledujici parametry: vzhled, objem, osmolalita nebo hustota, pH,
piitomnost bilkovin, glukdzy, krve a krvinek, bunéné zbytky. Moc¢ Ize také odebrat pro ticely monitorovani vylu-
Covéni zkou$ené chemické latky ajnebo metabolitu/d.

54. U zvifat F, generace se sleduji systémové Gcinky. Pfi utraceni jsou deseti ndhodné vybranym samciim a samicim
z kohorty 1 A z kazdé davkové skupiny odebrdny nala¢no krevni vzorky z definovaného mista, které jsou ulozeny
za vhodnych podminek a podrobeny standardnimu klinickému biochemickému vysetfeni, véetné posouzeni séro-
vych hladin hormoni stitné zldzy (T4 a TSH), hematologického vysetfeni (celkovy a diferencidlni pocet leukocytt
a pocet erytrocytdl) a vysetieni moci.
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55. U piebyte¢nych mlddat je v PND 4 provedena celkovd pitva a je na uvdzeni, zda provést méfeni koncentraci
hormonu §titné Zldzy (T4) v séru. V pfipadé potieby lze krev novorozenych mlddat (PND 4) z jednotlivych vrhi
smichat pouzit pro biochemické analyzy/analyzy hormonu stitné Zldzy. Krev pro analyzu T4 a TSH je také
odebrdna odstavenym jedinciim, u nichz byla v PND 22 provedena celkova pitva (mlddata F, generace nevybrand
do kohort).

Parametry spermatu

56.  Parametry spermatu se zméf u vSech samcii P generace, pokud dostupné tidaje neukazuji, Ze béhem devadesati-
denni studie parametry spermii nebyly postiZeny. Parametry spermii se zkoumaji u viech samct z kohorty 1 A.

57.  Pii ukonleni studie je u vSech samct P a F, generace (kohorta 1 A) zaznamendna hmotnost varlat a nadvarlat.
Nejméné jedno varle a jedno nadvarle je vyhrazeno pro histopatologické vysetfeni. Zbyvajici nadvarle se pouzije
ke spocitani zdsoby spermif v ocasu nadvarlete (16) (17). Kromé toho se z ocasu nadvarlete (nebo chimovodu)
pro tcely posouzeni motility a morfologie spermii odebere sperma pomoci metod, které minimalizuji poskozeni.

58.  Motilitu spermii lze vyhodnotit bud bezprostfedné po utraceni, nebo lze provést zdznam pro pozdgsi analyzu.
Procento progresivné pohyblivych spermii se stanovi subjektivné, nebo objektivné pomoci pocitacové analyzy
pohyblivosti (19) (20) (21) (22) (23) (24). Pro ucely hodnoceni morfologie spermii se vzorky epididymaélnich
spermif (nebo spermif z chimovodu) vysetif jako fixované nebo vlhké (25) a (minimdlné 200 na vzorek) klasifikuji
se jako normadlni (jako normdlni se jevi hlava i stfedni Cdst/bi¢ik), nebo abnormdlni. Pfiklady morfologickych
odchylek spermii zahrnuji spojent, izolované hlavicky a zdeformované hlavicky a/nebo biciky (26). Zdeformované
nebo velké hlavicky spermii mohou poukazovat na defekty tvorby spermii.

59.  Pokud jsou vzorky spermii p#i pitvé zmraZeny, stéry zakonzervovany a pofizeny obrazové zdznamy pro analyzu
motility spermii (27), lze naslednou analyzu omezit na kontrolni samce a na samce, jimz byly podavdny vysoké
davky. Pokud se v3ak zjisti a¢inky spojené s aplikaci, je nutné zhodnotit i skupiny s niz§imi davkami.

Celkovi pitva

60.  Po utraceni nebo uhynuti béhem studie jsou vSechna zvifata P a F, generace podrobena pitvé a vySetfena makro-
skopicky na jakékoliv strukturdlni anomadlie anebo patologické zmény. Specidlni pozornost je tfeba vénovat
orgdntim rozmnozovaci soustavy. U mlddat, kterd jsou humdnnim zpiisobem utracena ve stavu agénie, a u mrtvych
mlddat, kterd nejsou rozloZena, se provede zdznam o této skuteCnosti a vySetfeni za tcelem zjisténi moznych
defektt a/nebo pficiny uhynuti.

61. U samic P a F, generace se v den pitvy vySeti{ vaginalni stér s cilem urcit stadium estrdlntho cyklu a umoznit kore-
laci s histopatologickym vySetfenim pohlavnich orgdnd. Déloha vech samic P generace (a pfipadné F,) se vySeti{
na piitomnost a pocet zachycenych vajicek v déloze zptisobem, ktery nebude mit vliv na histopatologické hodno-
ceni.

Hmotnost orgdni a uchovini tkdni — dospéld zvifata P a F, generace

62. Vokamziku utraceni se u vSech zvifat P generace a viech dospélych zvifat F, generace z ptislusnych kohort (jak je
uvedeno nize) stanovi télesnd hmotnost a hmotnost dile uvedenych organt ve vlhkém stavu co nejdfive po pitve,
aby nedoslo k vyschnuti. Tyto orgdny se poté uchovaji za vhodnych podminek. Neni-li stanoveno jinak, parové
organy se mohou zvazit oddélené nebo spolecné, a sice v souladu s obvyklou praxi dané laboratofe.

— deéloha (s vejcovody a déloznim hrdlem), vaje¢niky,
— varlata, nadvarlata (celkem a kaudalni ¢ast pro vzorky pouzité ke stanoveni poctu spermi),

— prostata (dorzolaterdlni a ventralni ¢asti spolecné). P odstranovani celku prostaty je tieba postupovat opatrng,
aby nedoslo k propichnuti semennych vackd naplnénych kapalinou. V pfipadé tcinku aplikace litky na
celkovou hmotnost prostaty by dorzolaterdlni a ventrdlni ¢asti mély byt po fixaci pitvdny opatrné a mély by
byt zvdzeny samostatng,
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— semenné vacky s koagula¢nimi zldzami a jejich tekutinami (jako jedna jednotka),

— mozek, jtra, ledviny, slezina, brzlik, hypofyza, stitnd 7ldza (po fixaci), nadledvinky a zndmé cilové orgdny
nebo tkané.

63. Kromé organti uvedenych vysSe se za vhodnych podminek uchovaji vzorky periferntho nervu, svaldi, michy, oka

s ofnim nervem, trdvici soustavy, mocového méchyfe, plic, priidusnice (s pfipojenou stitnou Zldzou a piistitnymi
télisky), kostni dfené, chimovodu (samci), prsni Zlazy (samci a samice) a vaginy.

64.  Vsechny organy zvifat kohorty 1 A se zvdzi a uchovaji pro ucely histopatologického vySetfeni.

65. Pro tcely zkoumdni prenatdlné a postnatilné indukovanych imunotoxickych G¢inkd bude deset samcii a deset
samic z kohorty 1 A z kazdé exponované skupiny (jeden samec nebo jedna samice z vrhu, vechny vrhy zastou-
pené nejméné jednim mladym jedincem; ndhodny vybér) podrobeno pii utraceni nasledujicim krokam:

— vazeni lymfatickych uzlin spojenych i nespojenych se zptisobem expozice (kromé hmotnosti nadledvinek,
brzliku a sleziny jiz zvaZenych u vSech zvifat z kohorty 1 A),

— analyza subpopulace lymfocyti ve sleziné (CD4+ a CD8+ T lymfocyty, B lymfocyty a NK buriky) v jedné polo-
viné sleziny, druhd polovina bude uloZena pro histopatologické posouzeni.

Analyza subpopulaci lymfocytil ve sleziné u neimunizovanych zvifat (kohorta 1 A) stanovi, zda expozice souvisi

se zménou v imunologické rovnovdzné distribuci ,pomocnych’ (CD4+) nebo cytotoxickych (CD8+) lymfocytt
odvozenych z brzliku nebo NK bunék (rychlé reakce na neoplastické buriky a patogeny).

66. U zvifat kohorty 1 A se zvazi ndsledujici orgdny a odpovidajici tkdné se zpracuji do stadia block:

— vagina (nevazend),

— déloha s déloznim hrdlem,

— vajecniky,

— varlata (alespon jedno),

— nadvarlata,

— semenné vacky a koagula¢ni Zlazy,
— prostata,

— hypofyza,

— urcené cilové organy.

V kohorté 1B se provede histopatologické vysetieni, pokud vysledky z kohorty 1 A budou nejednozna¢né nebo
bude existovat podezfeni na reprodukéni nebo endokrinni toxikanty.

67. Kohorty 2a a 2B: zkouska vyvojové neurotoxicity (PND 21 nebo PND 22 a dospélé potomstvo). Zvifata kohorty
2 A jsou utracena po zkouskdch chovini, pfiemz je zaznamendna hmotnost mozku a je provedeno kompletni
neurohistopatologické vysetfeni pro téely neurotoxikologického posouzeni. Zvifata kohorty 2B jsou utracena
v PND 21 nebo PND 22, pfi¢emZ je zaznamendna hmotnost mozku a je provedeno mikroskopické vySetfeni
mozku pro Gcely neurotoxikologického posouzeni. Perfizni fixace se provadi povinné u zvifat kohorty 2 A a je
volitelnd u zvifat kohorty 2B, postup je uveden v metodé B.53 (35).

Hmotnost orgdni a uchovini tkdni — odstaveni potomci generace F,

68. Mlddata, kterd nejsou vybrdna do kohort, véetné zakrslych mlddat, jsou po odstaveni, v PND 22, utracena, pokud
z vysledkd nevyplyva potieba dalsich vySetfeni za Zivota. Utracend mlddata jsou v souladu s odstavci 62 a 63
podrobena celkové pitvé, kterd zahrnuje posouzeni rozmnozovacich orgdnd. U maximdlné deseti mlddat od
kazdého pohlavi a skupiny, z co nejvétsiho poctu vrha, se vazi mozek, slezina a brzlik, které se uchovaji za vhod-
nych podminek. Kromé toho Ize pro dalsi mikroskopickou analyzu (*)(viz pokyn OECD ¢. 151 (40)) uchovat prsni
tkdné téchto mladych samcti a samic. Strukturni abnormality a cilové tkdné se ulozi pro piipadné histologické
vySetfeni.

(") Vyzkum ukdzal, Ze prsni zldza, zejména v obdobf jejiho raného vyvoje, je citlivym ukazatelem d¢inku estrogenu. Doporucuje se, aby do
této zkuSebni metody byly po validaci zahrnuty ukazatele zahrnujici prsni zldzy mladat obou pohlavi.
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Histopatologickd vySetfeni — zvifata P generace

69. Je provedeno tplné histologické vySetfeni orgdnt vyjmenovanych v odstavcich 62 a 63 u viech zvifat skupiny
s vysokou davkou a kontrolni skupiny P generace. Na pomoc p#i urcovani NOAEL by u viech zvifat ze skupin
s niz§imi ddvkami mély byt vySetfeny orgdny vykazujici zmény souvisejici s aplikaci. Histopatologické vysetieni se
navic provede u rozmnozZovacich organti viech zvifat, u kterych je podezieni na sniZzenou plodnost, napt. u téch,
u kterych nedoslo k pdfeni, zabfeznuti, oplodnéni nebo k vrhu zdravého potomstva nebo u kterych byl ovlivnén
estralni cyklus nebo pocet, motilita nebo morfologie spermii, a u viech tkdni s vyraznymi 1ézemi.

Histopatologickd vySetfeni — zvifata F, generace

Zvitata kohorty 1

70. U viech dospélych zvitat kohorty 1 A z kontrolni skupiny a skupiny s vysokou davkou je provedeno celkové
histologické vysetfeni orgdnti vyjmenovanych v odstavcich 62 a 63. VSechny vrhy by mély byt zastoupeny
nejméné jednim mlddétem od kazdého pohlavi. Na pomoc pii urcovani NOAEL by u vSech zvifat ze skupin
s niz§imi davkami mély byt vySetfeny orgdny a tkdné vykazujici zmény souvisejici s aplikaci a vSechny tkdné
s vyraznymi lézemi. Pro hodnoceni prenatdlné a postnatilné indukovanych Gc¢inkd na lymfatické orgdny bude
u deseti samcti a deseti samic z kohorty 1 A provedeno vedle histopatologického hodnoceni brzliku, sleziny
a nadledvinek, které bylo jiz provedeno u vSech zvifat 1 A, také histopatologické vySetfeni odebranych lymfatic-
kych uzlin a kostn{ dfené.

71. 'V pfipadé podezieni na reprodukéni nebo endokrinni toxikanty by mély byt vySetfeny reproduktivni a endokrinn{
tkdné vsech zvifat kohorty 1B zpracované do stadia blockd, jak je uvedeno v odstavci 66. Zvitata kohorty 1B by
také méla byt podrobena histologickému vysetieni, pokud jsou vysledky z kohorty 1 A nejednozna¢né.

72. Vajecniky dospélych samic by mély obsahovat primordialni a rostouci folikuly i Zluta téliska. Z tohoto ddvodu by
histopatologické vysetfeni mélo byt zaméfeno na kvantitativni hodnoceni primordidlnich a malych rostoucich foli-
kulti i Zlutych télisek u samic F, generace. Je nutné mit statisticky odpovidajici pocet zvifat, vybér fezii vaje¢nika
a velikost vzorkd ezl pro pouzity zptsob hodnoceni. Nejprve muze byt proveden vypocet poctu folikultt u zvitat
z kontroln{ skupiny a skupiny s vysokou davkou a v ptipadé neptiznivych G¢inkd by mély byt potom hodnoceny
i skupiny s niz§imi ddvkami. Pro porovndni exponovanych a kontrolnich vaje¢nikd by mél byt zjistovan pocet
primordidlnich folikulti, coz mize byt kombinovdno s pocitdinim malych rostoucich folikuld (viz pokyn OECD
¢. 151 (40)). Posouzeni Zlutych télisek je tfeba provést soubézné s hodnocenim estrdlnich cykld, aby mohlo byt
pfi posouzeni vzato v tvahu stadium cyklu. Vejcovod, déloha a vagina jsou vySetfeny, zda u nich probéhl patficny

vyvoj typicky pro dany organ.

73. U samcti F, generace jsou provedena podrobnd histopatologickd vysetfeni varlat s cilem identifikovat acinky
souvisejici s aplikaci na diferenciaci a vyvoj varlat a na spermatogenezi (38). Pokud je to mozné, mély by byt vyse-
tfeny fezy siti rete testis. Hlava, télo a ocas nadvarlete a chdmovod jsou vySetfeny, zda u nich probéhl patficny
vyvoj typicky pro dany orgdn, jakoz i z hlediska parametri pozadovanych pro samce P generace.

Zvifata kohorty 2

74. U v8ech zvitat skupiny s vysokou davkou a u kontrolni skupiny z kohorty 2 A obou pohlavi se po dokoncent
neurobehaviordlnich zkousek (po PND 75, nejpozdéji viak v PND 90) provede neurohistopatologické vysetieni.
U vSech zvifat skupiny s vysokou davkou a u kontrolni skupiny z kohorty 2B obou pohlavi se v PND 21 nebo
PND 22 provede histopatologické vysetfeni mozku. Organy nebo tkdné vykazujici zmény souvisejici s aplikaci by
mély byt vysetfeny u zvifat ze skupin s nizsi ddvkou s cilem pomoci pfi urcovini NOAEL. U zvifat kohorty 2 A
a 2B je vySetfeno vice fezli mozku, aby bylo mozno vysetfit Cichovy bulbus, mozkovou kiru, hippocampus,
bazilni ganglia, thalamus, hypothalamus, stfedni mozek (tectum, tegmentum a pedunculi cerebrales), mozkovy
kmen a mozecek. Pouze u kohorty 2 A jsou vySetfeny oci (sitnice a oéni nerv) a vzorky periferntho nervu, svalu
a michy. Vsechny neurohistologické postupy by mély byt konzistentni se zkugebni metodou B.53 (35).

75. 'V reprezentativnich ¢dstech mozku (homologické fezy peclivé vybrané na zdkladé spolehlivych mikroskopickych
vyvojovych znakd) by méla byt provedena morfometrickd (kvantitativni) hodnoceni, kterd mohou zahrnovat
linedrni ajnebo plosnd méfeni konkrétnich ¢asti mozku. Na kazdé drovni by mély byt provedeny nejméné tfi po
sobé jdouci fezy s cilem vybrat co nejvice homologni a reprezentativni fez pro konkrétni hodnocenou ¢ast
mozku. Neuropatolog by mél ndlezité posoudit, zda fezy pfipravené k meéfeni jsou homologni s ostatnimi
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v souboru vzorkd, a tudiz je vhodné je zahrnout, jelikoZ zejména linedrni méfeni se mohou v relativné kratké
vzdélenosti zménit (28). Nemély by se pouzivat nehomologické fezy. Ackoli cilem je odebrat vzorky viem
zvifatim vyclenénym pro tento ticel (10/pohlavijiroven ddvky), mohou i pfesto byt adekvatni mensi pocty. Avsak
vzorky od méné nez Sesti zvifat jednoho pohlavi a jedné dévky by pro tcely této zkuebni metody nebyly povazo-
vany za dostate¢né. Pro identifikaci G¢inkt souvisejicich s aplikaci na parametry, jako je objem nebo pocet bunék
pro konkrétni neuroanatomické oblasti, Ize pouzit stereologii. VSechny aspekty p¥ipravy vzorkd tkdni, od fixace
tkdng, pfes sekci vzorkd tkdni, zpracovani tkdni a obarveni prepardtd, by mély byt vyvdZzené organizovdny tak,
aby kazdd SarZe obsahovala reprezentativni vzorky z kazdé davkové skupiny. Kdyz maji byt provedeny morfome-
trické nebo stereologické analyzy, pak by méla byt mozkovd tkdn zalita do p¥islusného média u viech davkovych
skupin soucasné, aby se zamezilo vzniku artefaktti smrsténim, k ¢emuz dochdzi v souvislosti s dlouhym uchovi-
vanim ve fixativu.

PODAVANI ZPRAV
Udaje

76.  Udaje jsou piedkladany pro kazdé jednotlivé zvife zvldst a jsou shrnuty ve formé tabulek. Kde je to vhodné, jsou
pro kazdou zkusebni skupinu a kazdou generaci pfedkldddny ndsledujici tidaje: pocet zvifat na zacdtku zkousky,
pocet zvifat nalezenych uhynulych v prabéhu zkousky nebo utracenych z humdnnich diivodd a doba timrti nebo
huménniho utraceni, pocet plodnych zvifat, pocet bfezich samic, pocet samic s vrhem a pocet zvifat vykazujicich
pfiznaky toxicity. Mél by byt uvddén i popis toxickych pfiznakd, véetné doby néstupu, trvani a zdvaznosti.

77.  Ciselné vysledky by mély byt pokud mozno vyhodnoceny vhodnou a uznévanou statistickou metodou. Statistické
metody se zvoli jako soucdst planu studie a mély by nélezité hodnotit i Gdaje s jinou nez normélni distribuci
(napf. idaje o poctech), ohrani¢ené tdaje (napf. omezeny ¢as pozorovani), zavislost proménnych (napf. G¢inky na
vth a opakovand méfeni) a rozdilnost rozptylt. Generalizované linedrni smiSené modely a modely zavislosti
t¢inku na davce zahrnuji Sirokou skupinu analytickych nastrojd, které mohou byt vhodné pro tidaje vygenerované
v ramci této zkuSebni metody. Zprava by méla obsahovat dostate¢né informace o pouzité metodé analyzy a pocita-
¢ovém programu, aby mohl tuto analyzu vyhodnotit/znovu vyhodnotit nezévisly posuzovatel/statistik.

Vyhodnoceni vysledki

78.  Nalezy by mély byt vyhodnoceny z hlediska pozorovanych ¢inkd, véetné pitvy a mikroskopickych nélezd.
Hodnoceni zahrnuje vztah, nebo jeho absenci, mezi ddvkou a piitomnosti, frekvenci a zdvaznosti anomalii, véetné
vyznamnych 1ézi. Posouzeny by mély byt téZ cilové orgdny, plodnost, klinické anomalie, reprodukéni parametry
a parametry vrhu, zmény télesné hmotnosti, mortalita a jakékoli dal3i toxické a vyvojové ticinky. Zvlastni pozor-
nost je teba vénovat zméndm u jednotlivych pohlavi. Pfi hodnoceni vysledkil zkousek je tfeba brét v tvahu fyzi-
kdlné-chemické vlastnosti zkousené chemické latky, a jsou-li k dispozici, toxikokinetické tidaje, véetné placentdr-
niho pfenosu a vylucovan{ mléka.

Zavérena zprava

79.  Zavéretnd zprava by méla obsahovat tyto tidaje z provedené studie o zvifatech P a F, generace, popf. také F, gene-
race:
Zkousend chemickd ldtka:

— veskeré dostupné informace o chemickych, toxikokinetickych a toxikodynamickych vlastnostech zkousené
chemické latky,

— identifika¢ni ddaje,
— (istota.
Vehikulum (je-li pouZito):

— zdtvodnéni vybéru vehikula, pokud neni pouzita voda.
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Pokusnd zvitata:

— pouzity zivoc¢isny druh/kmen,

— pocet, stafi a pohlavi zvifat,

— ptivod, podminky chovu, strava, materidl na vyrobu hnizda atd.,
— hmotnost jednotlivych zvifat na zacatku zkousky,

— udaje o vaginalnich stérech u samic P generace pied zahdjenim aplikace (pokud byly stéry v tuto dobu prova-
dény),

— zdznamy o pdrovani zvifat P generace s uvedenim samictho a samciho partnera a Gspéch péfen,

— u dospélych zvifat F, generace zdznam o vrhu, ze kterého pochdzej.

Zkusebni podminky:

— zdtvodnéni zvolenych drovni ddvek,

— podrobné tidaje o slozeni aplika¢ni formy zkousené chemické latky nebo o piipravé smési s krmivem, o dosa-
zené koncentraci,

— stabilita a homogenita pfipravku ve vehikulu nebo nosi¢i (nap¥. strava, pitnd voda), v krvi ajnebo mléku za
podminek pouziti a uloZeni mezi jednotlivymi pouZitimi,

— podrobnosti o zplisobu podavani zkousené chemické latky,

— v piipadé potfeby piepocet koncentrace zkousené chemické latky (ppm) ve stravé/pitné vodé na skute¢nou
dévku (mg na kg télesné hmotnosti na den), je-li to mozné,

— podrobnosti o jakosti vody a potravy (véetné slozeni krmné smési, je-li k dispozici),

— podrobny popis postupt randomizace pfi vybéru mlddat pro tiidéni a rozdéleni mlddat do zkuSebnich
skupin,

— podminky prosttedi,

— seznam pracovnika provadéjicich zkousky, véetné odborného $koleni.

Vysledky (souhrnné a individudlni tidaje podle pohlavi a ddvky):

— spotieba potravy, spotieba vody (je-li k dispozici), vyuziti potravy (pfirtistek télesné hmotnosti na gram spotie-
bované potravy, kromé obdobi kohabitace a laktace) a spotieba zkousené chemické litky (podle zptsobu
podavani potravy/pitné vody) u zvifat P a F, generace,

— udaje o absorpci (jsou-li k dispozici),

— udaje o télesné hmotnosti zvifat P generace,

— dudaje o télesné hmotnosti u vybranych zvifat F, generace po odstavent,

— den tGhynu béhem studie nebo udaj, Ze zvifata preZila az do dne utracent,

— povaha, zdvaznost a trvani klinickych pozorovéni (zda pfiznaky jsou vratné, ¢i ne),

— udaje o hematologickém vySetfeni, vySetfeni moci a klinickém chemickém vysetieni véetné TSH a T4,
— fenotypicka analyza slezinnych bunék (T, B, NK bunky),

— celularita kostn{ dfeng,

— ddaje o toxickych reakeich,

— pocet samic P a F, generace s normdlnim nebo abnormélnim estralnim cyklem a trvanim cyklu,
— (as do péfeni (prekoitalni interval, pocet dnli mezi sparovanim a spafenim),

— toxické nebo jiné Gc¢inky na reprodukci, véetné poctu a procenta zvifat, kterd se spafila, jsou bfezi, vrhla a maji
laktaci, samcti, kteff pfivodili bfezost, samic se zndmkami dystokie/prodluzovaného nebo ztizeného vrhu,

— trvéni bfezosti, a probéhl-li, idaj o vrhu,

— pocty implantovanych plodd, velikost vrhu a procento samcich mladat,
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— pocet a procento postimplanta¢nich ztrdt, zivé a mrtvé narozenych mladat,

— tdaje o hmotnosti vthu a hmotnosti mlddat (samci, samice a dohromady), pocet zakrslych mlidat, byl-li
stanoven,

— pocet mlddat s ndpadnymi strukturdlnimi abnormalitami,

— toxické nebo jiné Gcinky na potomstvo, postnatdlni rist, Zivotaschopnost apod.,

— ddaje o fyzickych vyvojovych milnicich u mlddat a dalii tidaje o postnatlnim vyvoji,
— tdaje o pohlavni zralosti zvifat F, generace,

— ptipadné ddaje o funkénim pozorovani mladat a dospélych zvitat,

— télesnd hmotnost pii utraceni a Gidaje o absolutni a relativni hmotnosti organt u zvifat P generace a dospélych
zvifat F, generace,

— pitevni nélezy,
— podrobny popis vSech histopatologickych nélezi,

— celkovy pocet kaudélnich epididymalnich spermii, procento progresivné pohyblivych spermii, procento morfo-
logicky normalnich spermii a procento spermii se vemi identifikovanymi anomaéliemi u samcti P a F, gene-
race,

— piipadné pocty a maturaéni stadia folikult ve vaje¢nicich u samic P a F, generace,
— generace vypocet poctu Zlutych télisek ve vaje¢nicich samic F, generace,

— statistické vyhodnoceni vysledkd, kde je to mozné.

Parametry kohorty 2:

— Podrobny popis postupti pouzitych ke standardizaci pozorovani a postupti, jakoz i definice pro hodnoceni
s pouzitim skore,

— seznam vech pouzitych zkuSebnich postupii a odtivodnéni jejich pouziti,

— podrobnosti o behaviordlnich/funkénich, neuropatologickych a morfometrickych postupech, véetné informaci
a podrobnosti o automatickych zafizenich,

— postupy pro kalibraci a zajisténi ekvivalence u téchto zafizeni a proporciondlnim sloZeni experimentdlnich
skupin pii zkuebnich postupech,

— krétké odtivodnéni vysvétlujici jakdkoli rozhodnuti zahrnujici profesni dsudek,

— podrobny popis vSech behaviordlnich/funkénich, neuropatologickych a morfometrickych nélezt ve skupindch
podle pohlavi a podle dévky, véetné néristu a poklest u kontrolnich skupin,

— hmotnost mozku,

— jakékoli diagnézy odvozené od neurologickych zndmek a 1ézi, véetné pfirozené se vyskytujicich chorob nebo
podminek,

— optické zdznamy typickych ndlezg,
— optické zdznamy s nizkofrekvenénimi filtry pro posouzeni shodnosti fezt pouzitych k morfometrii,

— statistické zpracovani vysledkdl, véetné statistickych modelt pouzitych k analyze tdaji a vysledkt bez ohledu
na to, zda jsou vyznamné &i nikoli,

— vyznam jakychkoliv dalsich toxickych G¢inkG pro zdvéry tykajici se neurotoxického potencidlu zkousené
chemické latky, ve skupindch podle pohlavi a podle ddvky,

— vliv jakychkoli toxikokinetickych tidaji na zavéry,

— tdaje podporujici spolehlivost a citlivost zkusebni metody (t. pozitivni a historické kontrolni tidaje),
— vztahy, existuji-li, mezi neuropatologickymi a funkénimi Géinky,

— NOAEL nebo referen¢ni davka pro samice a potomstvo podle pohlavi a davkové skupiny,

— diskuse o celkové interpretaci (idaji na zdkladé vysledkd, vcetné zavéru, zda dand chemickd latka zptisobila
7’ . . .rp . . . J Vy p
vyvojovou neurotoxicitu ¢i nikoli, a NOAEL.
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Parametry kohorty 3:

— titry protildtek IgM v séru (senzibilizace na SRBC nebo KLH) nebo PFC jednotky IgM ve sleziné (senzibilizace
na SRBC),

— spravné provadéni metody TDAR by mélo byt u laboratofe, kterd vykondvd zkousku poprvé, prokdzino
v procesu optimalizace metody, u vSech laboratofi pak pravidelné (napf. jednou rocné),

— diskuse o celkové interpretaci idaju na zdkladé vysledkd, véetné zdvéru, zda dand chemickd litka zpusobila
vyvojovou imunotoxicitu ¢i nikoli, a NOAEL.

Diskuse o vysledcich

Zdveéry vetné hodnot NOAEL pro ticinky na rodice a potomstvo

Mély by byt poskytnuty veskeré informace neziskané béhem studie, ale pfinosné pro interpretaci vysledkd (napf.
podobnost ucinkt jakychkoli zndmych neurotoxikantd).

Interpretace vysledkit

80. Rozsifend jednogeneracni studie toxicity pro reprodukci poskytne v piipadé potieby informace o ucincich opako-
vané expozice chemické ldtce béhem vsech fézi reprodukéniho cyklu. Studie zejména poskytne informace o repro-
dukénim systému a o vyvoji, ristu, preziti a funkénich ukazatelich potomstva do PND 90.

81.  Pfi interpretaci vysledkd studie by mély byt vzaty v Gvahu vSechny dostupné informace o chemické latce, véetné
fyzikdlné-chemickych, toxikokinetickych a toxikodynamickych vlastnosti, dostupné podstatné informace o analo-
gickych strukturdch a vysledky pfedchozich studif toxicity se zkousenou chemickou latkou (napf. akutni toxicita,
toxicita po opakovaném podani, mechanistické studie a studie posuzujici, zda existuji podstatné kvalitativni a kvan-
titativni rozdily mezi druhy, pokud jde o metabolické procesy in vivo a in vitro). Je-li to proveditelné, zhodnoti se
vysledky celkové pitvy a hmotnosti organti v souvislosti s vysledky zjisténymi v jinych studiich s opakovanym
dévkovanim. P zpomaleni ristu u potomstva by mohl byt brdn v tivahu vliv zkousené chemické litky na slozeni
mléka (29).

Kohorta 2 (vyvojovd neurotoxicita)

82.  Vysledky neurobehavioralnich a neuropatologickych vysetfeni by mély byt interpretovany v kontextu vSech nélezt
s vyuzitim metody posouzeni zdvaznosti dikazi a odborného tsudku. Mély by byt prodiskutovany vzorce beha-
viordlnich nebo morfologickych ndlezd, jsou-li pfitomny, jakoZz i dikazy o zavislosti odpovédi na ddvce. Do této
charakterizace by mélo byt zahrnuto hodnoceni vyvojové neurotoxicity, véetné humdnnich epidemiologickych
studii nebo p¥{padovych zprav a studii pokusnych zvifat (napf. toxikokinetické tidaje, informace o vztazich mezi
strukturou a aktivitou, tidaje z jinych studii toxicity). Soucasti hodnoceni tdaji by méla byt diskuse biologického
i statistického vyznamu. Hodnoceni by mélo zahrnovat pfipadny vztah mezi pozorovanymi neuropatologickymi
a behaviordlnimi zménami. Pokyny k interpretaci vysledkd vySetfeni v souvislosti s vyvojovou neurotoxicitou
odkazuji na zkuebni metodu B.53 (35) a préci autorti Tyla et al., 2008 (31).

Kohorta 3 (vyvojovd imunotoxicita)

83. Potlaceni nebo podpofeni imunitnich funkci vyhodnocené metodou TDAR (protilitkovd odezva zdvisld na
T bunkdch) by mélo byt posuzovdno v kontextu viech provedenych pozorovéani. Vyznamnost vysledku TDAR
miize byt podpofena jinymi tGc¢inky na indikdtory souvisejici s imunitou (napf. celularita kostni dfené, hmotnost
a histopatologické vySetfeni lymfatickych tkdni, distribuce podsoubor lymfocytd). U€inky stanovené pomoci
TDAR mohou byt méné smysluplné v pfipadé jinych toxicit pozorovanych pii nizsich expozi¢nich koncentracich.

84. Jako pomtcka pifi interpretaci vysledki v oblasti reprodukce a neurotoxicity by mél poslouZit pokyn OECD
¢ 43 (26).
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Dodatek 1

Opatfeni a pozorovani zahrnutd do funkéni pozorovaci baterie (Kohorta 2 A)
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Dodatek 2

DEFINICE
Chemicka litka: litka nebo smeés.

ZkouSend chemickd latka: jakikoli litka nebo smés zkouSend pomocf této zkusebni metody.
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B.57 ZKOUSKA STEROIDOGENEZE H295R

UvoD

1. Tato zkusebni metoda je rovnocennd pokynu OECD pro zkouseni (TG) 456 (2011). V roce 1998 zahdjila OECD
Cinnost vysoké priority, jejiz podstatou je revize stavajicich a vytvofeni novych pokynd pro screening a zkouseni
potencidlnich endokrinnich disruptorti. Koncepéni ramec OECD z roku 2002 pro zkouseni a posuzovani endo-
krinnich disruptori je tvofen péti drovnémi, které odpovidaji rdznym trovnim biologické komplexnosti (1).
Zkouska steroidogeneze in vitro H295R (zkouska H295R) popsand v této zkuSebni metodé vyuzivd lidskou
bunécnou linii adrendlniho karcinomu (buitky NCI-H295R) a pfedstavuje droveri 2 koncepéniho ramce: ,zkousky
in vitro poskytujici mechanistické tidaje‘ pro Gclely screeningu a stanoveni priorit. Vyvoj a standardizace zkousky
jako screeningu pro chemické t¢inky na steroidogenezi, konkrétné na produkei estradiolu (E2) a testosteronu (T),
probéhly formou vicestupniového procesu. Zkouska H295R byla optimalizovana a validovana (2) (3) (4) (5).

2. Cilem zkousky steroidogeneze H295R je odhalit chemické latky, které maji vliv na produkci hormont E2 a T.
Cilem zkousky H295R je identifikovat xenobiotika, kterd maji jako své cilové misto, pfipadné cilovd mista, endo-
genni slozky, které zahrnuji nitrobuné¢nou biochemickou dréhu zacinajici fadou reakci poéinaje cholesterolem az
po produkci E2 ajnebo T. Ucelem zkousky H295R nenf identifikovat chemické latky, které maji vliv na steroidoge-
nezi z davodu G¢inkd na osu hypotalamus — hypofyza — pohlavni Zlizy (HPG). Cilem zkousky je poskytnout
odpovéd ANO/NE, pokud jde o potencidl chemické latky vyvolavat nebo tlumit produkci hormont T a E2. V né-
kterych piipadech vSak mohou byt ziskdny kvantitativni vysledky (viz odstavce 53 a 54). Vysledky zkousky jsou
vyjadreny jako relativni zmény v produkci hormonu v porovnéni s kontrolami pomoci rozpoustédel (SC). Ucelem
zkousky neni poskytnout specifické mechanistické informace tykajici se interakce zkousené chemické latky s endo-
krinnim systémem. Probéhly vyzkumy, které pouzivaly tuto bunéénou linii k identifikaci Gi¢inkd na specifické
enzymy a meziproduktové hormony, napf. progesteron (2).

3. Definice a zkratky pouzivané v této zkusebni metod€ jsou popsdny v dodatku. Podrobny pracovni postup vcetné
pokynd, jak pfipravit roztoky, kultivovat buniky a provadét razné aspekty zkousek, je k dispozici v dodatku I-1II
dokumentu OECD Multi-Laboratory Validation of the H295R Steroidogenesis Assay to Identify Modulators of
Testosterone and Estradiol Production (4).

VYCHOZI UVAHY A OMEZENI

4. Biosyntézy pohlavnich steroidnich hormont se G¢astni pét riznych enzymd, které pisobi jako katalyzator v Sesti
riznych reakcich. Enzymatickd konverze cholesterolu na pregnenolon cytochromem P450 (CYP), konkrétné
Stépenim cholesterolového boé¢niho Fetézce enzymem CYP11 A, pfedstavuje Gvodni krok v sérii biochemickych
reakci, které vrcholl syntézou steroidnich kone¢nych produktd. V zdvislosti na pofadi dalsich dvou reakci se
steroidogenni drdha rozdvoji, na A’-hydroxysteroidni drdhu a A*-ketosteroidni drdhu, které se sbihaji v produkci
androstendionu (obrdzek 1).

5. Androstendion se pfeméfiuje na testosteron (T) ptisobenim 17-hydroxysteroid dehydrogenasou (17-HSD). Testo-
steron je meziprodukt i kone¢ny produkt/hormon. V muzském téle se T miiZe pfeménit na dihydrotestosteron
(DHT) diky 5a-reduktdze, kterd se nachdzi v bunénych membranach, jaderném obalu a endoplazmatickém reti-
kulu cilovych tkdni androgenniho pisobeni, napf. v prostaté a semennych vaccich. DHT je jako androgen vyrazné
U¢innéjsi nez T a je téZ povazovén za konecny hormon. Zkouska H295R nedetekuje DHT (viz odstavec 10).

6.  Enzym na steroidogenni drize, ktery pfeménuje androgenni chemické latky na estrogenni chemické latky, je
aromatdza (CYP19). CYP19 pfeménuje T na 17f-estradiol (E2) a androstendion na estron. E2 a T jsou povazoviny
za kone¢né hormony steroidogenni dréhy.

7. Specifi¢nost ¢innosti lydzy CYP17 se mezi druhy lisi z hlediska intermedidlnich substrdtd. U lidi enzym upfed-
nostiiuje substraty AS-hydroxysteroidni drahy (pregnenolon), zatimco substrity na A*-ketosteroidni dréze (proge-
steron) jsou upfednostiiovany u potkand (19). Takové rozdily v ¢innosti lydzy CYP17 mohou vysvétlovat nékteré
rozdily zévislé na daném Zzivocisné druhu v reakci na chemické latky, které méni steroidogenezi in vivo (6). Bylo
prokazano, Ze buiiky H295 nejblize odraZeji expresi adrendlniho enzymu a vzorec produkce steroidd u dospélych
osob (20), ale je zndmo, Ze zajistuji expresi enzymi jak pro A’-hydroxysteroidni, tak pro A*-ketosteroidni drahu
androgenni syntézy (7) (11) (13) (15).
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Obrizek 1

Steroidogenni driha v buiikich H295R

LYP1IA {YP17 oIz
Cholesterol Pregnenolone 17a-OH Pregnenolon
{yp1z

Progesteron 17a-OH Progesteron f Androstenedion \

cvp2r cvear 176-H5D

11-Deoxykortikosteron  Deoxykortisol Testosteron  Estron
P18 vpig

Kortikosteron Kortisol \ 17p-estradiol y

Aldosteron
Pozndmka:

Enzymy jsou psany kurzivou, hormony jsou psdny tucné a Sipky znaci smér syntézy. Sedé pozadi znaci kortiko-
steroidni drahy/produkty. Drahy/produkty pohlavnich steroidi jsou v bilém poli. CYP = cytochrom P450;
HSD = hydroxysteroidni dehydrogenasa; DHEA = dehydroepiandrosteron.

8. Lidskd bunécnd linie adrendlniho karcinomu H295R je uzitenym modelem in vitro pro zkoumdni Gcinkd na
syntézu steroidnich hormonti (2) (7) (8) (9) (10). Bunécnd linie H295R md exprimovdany geny, které koduji viech-
ny klicové enzymy pro steroidogenezi uvedenou vySe (11) (15) (obrazek 1). To je jedine¢nd vlastnost, protoze
exprese téchto gendl in vivo je specifickd z hlediska tkdné a vyvojového stadia, pficemz zpravidla Zddnd tkdn ani
zddné vyvojové stadium neexprimuje viechny geny tcastnici se steroidogeneze (2). Buitky H295R maji fyziolo-
gické charakteristiky zondlné nediferencovanych adrendlnich bunék lidského plodu (11). Tyto buriky piedstavuji
jedinecny systém in vitro v tom, Ze maji schopnost produkovat veskeré steroidni hormony, které se nachazeji v kiife
nadledvin a v pohlavnich 7ldzdch, coz umoznuje provést zkousky jak G¢inkd na kortikosteroidovou syntézu, tak
G¢inkd na produkci pohlavnich steroidnich hormond, jako jsou androgeny a estrogeny, ackoli zkouska byla vali-
dovéna pouze pro detekci hormont T a E2. Zmény, které tento zkusebni systém zaznamendva ve formé zmén
v produkci T a E2, mohou byt vysledkem velkého mnoZstvi riiznych interakci zkousenych chemickych latek se
steroidogennimi funkcemi, které probihaji v bufikich H295R. Patif mezi né modulace exprese, syntézy nebo
funkce enzymt, které se Gi€astni produkce, pfemény nebo eliminace steroidnich hormont (12) (13) (14). Inhibice
produkce hormont mtize byt zpisobena pfimou kompetitivni vazbou na enzym v této drdze G¢inkem na kofak-
tory jako jsou NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfit) a cAMP (cyklicky adenosinmonofosfit), a/nebo
zvySenim metabolismu steroidl nebo potlatenim genové exprese urditych enzymi v drdze steroidogeneze.
Zatimco inhibice maze byt funkeci jak pfimych, tak nepifimych procest ticastnicich se produkce hormont, indukce
md zpravidla nepfimy charakter, napiiklad ovliviiuje kofaktory, jako jsou NADPH a cAMP (stejné jako v piipadé
forskolinu), snizuje metabolismus steroidd (13) a/nebo zvySuje steroidogenni genovou expresi.

9. Zkouska H295R ma nékolik vyhod:

— umozuje odhalen{ nartistd i poklesit v produkei T i E2,

— dovoluje piimé zhodnoceni pfipadného vlivu chemické latky na buné¢nou Zivotaschopnost/cytotoxicitu. To je
dtlezitd vlastnost, protoze umoziuje rozliSeni c¢inkd, které jsou vyvoldny cytotoxicitou, a G¢inkd, které jsou
vyvoldny pfimou interakci chemickych latek se steroidogennimi drahami, coz neni mozné v systémech tkdno-
vych explantdtd, které jsou tvofeny mnoha bunéénymi typy s proménlivou citlivosti a funkénost,
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— neni nutné vyuZzivat zvifata,
— bunécnd linie H295R je komercné dodavana.

10.  Zékladni omezeni zkousky jsou ndsledujici:

— Neni zndma jeji metabolickd schopnost, ale pravdépodobné je dost omezend; chemické latky, které musi byt
metabolicky aktivovdny, pravdépodobné nebudou v této zkousce zachyceny.

— JelikoZz je H295R ziskdvana z tkané nadledvin, obsahuje enzymy schopné produkovat gluko- a mineralokorti-
koidy, stejné jako pohlavni{ hormony. Z tohoto divodu by G¢inky na produkci gluko- a mineralokortikoidi
mohly ovlivnit drovné hormont T a E2 pozorované ve zkousce.

— Neméif DHT, a tudiz se neocekdvd, Zze by pfi ni byly odhaleny chemické latky, které inhibuji 5a-reduktdzu.
V takovém ptipadé lze pouzit Hershbergerovu zkousku (16).

— Zkouska H295R neodhali chemické latky, které zasahuji do steroidogeneze tim, Ze postihuji osu hypotalamus
- hypofyza — pohlavni Zldzy (HPG), protoZe tu lze studovat pouze u zvifat in vivo.

PODSTATA ZKOUSKY

11.  Ucelem této zkousky je odhalit chemické latky, které maji vliv na produkci T a E2. T je také meziproduktem na
draze k produkci E2. Zkouska miize odhalit chemické latky, které zpravidla inhibuji anebo indukuji enzymy drahy
steroidogeneze.

12.  Zkouska se obvykle provadi za standardnich podminek kultivace bunék v 24jamkovych kultiva¢nich destickdch.
Ptipadné lze k provedeni zkousky pouzit jiné velikosti destiek. Nasazeni bunék a experimentdlni podminky by
vSak mély byt podle toho upraveny tak, aby byl zachovan soulad s kritérii provedeni testu.

13.  Po aklimatizatnim obdobi v délce 24 hodin ve vicejamkovych destickdch jsou buriky po dobu 48 hodin vystaveny
sedmi koncentracim zkousené chemické latky, alespon ve tfech soubé&Znych experimentech/opakovéanich. Rozpou-
§tédlo a zndmy inhibitor a induktor produkce hormont v uréené koncentraci jsou pouzity jako negativni a pozi-
tivni kontroly. Na konci obdobi expozice je médium ze vSech jamek odstranéno. Bezprostfedné po odstranéni
média je analyzovédna Zivotaschopnost bunék v kazdé jamce. Koncentrace hormont v médiu lze méfit pomoci
celé fady metod veetné komer¢né dostupnych sad k méfeni hormont a/nebo piistrojovych technik, jako je kombi-
nace kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrif (LC-MS). Udaje jsou vyjddfeny jako nisobnd zména
vztazend k negativni kontrole (rozpoustédlo) a jako nejnizsi koncentrace testované latky, pfi které jsou pozoro-
vany Ucinky (Lowest-Observed-Effect-Concentration, LOEC). Je-li zkouska negativni, je nejvyssi testovana koncentrace
oznacena jako nejvyssi koncentrace testovaného vzorku nevyvoldvajici Zadné pozorovatelné acinky (No-Observed-
Effect-Concentration, NOEC). Zavéry tykajici se schopnosti chemické latky ovlivnit steroidogenezi by mély vychdzet
nejméné ze dvou nezdvislych pokust. Prvni pokus muiZze fungovat jako pokus zjidtujici rozmezi ddvek piipadné
s ndslednou dpravou koncentraci pro pokusy 2 a 3, pokud se objevi problémy s rozpustnosti nebo cytotoxicitou
nebo pokud se zd4, ze aktivita chemické latky je na hranici rozpéti zkousenych koncentraci.

KULTIVACE

~¥_ 2

Bunééna linie

14.  Buiniky NCI-H295R Ize komer¢né ziskat z American Type Culture Collections (ATCC) po podpisu smlouvy o prodeji
materidlu (Material Transfer Agreement, MTA) (!).

Uvod

15.  Z dtvodu zmén schopnosti bunék produkovat E2 se zvysujicim se stdfim/poctem pasdzi (2) by kultivace bunék
méla pied jejich pouzitim probihat v souladu s konkrétnim pracovnim postupem a mél by byt zaznamendn pocet
pasazi od rozmrazeni bunék i ¢islofpofadi pasdze, v niZ byly buniky zmrazeny a umistény do kapalného dusiku.
Prvni ¢&islo uvadi skutecny pocet bunéénych pasazi a druhé ¢islo popisuje ¢islo pasaze, v niZ byly buiiky zmrazeny
a ulozeny. Naptiklad buniky, které byly zmraZeny po pasizi pét a rozmrazZeny a poté byly tiikrat rozdéleny (Ctyfi
pasaze pocitajici Cerstvé rozmrazené buiky se pocitaji jako pasdz 1) by poté, co byly opét kultivovany, byly ozna-
Ceny jako pasaz 4,5. Piiklad schématu ¢islovani je uveden v dodatku I validaéni zprdvy (4).

16. Jako zaklad pro obohacené médium a mrazici médium se pouzije zdsobni médium. Obohacené médium je
nezbytnou souddsti kultivace bunék. Mrazici médium je specidlné navrzeno tak, aby umoznilo ni¢im nedotéené

(') ATCC CRL-2128; ATCC, Manassas, VA, USA, [http:/[www.lgcstandards-atcc.org/].
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zmrazeni bunék pro dlouhodobé skladovani. Pfed pouzitim by z hlediska zdkladnich koncentraci T a E2 méla
probéhnout analyza Nu-séra (nebo srovnatelného séra se stejnymi vlastnostmi, kde bylo prokdzano, ze spliuje
pozadavky na provedeni zkousky a kontrolu kvality), které je soucdsti obohaceného média. Piiprava téchto
roztoktl je popsdna v dodatku II valida¢ni zpravy (4).

17.  Po zahdjeni kultivace bunék H295R z ptivodni doddvky z ATCC by buriky mély rist po pét pasizi (tj. burniky jsou
rozdéleny ctyfikrdt). Bunky pasdze 5 jsou poté zmraZeny v kapalném dusiku a uskladnény. Pfed zmrazenim bunék
je na desti¢ce pro kontrolu kvality (QC-desti¢ce) odebran vzorek bunék piedchozi pasdze 4 (viz odstavec 36
a 37), aby se ovéfilo, zda bazdlni produkce hormonii a reakce pozitivni kontroln{ ldtky spliiuji kritéria kontroly
kvality zkousky definovand v tabulce 5.

18.  Bunky H295R musi byt kultivoviny, zmraZeny a uchovévany v kapalném dusiku, aby bylo zajisténo, Ze pro tcely
kultivace a pouziti budou vidy k dispozici buniky piislusné pasdze/stdfi. Aby to bylo pfijatelné pro zkousku
H295R, tak pasdzi po odebrdni nové () nebo zmrazené () doddvky bunék do kultury by nemélo byt vice nez
deset. Napriklad piijatelné pasdze pro kultury bunék z davky zmrazené v pasdzi 5 by byly 4,5 az 10,5. U bunék
kultivovanych z téchto zmrazenych dévek by mél byt dodrzen postup popsany v odstavci 19. Tyto bunky by se
mély pred pouzitim kultivovat alesporti CtyFi (4) dal$i pasdze (pasaz 4,5).

Aktivace bunék ze zmrazené zdsoby

19.  Postup pro aktivaci bunék ze zmrazené zdsoby se uplatiiuje tehdy, kdyz se z uskladnéni v kapalném dusiku vyjme
pro ucely kultivace a zkouseni novd ddvka bunék. Podrobnosti o tomto postupu jsou stanoveny v dodatku III vali-
da¢ni zprdvy (4). Buriky jsou vyjmuty ze skladovacich nddob s kapalnym dusikem, rychle jsou rozmrazeny,
umistény do obohaceného média v centrifugacni zkumavce, odstfedény pfi pokojové teploté, opétovné suspendo-
vany v obohaceném médiu a preneseny do kultivacéni banky. Médium by mélo byt ndsledujici den vyménéno.
Bunky H295R se kultivuji v inkubdtoru pfi teploté 37 °C s 5 % CO, ve vzduchové atmosféfe a médium se obno-
vuje 2-3krdt tydné. Jakmile buniky dosdhnou konfluence pfiblizné 85-90 %, mély by byt rozdéleny. Rozdéleni
bunék je nezbytné pro zajisténi zdravi a ristu bunék a pro zachovani bunék pro tcely provadéni biologickych
zkousek. Buiky jsou tiikrdt oplachnuty ve fyziologickém roztoku ve fosfitovém pufru (PBS, bez CaZ* Mg?")
a vynaty z kultivacn{ bariky pfiddnim vhodného odlu¢ovaciho enzymu, napf. trypsinu, do PBS (bez Ca?* Mg?).
Bezprosttedné po vynéti bunék z kultiva¢ni banky by piisobeni enzymu mélo byt zastaveno pfidinim obohace-
ného média v poméru trojndsobku objemu pouzitého pro aplikaci enzymu. Buiiky jsou umistény do centrifuga¢ni
zkumavky, odstfedény pii pokojové teploté, je odstranén supernatant a sediment bunék se resuspenduje v oboha-
ceném médiu. Pfislusné mnozstvi buné¢né suspenze se umisti do nové kultivacni banky. Toto mnoZstvi bunécné
suspenze by se mélo upravit tak, aby buniky dosdhly do 5-7 dnt konfluence. Doporuceny subkultiva¢ni pomér je
1:3 az 1:4. Desticka by méla byt peclivé oznacena. Buiiky jsou nyni pfipraveny k pouziti pfi zkousce a pFebytecné
bunky by mély byt podle odstavce 20 zmraZeny v kapalném dusiku.

Zmrazeni bunék H295R (pfiprava bunék na skladovéni v kapalném dusiku)

20.  Pro pfipravu bunék H295R na zmrazeni je zapotiebi dodrzet postup popsany vyse u déleni bunék az do kroku
resuspenze sedimentu bunék na dné odstredivkové zkumavky. Zde je sediment bunék resuspendovdn v mrazicim
médiu. Roztok je pfenesen do fddné oznacené kryogenni ampulky a zmrazen pii teploté — 80 °C na 24 hodin, po
jejichz uplynuti je kryogenni ampulka pfemisténa do kapalného dusiku k uskladnéni. Podrobnosti o tomto
postupu jsou stanoveny v dodatku IIT validacni zpravy (4).

Umisténi bunék na desticky a preinkubace pfed zkousenim

21.  Pocet 24jamkovych destic¢ek pfipravenych podle odstavce 19, které budou zapotiebi, zdvisi na poctu zkousenych
chemickych latek a konfluenci bunék v kultiva¢nich miskdch. Zpravidla jedna kultiva¢ni banika (75 cm?) bunék
s 80-90 % konfluenci zajisti dostate¢né mnozstvi bunék pro 1-1,5 (24jamkové) desticky pfi cilové hustoté
200 000 az 300 000 bunék na 1 ml média s vyslednou pfibliznou 50-60 % konfluenci v jamkdch béhem
24 hodin (obrizek 2). To je obvykle optimdlni hustota bunék pro produkci hormonu pfi zkousce. Pfi vyssich
hustotdch se vzorce produkce T i E2 méni. Pfed prvnim provedenim zkousky se doporucuje vyzkouset riizné
hustoty nasazeni{ mezi 200 000 a 300 000 bunikami na 1 ml a pro dal$i pokusy vybrat hustotu, kterd béhem
24 hodin pfinese 50-60 % konfluenci v jamce.

(") ,Novou dévkou' se rozumi cerstva ddvka bunék obdrzend od ATCC.
() ,Zmrazenou ddvkou' se rozumi bunky, které byly dfive kultivovany a poté zmrazeny v jiné laboratofi, nez je ATCC.



21.8.2014 Utedni véstnik Evropské unie L 247/85

Obrdzek 2

Mikrosnimek bunék H295R pfi 50 % hustoté nasazeni v 24jamkové kultivacni destice po 24 hodinich
pofizeny na okraji (A) a ve stfedu (B) jamky

22.  Meédium je rozpipetovano z kultivaéni bariky a buiiky jsou tiikrat proplachnuty sterilnim PBS (bez Ca2Mg?). Je
pfiddn roztok enzymu (v PBS) pro oddéleni bunék od kultiva¢ni bariky. Po uplynuti ndlezité doby pro oddéleni
bunék by ptisobeni enzymu mélo byt zastaveno pfidinim obohaceného média v poméru trojndsobku objemu
pouzitého pro aplikaci enzymu. Buiiky jsou umistény do centrigugaéni zkumavky, odstfedény pii pokojové
teploté, odstrani se supernatant a sediment bunék se resuspenduje v obohaceném médiu. Hustota bunék se vypo-
¢itd napf. pomoci hemocytometru nebo pocitace bunék. Bunéénd suspenze by méla byt zfedéna na pozadovanou
hustotu pro desticku a dikladné rozmichdna, aby byla zajisténa homogenni hustota bunék. Buiiky by mély byt
umistény na desticky s 1 ml bunéné suspenze na jamku a desticky a jamky by mély byt oznaceny. Desticky
s nasazenymi buiikami se inkubuji pfi teploté 37 °C ve vzduchové atmosfére s 5 % CO, na dobu 24 hodin, aby se
buriky mohly pfichytit k jamkdm.

POZADAVKY KONTROLY KVALITY

23.  Je velmi dulezité, aby béhem dévkovani byl do jamek umistén pfesny objem roztoki a vzorkd, protoZe tento
objem urcuje koncentrace pouzivané pfi pocitani vysledkt zkousky.

24.  Pred zahdjenim kultivace bunék a jakymkoli ndslednym zkousenim by kazd4 laboratof méla doloZit citlivost svého
systému méfeni hormoni (odstavce 29-31).

25.  Pouzivaji-li se zkousky méfeni hormonu na zdkladé protilitek, musi byt pfed zahdjenim zkouSeni provedena
analyza zkousenych chemickych latek, aby se zjistilo, zda maji potencidl pisobit rusivé na systém méfeni pouzi-
vany ke kvantifikaci T a E2 podle odstavce 32.
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26.  Doporucovanym rozpoustédlem pro zkousku je DMSO. Pokud se pouzivd alternativni rozpoustédlo, je zapotfebi
stanovit toto:

— rozpustnost zkousené chemické latky, forskolinu a prochlorazu v rozpoustédle, a
— cytotoxicitu jako funkci koncentrace rozpoustédla.

Doporucuje se, aby maximalni pfipustnd koncentrace rozpoustédla nepiekrocila desetindsobek ziedéni nejmensi
cytotoxické koncentrace rozpoustédla.

27.  Pred prvnim provedenim zkousky by laboratof méla provést kvalifikacni pokus prokazujici, ze laboratof je
schopna udrzet a dosdhnout vhodnych kultiva¢nich a experimentalnich podminek, které jsou pozadoviny pro
zkouseni chemické latky podle odstavc 33-35.

28. Na zacitku zkouSeni pfi pouziti nové divky bunék by pfed pouzitim nové divky bunék ke zkouseni mél byt
proveden kontrolni experiment (desticka pro kontrolu kvality — QC plate) ke zhodnoceni vlastnosti bunék podle
odstavct 36 a 37.

Fungovini systému méfeni hormonit

Citlivost metody, pfesnost, preciznost a kfiZovd reaktivita s matrici vzorkii

29. Kazdd laboratof mize k analyze produkce T a E2 buiikami H259R pouzivat systém méfeni hormont dle své
volby, pokud spliiuje kritéria provedeni zkousky, véetné meze kvantifikace (LOQ). Nomindlné to je 100 pg/ml pro
T a 10 pg/ml pro E2, které vychdzeji z bazalnich hladin hormond pozorovanych ve validacnich studiich. Avsak
v zavislosti na bazdlnich hladinich hormont dosazenych v provadéjici laboratofi mohou byt vhodné vyssi nebo
niz§i hladiny. Pred zahdjenim pokust s destickou pro kontrolu kvality a pokusti v rdmci zkousky by laboratof
méla prokdzat, Ze pfi uplatnéné zkousce hormont lze zméfit koncentrace hormont v obohaceném médiu s dosta-
teCnou presnosti a preciznosti, aby mohla byt pfi analyze obohaceného média doplnéné o interni kontrolu
hormont splnéna kritéria kontroly kvality specifikovand v tabulkdch 1 a 5. Obohacené médium by mélo byt
doplnéno nejméné o tfi koncentrace kazdého hormonu (napt. 100, 500 a 2 500 pg/ml hormonu T; 10, 50
a 250 pg/ml hormonu E2; nebo pro nejniZsi obohacené koncentrace T a E2 lze pouZit nejniz§i mozné koncen-
trace na zakladé limitd zjiSténi vybraného systému méfeni hormont) a analyzovdno. Naméfené koncentrace
hormont u neextrahovanych vzorki by mély spadat do rozmez{ 30 % nomindlnich koncentraci a rozdil mezi
opakovanymi méfenimi téhoZz vzorku by nemél pfekrocit 25 % (viz rovnéz tabulka 8, kde jsou uvedena dalsi
kritéria kontroly kvality). Pokud jsou tato kritéria kontroly kvality splnéna, pfedpokldda se, ze vybrand metoda
méfeni hormont je dostate¢né pfesnd, precizni a nedochdzi pfi ni ke kifZové reakci se slozkami média (matrice
vzorkd), tak, Ze by se ocekdval vyznamny vliv na vysledek zkousky. V tomto pfipadé neni vyzadovina extrakce
vzorkil pfed méfenim hormond.

30. 'V piipadé, Ze kritéria kontroly kvality v tabulkdch 1 a 8 nejsou splnéna, mtze se objevit vyznamny dcinek
matrice a mél by byt proveden pokus s extrahovanym obohacenym médiem. Piiklad postupu extrakce je popsin
v dodatku II valida¢ni zpravy (4). Méfeni koncentraci hormonti v extrahovanych vzorcich by méla byt provedena
trojmo. () Pokud Ize dokazat, Ze po extrakci nenarusuji slozky média metodu zjistovani hormond podle kritérii
kontroly kvality, mély by byt vechny dalsi pokusy uskute¢nény pomoci extrahovanych vzorkd. Pokud kritéria
kontroly kvality nelze po extrakei splnit, pouzity systém méfeni hormont neni pro tcely zkousky steroidogeneze
H295R vhodny a méla by se pouzit alternativni metoda zji§tovani hormond.

Standardni k¥ivka

31.  Koncentrace hormont v kontrolnich vzorcich rozpoustédla by mély byt v rozmezi linedrni ¢asti standardni kiivky.
V idedlnim ptipadé by se hodnoty kontrolnich vzorki rozpoustédla mély pohybovat kolem stredu linedrni ¢asti,
aby bylo zajisténo, Ze bude mozné zméfit indukci a inhibici syntézy hormonti. Podle toho je tfeba vybrat ziedéni
média (nebo extrakty), které budou méfeny. Linedrni vztah se stanovi vhodnym statistickym pfistupem.

Zkouska interference chemické ldtky

32.  Pokud se k méfeni hormonti pouZiji metody zaloZené na protilatkich, jako jsou enzymové imunoanalyzy
s enzymem védzanym na imunosorbent (ELISA) a radio-imunoanalyzy (RIA), méla by byt kazdd chemickd latka
otestovana z hlediska potencidlni interference se systémem méfeni hormond, ktery bude pouZit, a to jesté pred
zahdjenim vlastniho zkous$eni chemickych latek (dodatek III valida¢ni zpravy (4)), protoze nékteré chemické latky
mohou s témito zkouskami interferovat (17). Dochazi-li k interferenci, kterd je = 20 % bazdlni produkce hormont
pro T a/nebo E2, jak stanovi analyza hormont, mél by u viech fedéni zdsobniho roztoku zkousené chemické latky

(") Pozn.: Je-li pozadovdna extrakce, jsou pro kazdy extrakt provedena tii opakovand méfeni. Kazdy vzorek bude extrahovin pouze
jednou.
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probéhnout test interference chemické ldtky s hormony pfi zkousce (napt. jak je popsino v dodatku III valida¢ni
zpravy (4) oddilu 5.0) s cilem urcit prahovou dévku, pfi niz dochdzi k vyznamné interferenci (> 20 %). Pokud je
interference mens{ nez 30 %, vysledky lze opravit. Pokud interference pfesdhne 30 %, daje jsou neplatné a ddaje
pro tyto koncentrace by mély byt odstranény. Pokud pii vice nez jedné necytotoxické koncentraci dochdzi
k vyznamné interferenci zkousené chemické latky se systémem méfeni hormont, mél by se pouzit jiny systém
méfeni hormond. Aby se pfedeslo interferenci s kontaminujicimi chemickymi ldtkami, je doporuceno, aby
hormony byly z média extrahoviny pomoci vhodného rozpoustédla. Mozné metody lze najit ve valida¢ni
zprave (4).

Tabulka 1

Kritéria provedeni pro systémy méfeni hormoni

Parametr Kritérium

Citlivost metody méfeni Mez kvantifikace (LOQ)
T: 100 pg/ml; E2: 10 pg/ml ()

Ucinnost extrakce hormont: (pouze Primérné podily vytéznosti (na zdkladé tif méfeni) u standardniho
pokud je extrakce nutnd) piidavku hormonu by se nemély odchylovat od mnozstvi, které bylo
pfidédno, o vice nez 30 %.

Interference chemické latky (pouze Nemélo by dochézet k zddné podstatné (> 30 % bazélni produkce
systémy na zdklad¢ protilatek) pislusného hormonu) kifzové reaktivité s kterymkoli z hormont produ-
kovanych buiikami () ()

() Pozndmka: Limity metody méfeni vychazeji z hodnot bazélni produkce hormont uvedenych v tabulce 5 a opiraji se o prove-
deni. Pokud Ize dosdhnout vys3i bazdlni produkce hormond, mize byt limit vy3si.

(") Nekteré protilitky T a E2 mohou pfi vyssim procentu kifzové reagovat s androstendionem, resp. estronem. V takovych
piipadech nelze pfesné urcit icinky na 17p-HSD. Udaje v3ak i pfesto mohou poskytnout uZzite¢né informace tykajici se
ucinkt na produkci estrogenu nebo androgenu obecné. V takovych ptipadech by tdaje mély byt vyjadieny spise jako odpo-
védi na androgen/estrogen nez E2 a T.

(9 Patii mezi né cholesterol, pregnenolon, progesteron, 11-deoxykortikosteron, kortikosteron, aldosteron, 17a-pregneno-
lon,17a-progesteron, deoxykortizol, kortizol, DHEA, androstendion, estron.

Test zpisobilosti laboratofe

33.  Pfed zkouSenim nezndmych chemickych litek by laboratof méla provedenim testu zptisobilosti prokdzat, Ze je
schopna dosdhnout nélezitych podminek pro kultivaci bunék a zkusebnich podminek, které jsou pozadovany pro
uspésné provedeni zkousky, a udrzet je. JelikoZ uskute¢néni zkousky je pfimo spojeno s pracovniky laboratofe,
kteii budou danou zkousku provadét, mély by byt tyto postupy caste¢né zopakovany, pokud dojde ke zméné
laboratorniho personélu.

34.  Tento test zpusobilosti bude uskutecnén za podminek uvedenych v odstavcich 38 az 40 tak, Ze bunky budou
vystaveny sedmi rostoucim koncentracim silnych, mirnych a slabych induktord a inhibitort, jakoZ i negativni
chemické litce (viz tabulka 2). Mezi chemické latky, které maji byt zkouseny, patii konkrétné silny induktor
forskolin (¢. CAS 66575-29-9), silny inhibitor prochloraz (€. CAS 67747-09-5), mirny induktor atrazin
(€. CAS 1912-24-9), mirny inhibitor aminoglutethimid (¢. CAS 125-84-8), slaby induktor (produkce E2) a slaby
inhibitor (produkce T) bisfenol A (€. CAS 80-05-7) a negativni chemickd litka choriogonadotropin (HCG)
(€. CAS 9002-61-3) (viz tabulka 2). Pomoci formatu podle tabulky 6 jsou vSechny chemické latky umistoviny do
oddélenych desticek. U chemickych litek pro test zptsobilosti by méla byt v kazdém dnu zkouseni zafazena jedna
QC-desticka (tabulka 4, odstavce 36-37).

Tabulka 2

Chemické litky pro test zpiisobilosti a expozi¢ni koncentrace

Chemicka ldtka pro test

zptisobilosti Expozi¢ni koncentrace [pM]

Prochloraz 0 (%; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 10

Forskolin 0 (*; 0,03; 0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30
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Chemizcrl)?s})égﬁzs}iiro test Expozi¢ni koncentrace [pM]

Atrazin 0 (%); 0,03; 0,1; 1; 3; 10; 30; 100

Aminoglutethimid 0 (%; 0,03; 0,1; 1; 3; 10; 30; 100

Bisfenol A 0 (*; 0,03; 0,1; 1; 3; 10; 30; 100

HCG 0 (®; 0,03; 0,1; 1; 3; 10; 30; 100

(% Kontrola rozpoustédla (DMSO) (0), 1 pl DMSO/jamka.

Pii testu zpusobilosti laboratofe by expozice bunék H295R chemickym ldtkim méla probéhnout v 24jamkovych

destickdch. U vSech davek zkouSenych chemickych latek se davky stanovuji v uM. Dévky by se mély podavat

v DMSO pii 0,1 % obj. na jamku. VSechny zkouSené koncentrace by mély byt testovany ve tfech jamkdch

(tabulka 6). Pro kazdou chemickou latku se pouZivaji oddélené desticky. V kazdém dnu zkouseni se zafadi jedna

QC-desticka.

35.  Analyzy Zivotaschopnosti bunék a hormont by mély byt provedeny v souladu s odstavci 42 az 46. Mély by byt
ozndmeny prahovd hodnota (nejnizs{ koncentrace testovaného vzorku, pii které jsou pozorovdny dcinky, LOEC)
a rozhodnuti o klasifikaci a mély by byt porovnany s hodnotami v tabulce 3. Udaje jsou povazovany za pfijatelné,
pokud spliuji LOEC a klasifikaci v tabulce 3.

Tabulka 3
Prahové hodnoty (LOEC) a klasifikace vysledku pro chemické litky v testu zptsobilosti
LOEC [pM] Klasifikace vysledku
Cislo CAS
T E2 T E2

Prochloraz 67747-09-5 <0,1 <10 + () (Inhibice) + (Inhibice)

Forskolin 66575-29-9 <10 <0, + (Indukce) + (Indukce)

Atrazin 1912-24-9 <100 <10 + (Indukce) + (Indukce)

Aminoglute- 125-84-8 <100 <100 + (Inhibice) + (Inhibice)

thimid

Bisfenol A 80-05-7 <10 <10 + (Inhibice) + (Indukce)

HCG 9002-61-3 nepoufZije se nepouZije se negativni negativni

() +, pozitivni

nepouzije se — vzhledem k tomu, Ze po expozici necytotoxickym koncentracim negativni kontroly by nemélo dojit k Zddnym

zméndm.

Desticka pro kontrolu kvality (Quality Control Plate), QC-desticka

36. QC-desticka se pouzivd k ovéfeni chovani bunék H295R za standardnich podminek kultivace a k vytvoteni dosa-
vadni databdze koncentraci hormonti pfi kontroldch rozpoustédel, pozitivnich a negativnich kontroldch a pfi
jinych opatfenich kontroly kvality v prubéhu ¢asu.

— Chovéni bunék H295R by mélo byt posuzovino pomoci QC-desticky pro kazdou novou ddvku ATCC nebo
po prvnim pouziti difve zmrazené zdsoby bunék, pokud test zptisobilosti laboratofe (odstavce 32-34) probéhl
s touto ddvkou bunék.

— QC-desticka zajistuje kompletni posouzeni podminek zkousky (napf. Zivotaschopnost bunék, kontroly
rozpoustédel, negativni a pozitivni kontroly, jakoz i rozdily v ramci zkousky a mezi zkouskami) pti zkouseni
chemickych latek a méla by byt souddsti kazdé zkousky.

37.  Test kontroly kvality se provadi v 24jamkové desticce a probihd stejnymi postupy inkubace, ddvkovani, Zivota-

schopnosti bunék/cytotoxicity, extrakce hormont a analyzy hormond, které jsou popsiny v odstavcich 38 az 46
pro zkouSeni chemickych latek. QC-desticka obsahuje slepé pokusy, kontroly rozpoustédla a dvé koncentrace
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zndmého induktoru (forskolin, 1, 10 pM) a inhibitoru (prochloraz, 0,1, 1 uM) syntézy E2 a T. Kromé toho se ve
vybranych jamkéch pouzivd jako pozitivni kontrola pro zkousku zivotaschopnosti/cytotoxicity MeOH. Podrobny
popis rozvrzeni desticky obsahuje tabulka 4. Kritéria, kterd musi QC-desticka spliovat, jsou vyjmenovina
v tabulce 5. Minimdlni bazdln{ produkce hormonu u T a E2 by méla byt splnéna jak pii kontrole rozpoustédla,
tak v jamkdach pro slepé pokusy.

Tabulka 4

Rozvrzeni QC-desticky pro zkouSeni chovini bunék H295R nevystavenych expozici a bunék vystave-
nych expozici znimych inhibitord (PRO = prochloraz) a stimulantii (FOR = forskolin) produkce E2 a T.
Po ukonceni pokusu s expozici a odstranéni média bude do vsech jamek s MeOH p¥iddn 70 % roztok
metanolu, ktery poslouZi jako pozitivni kontrola cytotoxicity (viz zkouska cytotoxicity v dodatku III
validaéni zprivy (4))

1 2 3 4 5 6

A | Slepy pokus () | Slepy pokus (%) | Slepy pokus () | Slepy pokus () | Slepy pokus () | Slepy pokus (?)
(+ MeOH) (%) (+ MeOH) (%) (+ MeOH) (%)

B DMSO (9 DMSO (9 DMSO (9 DMSO (9 DMSO (9 DMSO (9
1l 1pl 1pl 1ul 1pl 1l
(+ MeOH) () | (+ MeOH) () | (+ MeOH) ()

C| FOR1pM FOR 1 pM FOR 1 pM PROO,1uM | PROO1pM | PROO,1pM

D | FOR10pM FOR 10 uM FOR 10 uM PRO 1 pM PRO 1 pM PRO 1 uM

(%) Bufiky v jamkéch pro slepy pokus dostanou pouze médium (tj. zddné rozpoustédlo).
(") Metanol (MeOH) bude pfiddn aZ po ukonceni expozice a odstranéni média z téchto jamek.
(9 Kontrola rozpoustédla DMSO (1 pl/jamku).

Tabulka 5

Kritéria vysledkii pro QC-desticku

T E2
Bazélni produkce hormonu pfi kontrole rozpou- > 5ndsobek LOQ > 2,5ndsobek LOQ
stédla (SC)
Indukce (10 pM forskolinu) > 1,5ndsobek SC > 7,5ndsobek SC
Inhibice (1uM prochlorazu) < 0,5ndsobek SC < 0,5ndsobek SC

POSTUP EXPOZICE CHEMICKE LATCE

38.  Preinkubované buriky se vyjmou z inkubdtoru (odstavec 21) a zkontroluji pod mikroskopem, aby pied davko-
vanim bylo jisté, Ze jsou v dobrém stavu (pfichyceni, morfologie).

39.  Bunky jsou umistény do biologické bezpecnostni skiiné (lamindrni box) a obohacené médium je odstranéno
a nahrazeno novym obohacenym médiem (1 ml/jamku). Pro tuto zkuSebni metodu se jako rozpoustédlo upted-
nostiiuje DMSO. Pokud je v8ak diivod pro pouziti jinych rozpoustédel, mélo by byt popsdno védecké zdiivodnéni.
Bunky jsou vystaveny zkousené chemické latce pfidinim 1 pl vhodného zdsobniho roztoku v DMSO (viz
dodatek II valida¢ni zprdvy (4)) na 1 ml obohaceného média (objem jamky). Vysledkem toho je kone¢nd



L 247/90 Utednt véstnik Evropské unie 21.8.2014

koncentrace 0,1 % DMSO v jamkdch. Pro zajisténi odpovidajici smési se obecné upfednostiiuje, aby byl vhodny
zdsobni roztok zkousené chemické litky v DMSO smichdn s obohacenym médiem, aby se dosdhlo pozadované
kone¢né koncentrace pro kazdou davku a aby smés byla pfidina do kazdé jamky bezprostiedné po odstranéni
starého média. Je-li pouZita tato moZnost, méla by koncentrace DMSO (0,1 %) zlstat ve viech jamkdch stejnd.
U jamek obsahujicich dvé nejvétsi koncentrace se vizudlné pomoci stereomikroskopu posoudi, zda se vytvofily
srazeniny nebo zdkal, coZ je zndmka nedplné rozpustnosti zkousené chemické ltky. Pokud jsou takové podminky
(zdkal, tvorba sraZenin) pozorovény, jsou prezkoumdny i jamky obsahujici dal$i niZsi koncentrace (a tak dale)
a koncentrace, kde se ldtka zcela nerozpustila, musi byt vylouceny pro ucely dalstho hodnoceni a analyzy.
Desticka se na 48 hodin vrati do inkubdtoru pfi teploté¢ 37 °C ve vzduchové atmosféfe s 5 % CO,. Rozvrzeni
desticky se zkouSenou chemickou latkou je uvedeno v tabulce 6. Zdsoby 1-7 ukazuji umisténi rostoucich davek
zkousené chemické latky.

Tabulka 6

Schéma davkovéni pro expozici bunék H295R zkousenym chemickym litkim v 24 jamkové destic¢ce

1 2 3 4 5 6
A DMSO DMSO DMSO Zasoba 4 Zisoba 4 Zasoba 4
B Zasoba 1 Zisoba 1 Zasoba 1 Zasoba 5 Z3soba 5 Zisoba 5
C Zasoba 2 Zisoba 2 Zasoba 2 Zasoba 6 Zisoba 6 Zisoba 6
D Zasoba 3 Zasoba 3 Zasoba 3 Zisoba 7 Zisoba 7 Zisoba 7

40. Po 48 hodindch jsou expozi¢ni desticky vyaty z inkubdtoru a kazdd jamka se zkontroluje pod mikroskopem
ohledné stavu bunék (pfichyceni, morfologie, stuperi konfluence) a zndmek cytotoxicity. Médium z kazdé jamky je
rozdéleno na dvé stejnd mnozstvi (kazdé pfiblizné 490 pl) a pfeneseno do dvou samostatnych, fddné oznacenych
ampulek (tj. jeden dil poskytuje pro kazdou jamku ndhradni vzorek). Aby se pfedeslo vyschnuti bunék, odstranuje
se médium po faddch nebo sloupcich najednou a nahrazuje se médiem pro zkousku Zivotaschopnosti/cytotoxicity
bunék. Pokud je nutné Zivotaschopnost/cytotoxicitu bunék zméfit okamzité, je do kazdé jamky ptidino 200 pl
PBS s Ca?* a Mg?. Média se zmrazi pii teploté — 80 °C az do dalsiho zpracovini pro analyzu koncentraci
hormontl (viz odstavce 44—46). I kdyZ hormony T a E2 uchovdvané v médiu pfi teploté — 80 °C jsou obecné stdlé
po dobu nejméné tif mésict, méla by byt v kazdé laboratofi zdokumentovana stdlost hormond béhem usklad-
néni.

41.  Okamzité po odstranéni média se pro kazdou expozi¢ni desticku ur¢i Zivotaschopnost bunék/cytotoxicita.
Urdeni Zivotaschopnosti bunék

42.  Pro urceni potencidlniho vlivu zkouSené chemické litky na Zivotaschopnost bunék neni metoda testovani Zivota-
schopnosti bunék/cytotoxicity pfedepsdna, je mozno ji zvolit. Zkouska by méla byt schopna méfit skute¢nou vysi
procentniho podilu Zivotaschopnych bunék pfitomnych v jamce nebo by mélo byt prokdzdno, Ze ji lze pfimo
srovnat se zkouskou Live/Dead® (jeji linedrni funkci) (viz dodatek III validacni zpravy (4)). Alternativni zkouskou,
u které se ukdzalo, Ze funguje stejné dobrfe, je test MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium-
bromid] (18). Posouzeni Zivotaschopnosti bunék vyuZivajici vySe uvedené metody je relativni méfeni, které
nemusi nutné byt linedrni z4vislé na absolutnim poctu bunék v jamce. Proto by analyzujici pracovnik mél provést
subjektivni paralelni vizudlni posouzeni kazdé jamky a je zapotiebi udélat digitdlni snimky kontrol rozpoustédel
a dvou nejvétsich necytotoxickych koncentraci, které se archivuji, aby bylo mozno pozdéji posoudit skute¢nou
hustotu bunék, bude-li to zapotfebi. Pokud se na zdkladé vizudlni prohlidky nebo podle dikazi ze zkousky Zivo-
taschopnosti/cytotoxicity zdd, Ze pocet bunék narostl, je nutné zdanlivy ndrtst ovéfit. Je-li ndrast poctu bunék
ovéfen, mélo by to byt uvedeno v protokolu o zkousce. Zivotaschopnost bunék bude vyjddiena v poméru
k primérné reakci pfi kontrolach s rozpoustédly, kterd je povazovédna za 100 % Zivotaschopnych bunék, vypocet
se provadi podle pravidel metody pouzité k urceni cytototoxicity. Pro zkousku MTT lze pouzit nésledujici vzorec:
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% zivotaschopnych bunék = (reakce v jamce — primérnd reakce v jamkéch s aplikovanym MeOH [= 100 %
odumfelych]) + (primérnd reakce v jamkdch SC — prtimérnd reakce v jamkdch s aplikovanym MeOH [= 100 %
odumfelych])

43. Do zavéreCné analyzy tdaji by nemély byt zafazeny jamky s Zivotaschopnosti niZsi nez 80 %, v poméru
k primérné zivotaschopnosti pfi kontrolich s rozpoustédly (= 100 % Zzivotaschopnost). Inhibice steroidogeneze,
vyskytujici se pfi cytotoxicité kolem 20 %, by méla byt peclivé posouzena, aby bylo zajiténo, ze p¥i¢inou inhibice
neni pravé cytotoxicita.

Analyza hormon

44,  Kazdé laboratof maze pro analyzu T a E2 pouzit systém méfeni hormont podle své volby. Zbylé podily média
z kazdé experimentdlni skupiny lze pouzit pro piipravu dalsich fedéni tak, aby byly k dispozici koncentrace pro
linedrni ¢dst standardni kiivky. Jak je uvedeno v odstavci 29, kazdd laboratof by méla prokdzat soulad svého
systému méfen{ hormond (napf. ELISA, RIA, LC-MS, LC-MS/MS) s kritérii pro kontrolu kvality tak, Ze provede
analyzu obohaceného média doplnénou o vnitini kontrolu hormont pfed provedenim pokusti pro kontrolu
kvality nebo zkousenim chemickych latek. Aby bylo zajisténo, Ze soucdsti systému zkouseni nebudou rusivé zasa-
hovat do méfen{ hormonti, bude mozna zapottebi hormony pfed jejich méfenim z média extrahovat (viz odstavec
30 s podminkami, za kterych je nebo neni extrakce pozadovdna). Doporucuje se provést extrakci v souladu
s postupy uvedenymi v dodatku III validaéni zpravy (4).

45.  Pokud se k méfeni produkce hormonti pouzivd komeréni zkuSebni sada (kit), méla by byt provedena analyza
hormont v souladu s manudly, které dodal vyrobce zkusebni sady. Vétsina vyrobcti ma jedine¢ny postup, kterym
se maji analyzy hormont provaddét. Roztoky vzorkd je tieba upravit, aby ocekdvané koncentrace hormont pro
kontroly roztokt spadaly do stfedu linedrniho rozmezi standardni kiivky konkrétni zkuSebni sady (dodatek III
valida¢ni zpravy (4)). Hodnoty, které lezi mimo linedrn{ ¢ast standardni kiivky, by mély byt zamitnuty.

46.  Kone¢né koncentrace hormont se vypocitaji takto:

Priklad:

Extrahovano: 450 pl média

Rekonstituovano v: 250 pl zkusebniho pufru

Redéni pii zkousce: 1:10 (s cilem zajistit, aby se vzorek dostal do linedrniho rozmezi stan-
dardni kiivky)

Koncentrace hormonu pii zkousce: 150 pg/ml (jiz pfizptisobena koncentraci na 1 ml zkouseného vzorku)

Vytéznost: 89 %

Kone¢nd koncentrace hormont = (Koncentrace hormonti (na 1 ml) + vytéznost) (faktor Fedén)

Koneénd koncentrace hormonii = (150 pg/ml) + (0,89) x (250 ul/450 pl) x 10 = 936,3 pg/ml

Vybér zkuSebnich koncentraci

47.  V rémci zkousky by mély byt provedeny minimalné dva nezdvislé pokusy. Pokud starsi informace, naptiklad infor-
mace o limitech rozpustnosti nebo cytotoxicité neposkytuji zdklad pro vybér zkusebnich koncentraci, doporucuje
se, aby zkuSebni koncentrace pro pocate¢ni pokus byly voleny v intervalech logaritmické skaly, pficemz 102 M je
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48.

maximdlni koncentrace. Pokud je chemicka ldtka rozpustnd a neni pii zddné ze zkousenych koncentraci cytoto-
xickd a prvni pokus byl pro vSechny koncentrace negativni, pak to musi byt potvrzeno pfi jednom dalsim pokusu
za stejnych podminek, za jakych probéhl prvni pokus (tabulka 7). Pokud jsou vysledky prvniho pokusu nejedno-
znacné (tj. ndsobek efektu je statisticky vyznamné odlisny od kontrolni hodnoty pouze pfi jedné koncentraci) nebo
pozitivni (tj. ndsobnd zména je pti dvou nebo vice ndsledujicich koncentracich statisticky vyznamnd), zkouska by
se méla zopakovat s upfesnénim vybranych koncentraci, jak ukazuje tabulka 7. Aby se zjistil cinek, mély by byt
zkusebni koncentrace v pokusech 2 a 3 (uskute¢ni-li se) upraveny na zdkladé vysledkd hrani¢nich koncentraci
tvodniho pokusu, které vyvolaly acinek s pouzitim koncentraci v intervalech 1/2-log (napf. pokud ptivodni pokus
0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1 000 pM vytstil v indukce pfi 1 a 10 uM, koncentrace zkousené ve druhém
pokusu by mély byt 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 uM), pokud pro dosazeni LOEC nemusi byt uplatnény nizsi
koncentrace. Ve druhém uvedeném piipadé by ve druhém pokusu, pfi kterém se pouzije stupnice 1/2-log, mélo
byt pouzito nejméné pét koncentraci pod nejnizsi koncentraci zkousenou v prvnim pokusu. Pokud druhy pokus
nepotvrdi vysledky prvniho pokusu (tj. pfi dfive pozitivné zkouSené koncentraci * 1 pfirtstek koncentrace nepro-
kéze statistickou vyznamnost), je nutné provést teti experiment za ptvodnich zkusebnich podminek. Nejedno-
znaéné vysledky v prvnim pokusu jsou povazovany za negativni, pokud pozorovany ucinek nemohl byt potvrzen
v zddném ze dvou ndslednych pokust. Nejednoznacéné vysledky jsou povazovany za pozitivni odpovédi (Gi¢inek),
pokud lze odpovéd potvrdit v nejméné jednom dalsim pokusu v rdmci * 1 pirtstku koncentrace (viz oddil 55
postupu pii interpretaci tidajt).

Tabulka 7

Matice rozhodnuti pro mozné vysledné scéndie

Pokus 1 Pokus 2 Pokus 3 Rozhodnuti

Scénér Rozhodnuti Scénér Rozhodnuti Scéndr Pozitivni Negativni

Potvrdit () Konec X

21.8.2014

Negativni

Negativni

Negativni

Potvrdit ()

Pozitivni

Upfesnit ()

Negativni

Nejednoznalné

Upftesnit ()

Negativni

Potvrdit (%)

Negativni

Nejednoznacné (9)

Upfesnit ()

Negativni

Potvrdit (%)

Pozitivni

Nejednoznacné (9)

Upftesnit ()

Pozitivni

Pozitivni

Upfesnit ()

Negativni

Potvrdit (3)

Pozitivni

Negativni

Potvrdit ()

Pozitivni

Upfesnit ()

Pozitivni

Pozitivni

Pozitivni

Konec

Upfesnit ()

() Potvrdit pfedchozi pokus pomoci stejné struktury experimentu.

(?) Provést zkousku znovu s intervalem koncentraci 1/2-log (stanoveni meze u koncentrace, kterd pfi pfedchozim experimentu
dopadla vyrazné jinak).

(9 Ndasobnd zména pii jedné koncentraci se ze statistického hlediska vyrazné lif od kontrolni hodnoty.

Kontrola kvality testu

Kromé splnéni kritérif pro QC-desticky by méla byt splnéna i dalsi kritéria kvality, kterd jsou stanovena v tabulce 8
a kterd se tykaji pfijatelnych variaci mezi replikovanymi jamkami, opakovanymi experimenty, linearity a citlivosti
systémii méfeni hormont, rozdilu mezi opakovanymi méfenimi hormond téhoZ vzorku, a procentni vytéznosti
standardntho piidavku hormont po extrakci média (je-li to pouzitelné; viz odstavec 30 ohledné pozadavki
extrakce). Aby tidaje mohly byt pouzity pro dalsi hodnoceni, mély by spadat do pfijatelnych rozmezi definova-
nych pro kazdy parametr. Pokud tato kritéria nejsou splnéna, mélo by byt do pracovniho formuldfe pozname-
ndno, Ze kritéria kontroly kvality nebyla u daného vzorku splnéna a Ze je nutné vzorek analyzovat znovu nebo
ho vypustit ze souboru tdaji.
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Tabulka 8

Pfijatelnd rozmezi a/nebo variace (%) pro parametry zkuSebni desticky pro zkousku H295R.

LOQ: mez kvantifikace systému méfeni hormont. CV: varia¢ni koeficient; SC: kontrola s rozpoustédlem; DPM:
rozpady za minutu

Srovnani mezi T E2
Bazélni produkce hormont pfi SC O ndsobek vétsi nez LOQ > 5Sndsobek | > 2,5ndsobek
Experimenty v oblasti expozice — v rdmci CV Absolutni koncentrace <30 % <30 %
desticky pro SC (replikované jamky)
Experimenty v oblasti expozice — mezi destic- Nésobna zména <30 % <30 %
kami CV pro SC (opakované experimenty)
Systém méfeni hormonti — citlivost Zjistitelny ndsobny pokles | = 5ndsobek | > 2,5ndsobek
pomérny k SC
Systém méfeni hormonti — opakovand méfeni Absolutni koncentrace <25% <25%
CV pro SC (9

Extrakce média — vytéZnost interntho 3H stan- DPM > 65 % nomindlni
dardu (pouzije-li se)

() Odkazuje na opakovana méfeni téhoz vzorku

ANALYZA UDAJU A ZPRAVY

Analyza ddaji

49.  Pro vyhodnoceni relativniho nartstu/poklesu chemicky zménéné produkce hormont by se vysledky mély norma-
lizovat na stfedni hodnotu kontroly s rozpoustédlem (solvent control, SC) u kazdé zkusebni desticky a vysledky by
se mély vyjadiit jako zmeény relativni k SC v kazdé zkuSebni desticce. Veskeré tidaje musi byt vyjadreny jako
sttedni hodnoty + 1 smérodatnd odchylka (standard deviation, SD).

50. Do analyzy adaji by mély byt zahrnuty pouze tdaje o hormonech z jamek, v nichz byla cytotoxicita niz$i nez
20 %. Relativni zmény by se mély vypocitat takto:

Relativni zména = (koncentrace hormonti v kazdé jamce) + (stfedn{ koncentrace hormont ve vSech jamkach pro
kontrolu s rozpoustédlem).

51.  Pokud se na zdkladé vizudlni prohlidky jamky nebo dle diikazii ze zkousky Zivotaschopnosti/cytotoxicity popsané
v odstavci 42 zdd, Ze narostl pocet bunék, je nutné zdanlivy ndrist ovéfit. Je-li ndrast poctu bunék ovéfen, mélo
by to byt uvedeno v zdvére¢né zprave.

52.  Pred provedenim statistickych analyz by mély byt vyhodnoceny pfedpoklady normality rozdéleni a homogenity
rozptylu. Normalita by se méla hodnotit pomoci standardnich grafti pravdépodobnosti (probability plot) nebo jiné
vhodné statistické metody (napt. Shapiro-Wilkiv test). Pokud nejsou udaje (ndsobné zmény) distribuoviny
normdlné, mél by byt pro ucely aproximace normalni distribuce u¢inén pokus o jejich transformaci. Pokud jsou
tudaje distribuovdny normdlné nebo se piiblizuji normaln{ distribuci, mély by byt rozdily mezi exponovanymi
skupinami a kontrolou s rozpoustédlem analyzoviny pomoci parametrického testu (napf. Dunnettav test), kde
koncentrace je nezdvisld a reakce (ndsobnd zména) zdvisld proménnd. Pokud tidaje nejsou normdlné distribuovény,
mél by se pouZit neparametricky test (napf. Kruskal Wallisiv test, Steelv srovndvaci Many-one rank® test).
Rozdily jsou povazovany za vyznamné, kdyz plati p < 0,05. Statistickd hodnoceni se provadéji na zdkladé primér-
nych hodnot pro kazdou jamku, které predstavuji nezavislé replikované tdaje. Pfedpoklddd se, ze z davodu
velkych interval mezi ddvkami v prvnim pokusu (3kdla dekadickych logaritm®) v mnoha ptipadech nebude
mozné popsat jasné vztahy mezi koncentraci a odpovédi, tak aby dvé nejvétsi davky byly v linedrni ¢asti S kiivky.
Z tohoto divodu budou pro prvni pokus nebo jakékoli jiné soubory tdaji, kde nastane tato podminka (napf.
tam, kde nelze odhadnout maximdln{ Gi¢innost), pouzity statistiky pevnych proménnych typu I popsané vyse.
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53.  Pokud vice nez dva tdaje lezi v linedrni ¢dsti kfivky a pokud Ize vypocitat maximdlni G¢innost (jak se predpoklddd
u nékterych z druhych pokusti, které se provadéji pomoci semilogaritmickych intervalti expozi¢nich koncentraci),
mél by byt pro vypocet Gcinnych koncentraci pouZit probitovy, logitovy nebo jiny vhodny regresni model
(napf. EC50 a EC20).

54.  Vysledky by mély byt prezentovany v grafickém (sloupcové diagramy vyjadfujici stfedni hodnotu £ 1 SD) a tabul-
kovém formétu (LOEC/NOEC, smér ti¢inku a sila maximalni odpovédi, kterd je soucdsti tidaji typu ddvka-reakce)
(viz napf. obrazek 3). Posouzeni Gidaji se povazuje za platné pouze v piipadé, Ze se opird nejméné o dva nezavisle
provedené pokusy. Experiment nebo pokus se povazuje za nezdvisly, pokud byl proveden v jiny den za pomoci
nového souboru roztokii a kontrol. Rozmezi koncentraci pouzitych v pokusech 2 a 3 (v ptipadé potieby) lze
upravit na zdkladé vysledkd pokusu 1 tak, aby bylo 1épe definovdno rozmezi zédvislosti divka-odpovéd zahrnujici
LOEC (viz odstavec 47).

Obrdzek 3

Piiklad prezentace a hodnoceni ddaji ziskanych béhem zkousky H295R v grafickém a tabulkovém
formétu

Hvézdicky oznacuji statisticky vyznamné rozdily od kontroly s rozpoustédlem (p< 0,05). LOEC: nejnizsi koncen-
trace s pozorovanym u¢inkem; max. zména: maximdln{ sila reakce pozorovand pti jakékoli koncentraci ve vztahu
k pramérné reakci SC (= 1)
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Postup pfi interpretaci ddaji

55. M4 se za to, Ze zkouSend chemickd ldtka je pozitivni, pokud se ndsobnd indukce statisticky lisi (p < 0,05) od
kontroly s rozpoustédlem pii dvou sousednich koncentracich nejméné ve dvou nezavislych pokusech (tabulka 7).
M4 se za to, ze zkouSend chemickd ldtka je negativni po dvou nezdvislych negativnich pokusech nebo pfi tfech
pokusech, které zahrnuji dva negativni pokusy a jeden dvojznaény nebo pozitivni pokus. Pokud tidaje ziskané pii
tfech nezdvislych experimentech nespliji kritéria rozhodnuti uvedend v tabulce 7, nelze vysledky pokust inter-
pretovat. Do interpretace vysledki by nemély byt zahrnuty vysledky pii koncentracich prekracujicich limity
rozpustnosti nebo pii cytotoxickych koncentracich.
Zavérecnd zprava

56.  Zéavéretna zprava by méla obsahovat nasledujici informace:

Zkusebni zafizeni
— ndzev a adresa zafizeni,
— vedouci studie a dal3i pracovnici a jejich povinnosti v rdmci studie,

— data zahdjeni a ukoncen studie.
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Zkousend chemickd ldtka, chemickd cinidla a kontroly

— totoznost (ndzev, piip. ¢islo CAS), zdroj, &islo Sarze, Cistota, dodavatel a charakterizace zkousené chemické
latky, chemickych ¢inidel a kontrol,

— fyzikdlni povaha a piislusné fyzikalné-chemické vlastnosti zkouSené chemické ltky,

— podminky uskladnéni a metoda a Cetnost piipravy zkouSenych chemickych ldtek, chemickych C¢inidel
a kontrol,

— stabilita zkousené chemické latky.

Buriky
— zdroj a typ bunék,
— pocet bunénych pasazi (identifikitor bunééné pasdze) bunék pouzitych pii zkousce,

— popis postupil uchovévani bunénych kultur.

PoZadavky pred zkouskou (je-li to relevantni)

— popis a vysledky testu chemické interference hormond,
— popis a vysledky méFeni G¢innosti extrakce hormond,
— standardni a kalibra¢ni kiivky pro viechny analytické zkousky, které budou provedeny,

— limity detekce pro vybrané analytické zkousky.

Zkugebni podminky

— slozeni média,

— koncentrace zkousené chemické latky,

— hustota bunék (odhadované nebo zméfené bunécné koncentrace béhem 24 hodin a 48 hodin),
— rozpustnost zkousené chemické latky (limit rozpustnosti, je-li urcen),

— inkubaé¢ni doba a podminky.

Vysledky zkousek

— prvotn{ Gdaje tykajici se jednotlivych jamek pro kontroly a testované latky — kazdé opakované méfeni ve
formé puvodnich tidaji ziskanych z piistroje pouzitého k méfeni produkce hormont (napf. OD, fluorescenéni
jednotky, DPM atd.),

— prokédzdn{ normality rozdéleni nebo vysvétleni transformace tidajt,

— prumérnd odpovéd * 1 SD pro kazdou méfenou jamku,

— tdaje o cytotoxicité (zkousené koncentrace, které zptsobily cytotoxicitu),

— potvrzeni, Ze byly splnény pozadavky kontroly kvality,

— relativni G¢inek v porovndni s kontrolou s rozpoustédlem po korekci na cytotoxicitu,

— sloupcovy graf ukazujici vztah (ndsobnou zménu) pii kazdé koncentraci, SD a statistickou vyznamnost, jak je
uvedeno v odstavcich 49-54.

Interpretace tidajii

— uplatnéni postupu pro interpretaci idaji na vysledky a diskuse o ndlezech.

Diskuse

— Vyplyvaji ze studie néjaké zndmky tykajici se toho, ze by tdaje o T/E2 mohly byt ovlivnény nepfimymi ac¢inky
na drdhy gluko- a mineralokortikoida?

Zdvéry
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Dodatek
DEFINICE
CV se rozumi varia¢ni koeficient, ktery je definovan jako pomér smérodatné odchylky distribuce k jejimu aritmetickému
prameéru.

CYP oznacuje cytochrom P450 monooxygendzy, coZ je rodina gend a enzymd z nich vyprodukovanych, které se G¢astni
katalyzace Siroké skdly biochemickych reakei zahrnujicich syntézu a metabolismus steroidnich hormont.

Desticka pro kontrolu kvality (QC-desticka) je 24jamkové desticka obsahujici dvé koncentrace pozitivnich a negativ-
nich kontrol pro sledovédni chovani nové davky bunék nebo pro zajisténi pozitivnich kontrol pro zkousku pii zkouseni
chemickych latek.

DPM (disintegration per minute) je zkratkou pro rozpad za minutu. Je to polet atomt v daném mnozstvi radioaktivniho
materialu, u néhoz bylo zjisténo, Ze se rozpadne za jednu minutu.

v/

E2 je 17f-estradiol, nejdilezitéjsi estrogen v téle savc.

H295R burikyjsou bunky lidského adrendlniho karcinomu, které maji fyziologické charakteristiky zondlné nediferenco-
vanych adrenalnich bunék lidského plodu a které zajistuji expresi enzymu drdhy steroidogeneze. Lze je ziskat ze sbirky
ATCC.

Chemickou litkou se rozumi litka nebo smés.

Konfluenci se rozumi pokryti nebo mnozstvi bunék, které je u bunék povoleno nad kultivatnim médiem nebo v ném.
Kontrola kvality, zkricené QC, oznacuje opatieni nezbytnd k zajistén{ platnych ddaja.

Linedrni oblast je interval v rdmci standardni kfivky pro systém méfeni hormond, kde vysledky jsou tmérné koncen-
traci analytu pfitomného ve vzorku.

Mrazici médium se pouzivd ke zmrazovén{ a uchovévani zmrazenych bunék. Obsahuje zdsobni médium, BD Nu-sérum
a dimethylsulfoxid.

LOQ je zkratkou pro mez kvantifikace (Limit of Quantification’), a je to nejnizsi mnozstvi chemické latky, které lze odlisit
od neptitomnosti této chemické latky (slepd hodnota) v ramci stanovené meze spolehlivosti. Pro déely této metody je
LOQ obvykle definovan vyrobcem testovacich systémd, neni-li specifikovan jinym zptsobem.

~7

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) je zkratkou pro nejniz$i koncentraci s pozorovanym tcinkem, tedy nejnizsi
troven koncentrace, u niz se reakce na zkousku ze statistického hlediska lisi od reakce na kontrolu rozpoustédla.

NOEC (No Observed Effect Concentration) je zkratkou pro koncentraci bez pozorovanych acinkd, coz je nejvyssi zkousend
koncentrace, kde nebyla zji§téna pozitivni odpovéd.

Obohacené médium se sklddd ze zdsobniho média s BD Nu-sérem a prémiovou smési ITS+, viz dodatek II valida¢ni
Zpravy (4).

Pasdz je Cislo uddvajici pocet déleni bunék po zahdjeni kultivace ze zmrazenych zdsob. Poldte¢ni pasdz, kterd byla

vytvofena ze zmrazenych zdsob, nese &islo jedna (1). Buiiky, které byly rozdéleny jednou, jsou oznaleny jako pasdz 2
atd.

PBS je Dulbecciv fyziologicky roztok ve fosfitovém pufru.
Pokus je nezdvisly experiment, ktery je charakterizovdn novym souborem roztokii a kontrol.

Steroidogeneze je syntetickd drdha vedouci od cholesterolu k rtiznym steroidnim hormoniim. Nékteré meziprodukty
v dréze steroidni syntézy, napt. progesteron a testosteron, jsou dilezitymi hormony samy o sobé, ale slouzi také jako
prekurzory hormont dale v syntetické dréze.

Trypsin 1X je zfedény roztok enzymu trypsin, serinové protedzy vyskytujici se ve dvanacterniku, pouzivany k uvoliio-
véani bunék z desticky pro kultivaci bunék, viz dodatek III valida¢ni zpravy (4).

Zisobni médium je zdklad pro piipravu dalsich roztokd/reagencii. Skldd4 se ze smési Dulbeccovy modifikace Eagleova
média a Hamovy smési Zivin F12 v poméru 1:1 (DMEM/F12) v 15mM pufru HEPES bez fenolové cervené nebo hydroge-
nuhli¢itanu sodného. Hydrouhli¢itan sodny se pfiddvd jako pufr, viz dodatek II valida¢ni zpravy (4).

Zkousenou chemickou litkou se rozumi jakdkoli ldtka nebo smés zkousend pomoci této zkusebni metody.

Zkusebni destickou se rozumi desticka, na které jsou buniky H295R vystaveny zkouSenym chemickym ldtkdm.
Zkusebni desticky obsahuji kontrolu s rozpoustédlem a zkousenou chemickou litku v sedmi trovnich koncentrace ve
tfech provedenich.
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B.58 ZKOUSKY GENOVYCH MUTACI U SOMATICKYCH A ZARODECNYCH BUNEK TRANSGENNICH HLODAVCU

UvoD

1. Tato zkuSebni metoda odpovidd pokynu OECD pro zkouseni (TG) 488 (2013). Zkusebni metody EU jsou k dispo-
zici pro Sirokou $kdlu in vitro testd mutagenity, které jsou schopny odhalit chromozomové a/nebo genové mutace.
Existuji zkuSebni metody pro testovani in vivo (ty detekuji chromozomové aberace a neplidnovanou syntézu DNA),
ale pro genové mutace takové metody dosud nebyly k dispozici. Zkousky mutaci u transgennich hlodavct (Trans-
genic Rodent, TGR) spliiuji potiebu praktickych a obecné dostupnych zkousek in vivo pro genové mutace.

2. O zkouskdch mutaci u TGR existuji rozsdhlé prehledové dokumenty (24) (33). Tyto zkousky pouzivaji transgenni
potkany a mysi, jejichz organismy obsahuji velké mnozstvi kopil chromozomové integrovanych plazmidovych
nebo figovych shuttle vektord. Transgeny obsahuji reporterové geny pro zjistovani rtiznych typd mutaci induko-
vanych in vivo zkouSenymi chemickymi ldtkami.

3. Mutace, k nimz dochdzi u hlodavcd, se ziskdvaji pomoci obnovy/odkryti transgenu a analyzy fenotypu reportero-
vého genu v bakteridlnim hostiteli, ktery postradd reporterovy gen. Zkousky genovych mutaci u TGR posuzuji
mutace indukované u geneticky neutrdlnich gent znovu ziskanych v podstaté z jakékoli tkdné hlodavce. Tyto
analyzy tudiz obchazeji mnohd ze stdvajicich omezeni spojenych se studiem genovych mutaci in vivo u endogen-
nich gent (napf. omezeni na tkané vhodné pro analyzu, negativni/pozitivni selekce proti mutacim).

4. Posouzeni zdvaznosti diikkaz( naznacuje, Ze transgeny reaguji na mutageny podobné jako endogenni geny, zejmé-
na pokud se tykd detekce substituce part bazi, posunovych mutaci a malych deleci a inserci (24).

5. Mezindrodni semindfe o zkouSeni genotoxicity (International Workshops on Genotoxicity Testing, IWGT) schvalily
zafazeni zkousek genovych mutacf u TGR mezi metody zjisfovani genovych mutaci in vivo a doporucily postup
pro jejich provadéni (15) (29). Tato zkusebni metoda (B.58) se opird o tato doporuceni. Dal3{ analyzu podporujici
pouzivni{ tohoto postupu lze najit v (16).

6.  Predpoklddd se, Ze v budoucnu bude mozné zkombinovat zkousky genovych mutaci u TGR se studii toxicity pfi
opakované aplikaci (kapitola B.7 této piilohy). Je viak tfeba mit dalsi tidaje, aby bylo zajisténo, citlivost zkousek
genovych mutaci u TGR nebude ovlivnéna kratsim, jednodennim intervalem mezi ukon¢enim aplikace a odbérem
vzorkd, jak je tomu u studie toxicity s opakovanou aplikaci v porovndni s tfidennim intervalem pouzivanym pfi
zkouskdch genovych mutaci u TGR. Je také nutné mit Gdaje o tom, Ze provedeni studie s opakovanym podavanim
litky nebude negativné ovlivnéno pouzitim transgenniho kmene namisto tradicnich kment hlodavct. Az tyto
tidaje budou k dispozici, bude tato zkuSebni metoda aktualizovéna.

vvvvvv

VYCHOZI UVAHY

8. Zkousky genovych mutaci u TGR, pro které je k dispozici dostatek idajii, aby mohly byt zafazeny v této zkusebni
metodé, jsou tyto: mys s bakteriofdgem lacZ (Muta™Mouse); my$ s plazmidem lacZ, delta mys a potkan gpt (gpt
a Spi), my$ a potkan lacl (Big Blue®), provadéné podle standardnich podminek. Kromé toho Ize pro posouzeni
mutaci v modelech Big Blue® a Muta™Mouse pouzit zkousku pozitivni selekce cIl. Mutageneze v modelech TGR
se zpravidla posuzuje jako Cetnost mutaci; v piipadé potieby vSak mize dalsi informace dodat molekuldrni
analyza mutaci (viz odstavec 24).

9.  Tyto zkousky genovych mutaci in vivo u hlodavct jsou pfi posuzovani mutagenniho rizika dilezité zejména proto,
ze Ucinky zjisténé v téchto zkouskich jsou zdvislé na metabolismu in vivo, farmakokinetice, procesech opravy
DNA a translézni syntéze DNA, ackoli ty se mohou u jednotlivych druhd, tkdni a typi poskozeni DNA lisit.
Zkouska in vivo pro genové mutace je uZiteCnd pro dalsi Setfeni mutagenniho ucinku zji§téného systémem in vitro
a pro ndsledné monitorovani vysledkd testd pomoci jinych cilovych parametrt: in vivo (24). Vedle toho, Ze jsou
genové mutace pricinnym vztahem spojeny se vznikem rakoviny, jsou také vyznamnym parametrem pro predikci
nezhoubnych onemocnéni zptsobenych mutacemi v somatickych tkdnich (12) (13), jakoZ i pro onemocnéni
pfendSend zdrode¢nymi burikami.
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10.  Existuji-li diikazy o tom, Ze zkouSend chemickd latka nebo relevantni metabolit se nedostanou do Zaddné z relevant-
nich tkdni, neni vhodné provadét zkousku genovych mutaci u TGR.

PODSTATA ZKOUSKY

11. Ve zkouskdch popsanych v odstavci 8 je cilovy gen pivodné bakteridlni nebo bakteriofdgovy a prosttedkem pro
znovuziskani genu z genomické DNA hlodavch je zaclenéni transgenu do bakteriofigu A nebo plazmidového
shuttle vektoru. Proces zahrnuje extrakci genomické DNA ze sledované tkdné hlodavci, zpracovani genomické
DNA in vitro (tj. sbalovani vektorti A nebo ligace a elektroporace plazmidd pro obnovu shuttle vektoru) a ndsledné
zjisténi mutaci v bakteridlnich hostitelich za vhodnych podminek. Zkousky vyuzivaji neutrdlni transgeny, které lze
snadno znovu ziskat z vétsiny tkani.

12.  Zékladni experiment zkousky genovych mutaci u TGR zahrnuje poddvani chemické latky hlodavcim po urdité
Casové obdobi. Chemické litky mohou byt poddvany jakymkoli vhodnym zplisobem, vCetné implantace (napf.
zkouseni 1ékafskych pristroji). Celkové obdobi, béhem kterého je zviteti ldtka poddvdna, se nazyva doba aplikace.
Po aplikaci obvykle ndsleduje obdobi pfed utracenim, béhem kterého neni chemickd litka poddvina a kdy jsou
neopravené léze DNA fixovdny do stdlych mutaci. V literatufe je toto obdobi oznacovéno riizné: jako doba mani-
festace, doba fixace nebo doba exprese; toto obdobi konéi odbérem vzorkii(15) (29). Po utraceni zvifete je geno-
mickd DNA izolovana ze sledované tkdné (tkdni) a vycisténa.

13.  Udaje pro jednu tkdfi z jednoho zvifete z vice sbalenifligaci jsou obvykle agregovany a Cetnost mutaci je obecné
hodnocena pomoci celkového poctu cca 10° az 107 jednotek tvoficich plak nebo kolonii. Pfi pouZivani metod
pozitivni selekce pocet jednotek tvoficich plak uréen pomoci samostatného souboru neselektivnich desticek.

14.  Metody pozitivniho selektivniho vybéru byly vyvinuty s cilem usnadnit zji$tovani mutaci v genu gpt [my$ a potkan
gpt, fenotyp gpt (20) (22) (28)] a genu lacZ [Muta™Mouse nebo mys s plazmidem lacZ (3) (10) (11) (30)];
zatimco mutace genu lacl ve zvifatech Big Blue® jsou zji§tovany prosttednictvim neselektivni metody, kterd identi-
fikuje mutace pomoci tvorby barevnych (modrych) plaki. Metodika pozitivni selekce se pouziva i k zjistovani
bodovych mutaci vznikajicich v genu cII shuttle vektoru bakteriofdgu A [my$ nebo potkan Big Blue® a Muta™-
Mouse (17)] a mutaci vyvolanych deleci v genech X red a gam [selekce Spi - u delta my3i a potkana gpt (21) (22)
(28)]. Cetnost mutacise vypocitd vydélenim poctu plaki/plazmidéi obsahujicich mutace v transgenu celkovym
poctem plakd/plazmid ziskanych z téhoz vzorku DNA. Ve studiich genovych mutaci TGR je Cetnost mutaci
vyslednym parametrem. Cetnost mutaci lze navic urcit jako frakci bunék nesoucich nezdvislé mutace; pro tento
vypocet je pozadovana korekce pro klondlni expanzisekvenovanim obnovenych mutaci (24).

15.  Mutace hodnocené v zkouskich bodovych mutaci lacl, lacZ, cIl a gpt jsou tvofeny primdrné mutacemi substituci
paru bézi, posunovymi mutacemi a malymi insercemi/delecemi. Relativni podil téchto typt mutaci mezi spontdn-
nimi mutacemi je podobny podilu, ktery je pozorovin u endogenniho genu Hprt. Velké delece jsou zjistovany
pouze u selekce Spi - genu a zkousek plazmidi lacZ (24). Pfedmétem zdjmu jsou zde mutace in vivo, které vznikaji
u mysi nebo potkantl. Mutace in vitro a ex vivo, které mohou vzniknout béhem znovuziskdvani, replikace nebo
opravy fagu/plazmidu, jsou relativné vzdcné a v nékterych systémech mohou byt specidlné identifikovdny nebo
vylouceny systémem pozitivni selekce u bakteridlniho hostitele.

POPIS METODY

Piipravy

Volba druhu zvifat

16. 'V soucasné dobé je k dispozici $irokd paleta modelt pro zji§téni genovych mutaci u transgennich mysi a tyto
systémy se pouZivaji Cast&ji neZ modely transgennich potkand. Pokud je potkan jasné vhodnéjsim modelem nez
my$ (napf. pokud je pfi Setfeni mechanismu karcinogeneze pozorovén nddor pouze u potkand, pro korelaci se

studif toxicity u potkantl, nebo pokud je o metabolismu potkant zndmo, Ze je podobnéjsi lidskému metabolismu),
mélo by byt zvazeno pouziti modelt transgennich potkand.
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Podminky chovu a krmeni

17.  Teplota v mistnosti s pokusnymi zvifaty by méla byt v idedlnim piipadé 22 °C (£ 3 °C). Ackoli by relativni vlhkost
vzduchu méla byt minimélné 30 % a pokud mozno by, kromé doby tklidu mistnosti, neméla pfesdhnout 70 %,
cilem by mélo byt dosazeni relativni hodnoty 50-60 %. Osvétleni by mélo byt umélé s kazdodennim sti{ddnim
12 hodin svétla a 12 hodin tmy. Ke krmen{ lze pouzivat béznou laboratorni potravu a k pit{ by mélo byt k dispo-
zici neomezené mnozstvi vody. Vybér druhu potravy miize byt ovlivnén jeji dostate¢nou misitelnosti se zkous-
enou chemickou latku, je-li litka poddvana touto cestou. Zvifata by méla byt umisténa v klecich v malych skupin-
kach (maximalné pét zvifat) stejného pohlavi, pokud se neocekdva agresivni chovéni. Je-li to z védeckého hlediska
dtivodné, mohou byt zvifata v klecich individudlné.

Priprava zvitat

18.  Zdravd mladd pohlavné zrald dospéld zvifata (8-12 tydnt stard na zacdtku aplikace) jsou ndhodné rozdélena do
kontrolnich a experimentélnich skupin. Zvifata se jednozna¢né identifikuji. Nechaji se v laboratornich podmin-
kéch alespon pét dni aklimatizovat. Klece by mély byt uspofddany tak, aby byl vliv umisténi kleci minimalizovén.
V okamziku zahdjeni studie by méla byt odchylka v hmotnosti zvifat minimalni a neméla by u obou pohlavi
piekrocit £ 20 % stfedni hodnoty hmotnosti.

Pfiprava ddvek

19.  Pevné zkousené chemické latky by se mély rozpustit nebo suspendovat ve vhodnych rozpoustédlech nebo vehiku-
lech nebo by mély byt pfimichdny do potravy nebo pitné vody pied podanim davky zvifatim. Kapalné zkousené
chemické latky mohou byt podéviny pfimo nebo mohou byt pfed poddnim zfedény. Pro ticely expozice inhalaci
lze zkousené chemické litky v zédvislosti na jejich fyzikdlné-chemickych vlastnostech poddvat jako plyn, paru nebo
pevny/kapalny aerosol. Mély by byt pouZity Cerstvé pfipravené aplikacni formy zkouSené chemické latky, pokud
tdaje o stdlosti neprokazuji moznost skladovani.

ZkuSebni podminky
Rozpoustédlo/vehikulum

20. Rozpoustédlofvehikulum by nemélo mit pii pouzitych objemech ddvek toxické Gcinky a mélo by byt vyloudeno
podezieni, Ze reaguje se zkousenou chemickou latkou. Jsou-li pouzita jind neZ zndmd rozpoustédla/vehikula, mélo
by byt jejich zatazeni podlozeno daji o jejich kompatibilité. Doporucuje se pokud mozno nejprve zvazit pouZiti
vodného rozpoustédla nebo vehikula.

Pozitivni kontroly

21. Mely by se zpravidla pouzivat zvifata pro soucasnou pozitivni kontrolu. AvSak u laboratofi, které prokazaly
zpusobilost (viz odstavec 23) a tyto zkousky pouzivaji bézné, lze do kazdé studie pro potvrzeni aspésného prove-
deni metody zatadit DNA zvifat, kterd byla soucasti pfedchozich pozitivnich kontrol. Vzorky DNA z pfedchozich
experimentd by mély byt pofizeny ze stejnych druht a pozadovanych tkdni a mély by byt nélezité skladoviny
(viz odstavec 36). Pokud se vyuzivaji soubézné pozitivni kontroly, neni nutné podévat je stejnym zptsobem jako
zkousenou chemickou latku. O téchto pozitivnich kontrolach by vsak mélo byt zndmo, ze indukuji mutace v jedné
nebo vice sledovanych tkanich pro zkousenou chemickou latku. Davky pozitivnich kontrolnich chemickych latek
by mély byt vybrany tak, aby vyvolaly slabé nebo mirné t¢inky, které nejlépe doklddaji spravné provedeni a citli-
vost zkousky. Piiklady pozitivnich kontrolnich chemickych latek a nékteré z jejich cilovych tkani jsou uvedeny
v tabulce 1.

Tabulka 1

Piiklady pozitivnich kontrolnich litek a nékteré z jejich cilovych tkini

Chemicka ldtka a ¢islo Cilovd tkéi pro mutace

CAS Naézev a ¢islo Einecs Charakteristika
Potkan Mys
1-ethyl-1-nitrosomoco- | 1-ethyl-1-nitrosomo- | Piimo pusobici Jatra, plice | Kostni dfen, tra¢nik,
vina ¢ovina mutagen epitel tra¢niku, stfevo,
[¢. CAS 759-73-9] [212-072-2] jatra, plice, slezina,

ledvina, buiiky zrnité
membrdny na vajeCni-
cich, sam¢{ zdrodecné

buriky
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i - Cilové tkan pro mutace
Chemlckacktska a dislo Nazev a Cislo Einecs Charakteristika
Potkan Mys

Ethyl-karbamat (uretan) | Uretan Mutagen, vyZaduje Kostni{ dfen, pfedza-

[¢. CAS 51-79-6] [200-123-1] metabolismus, ale ludek, tenké stievo,
produkuje pouze slabé jatra, plice, slezina
ucinky

2,4-diaminotoluen 4-methyl-1,3-fenylen- | Mutagen, vyZzaduje Jatra Jatra

[¢. CAS 95-80-7] diamin metabolismus, také

[202-453-1] pozitivni pfi zkousce
Spi

Benzo[e]pyren Benzo[def]chrysen Mutagen, vyZzaduje Jatra, pfed- | Kostni dfen, prsa,

[CAS & 50-32-8] [200-028-5] metabolismus stéra, tracnik, predzaludek,
zlaznaty zaludek, srdce,
jatra, plice, sam¢i zdro-
de¢né bunky

Negativni kontroly

22, Soucasti kazdého odbéru vzorkii by mély byt negativni kontroly s aplikaci pouze rozpoustédla nebo vehikula,
které jsou jinak provddény stejné jako u experimentdlnich skupin. Nejsou-li k dispozici dosavadni nebo zvefejnéné
kontrolni udaje, které by ukazovaly, ze vybrané rozpoustédlo/vehikulum nevyvoldva zddné zhoubné nebo muta-
genni Gcinky, mély by byt do kazdého odbéru vzorkti zahrnuty i kontroly bez aplikace pro posouzeni t¢inku
vehikula.

Ovéfeni zpiisobilosti laboratore

23.  Zpusobilost pro tyto zkousky by méla byt stanovena na zdkladé doloZeni schopnosti reprodukovat ocekdvané

24,

25.

vysledky ze zvefejnénych ddaji (24) tykajicich se: 1) Cetnosti mutaci s chemickymi ldtkami pozitivni kontroly
(v¢etné slabych reakci), napf. s chemickymi litkami uvedenymi v tabulce 1, nemutagenii a kontrol vehikula; 2)
znovuziskdni transgent z genomické DNA (napf. G¢innost sbalovani).

Sekvenovani mutaci

Pii pouziti vysledku zkousky pro legislativni G¢ely neni vyzadovano sekvenovani DNA mutaci, obzvldsté pak tam,
kde bylo dosazeno jasného pozitivniho nebo negativnho vysledku. Udaje o sekvenovani viak mohou byt uZite¢né
pii pozorovani rozdilu mezi jedinci. V téchto piipadech Ize sekvenovani pouzit k vylouceni moznosti vzniku jack-
potil nebo klondlnich udélosti identifikaci podilu jedine¢nych mutaci z konkrétni tkdné. Sekvenovéni piiblizné 10
mutaci na tkan a zvife by mélo byt dostate¢né pro jednoduché urceni, zda klondlni mutace pfispivaji k Cetnosti
mutaci. Sekvenovani az 25 mutaci bude moznd nutné pro matematickou korekci Cetnosti mutaci na klonalitu.
O sekvenovani mutaci lze také uvazovat pii zjisténi malého ndrGstu Cetnosti mutaci (tj. mirné p¥ekroceni hodnot
kontrol bez aplikace). Rozdily ve spektru mutaci mezi koloniemi mutaci ze zvifat, jimz je a neni poddvéna latka,
mohou podpofit rozhodnuti o mutagennim t¢inku (29). Spektra mutaci mohou byt rovnéz uZitecnd pro formulo-
vani mechanistickych hypotéz. Ma-li byt sekvenovani zahrnuto do provedeni studie, je tfeba vénovat specidlni
pozornost planovani takovych studii, zvlasté s ohledem na pocet mutaci sekvenovanych na jeden vzorek, aby bylo
mozné dosahnout adekvatni sily experimentu vzhledem k pouzitému statistickému modelu (viz odstavec 43).

POSTUP

Pocet a pohlavi zvifat

Pocet zvifat ve skupiné by mél byt stanoven pfedem tak, aby stacil k dosaZeni statistické sily nezbytné pro zjisténi
nejméné zdvojndsobeni Cetnosti mutaci. V jedné skupiné bude minimédlné pét zvifat. Pokud ale bude statistickd sila
nedostatecnd, pocet zvifat by mél byt dle potieby zvysen. Zpravidla by se méli pouzivat samci. V nékterych piipa-
dech muze byt odivodnéné pouzivat ke zkouskdm pouze samice, napiiklad p#i zkouseni humdannich lékd pro
zeny nebo pfi zkoumdni Zenského metabolismu. Pokud jsou mezi pohlavimi z hlediska toxicity nebo metabo-
lismu vyrazné rozdily, budou pozadovani samci i samice.
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Doba podévini

26.  Na zédkladé pozorovini, Ze se mutace s kazdou aplikaci akumuluji, je nutny rezim opakované kazdodenni aplikace
po dobu 28 dnt. To je obecné povazovidno za piijatelné pro produkci dostatené akumulace mutaci slabymi
mutageny a pro poskytnuti doby expozice vhodné pro zji§téni mutaci v pomalu rostoucich orgénech. Pro nékterd
hodnoceni mohou byt vhodné alternativni rezimy aplikace a tyto alternativni harmonogramy poddvani dévek by
mély byt védecky odivodnény v pldnu studie. Aplikace by neméla byt kratdi nez doba poZadovand pro dplnou
indukci vSech pfislusnych metabolizujicich enzymu a krat$i aplikace mohou vyzadovat nékolik intervalt pro
odbér vzorkd, pfizptisobenych pro orgdny s riznou rychlosti riistu. Veskeré dostupné informace (napf. o obecné
toxicité nebo metabolismu a farmakokinetice) by kazdopddné mély byt pouzity pii odivodiiovani plinu studie,
zejména pokud se odchyluje od vyse uvedenych standardnich doporuceni. Ackoli se mize zvysit citlivost, doba
aplikace del3i nez osm tydnt by méla byt jasné vysvétlena a odiivodnéna, jelikoz dlouhé doby aplikace mohou
zpusobit zjevny ndrlst Cetnosti mutaci prostiednictvim klondlni expanze (29).

Dévkovani

27.  Davkovéni by mélo vychazet z vysledkd studie pro stanoveni rozmezi ddvek, kterd méfi obecnou toxicitu a kterd
byla provedena se stejnym zptsobem expozice, nebo z vysledkt starsich studii subakutni toxicity. Pfi urcovani
rozmez{ ddvek lze pouZit netransgenni zvifata stejného kmene hlodavct. V hlavni zkousce by s cilem ziskat infor-
mace o zdvislosti i¢inku na ddvce méla tplnd studie zahrnovat negativni kontrolni skupinu (viz odstavec 22)
a minimdlné tf, ndlezité rozvrzené Grovné davek, ledaZe byla pouzita limitni dédvka (viz odstavec 28). Nejvyssi
dévka by méla byt maximdlni tolerovand ddvka (MTD). MTD je definovina jako ddvka vyvoldvajici takové zndmky
toxicity, Ze vyssi davky by vedly podle ocekdvéni pfi stejném reZimu davkovani k letalité. Chemické latky se speci-
fickym biologickym pusobenim pii nizkych netoxickych ddvkdch (jako jsou hormony a mitogeny) a chemické
latky, které vykazuji saturaci toxikokinetickych vlastnosti, mohou pfedstavovat vyjimky z kritérii stanoveni davek
a kazdy pfipad by mél byt hodnocen individudlné. Pouzité ddvky by mély pokryvat rozpéti dané maximdlni
a minimdln{ toxicitou, pfipadné nulovou toxicitou.

Limitni zkouska

28.  Pokud experimenty pro uréeni rozmezi dévek nebo stivajici tidaje ziskané u pifbuznych kmend hlodavcti nazna-
¢uji, Ze aplikace limitni davky (viz niZe) nevyvold pozorovatelné toxické tcinky,a pokud by genotoxicita nebyla
ocekdvana na zdkladé Gdaji o strukturné piibuznych chemickych latkdch, nemusi byt tiplnd studie se tfemi tirov-
némi dévek poklddana za nutnou. Pro dobu podavani v délce 28 dnt (tj. 28 kazdodennich aplikaci) je limitn{
davka 1 000 mgfkg télesné hmotnosti a den. Pro dobu podéavani v délce maximalné 14 dnt je limitni ddvka
2 000 mg/kg télesné hmotnosti a den (harmonogramy podavani davek odlisné od 28 kazdodennich aplikaci by
mély byt védecky odivodnény v planu studie, viz odstavec 26).

Podéavdani ddvek

29.  Zkousend chemickd litka se obvykle poddva nitrozaludecné Zaludecni sondou nebo vhodnou intubacni kanylou.
Pfi pldnovéani zkousky by mél byt zvdZen predpoklddany zptisob expozice ¢lovéka. Z tohoto ditvodu mohou byt
piijatelné i jiné zptisoby expozice (napiiklad v pitné vodé, podkozné, nitrozilné, mistné, inhalaci, intratrachedlng,
stravou nebo implantaci), pokud je bude mozné odiivodnit. Intraperitonedlni aplikace se nedoporucuje, protoze to
neni fyziologicky relevantni zpiisob expozice ¢lovéka. Maximalni objem kapaliny, ktery mtze byt najednou podin
zalude¢ni sondou nebo injekéné, zdvisi na velikosti pokusného zvifete. Objem by nemél prekrocit 2 ml/100 g
télesné hmotnosti. Pouziti objemi vétsich nez tento by mélo byt odtivodnéno. S vyjimkou drdzdivych nebo Zira-
vych chemickych latek, které ve vyssich koncentracich maji obvykle navySeny acinek, méla by byt variabilita apli-
kovaného objemu minimalizovdna tim, Ze aplikované koncentrace se nastavi tak, aby aplikovany objem byl
konstantni pii viech trovnich davek.

Doba odbéru vzorka

Somatické buriky

30. Doba odbéru vzorkd je kritickd proménnd, protozZe je ur¢ovdna dobou pottebnou pro fixaci mutaci. Toto obdobi
zdvisi na pfislu§né tkdni a zdd se, Ze souvisi s dobou obratu bunéné populace, pfi¢emz kostni dfefl a stievo
reaguji rychle a jitra jsou mnohem pomalejsi. Vhodnym kompromisem pro méfeni &etnosti mutaci v rychle
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a pomalu se mnozicich tkdnich je 28 po sobé jdoucich kazdodennich aplikaci (jak je uvedeno v odstavci 26)
a odbér vzorkt tfi dny po kone¢né aplikaci, ackoli za téchto podminek se maximdlni ¢etnost mutaci v pomalu
rostoucich tkdnich nemusi projevit. Pokud jsou pomalu rostouci tkdné obzvlasté dilezité, pak bude moznd vhod-
ngjsi pozdgjsi doba odbéru vzorkd, a to 28 dni ndsledujicich po 28denni dobé podavéni. V takovych piipadech
by pozdgjsi doba odbéru vzorkd nahradila tfidenni dobu odbéru a musela by byt védecky odtivodnéna.

Zdrodecné buriky

31.  Zkousky TGR jsou velmi vhodné pro studii indukce genovych mutaci v saméich zdrode¢nych burkich (7) (8)
(27), kde je dobfe definovdno nacasovani a kinetika spermatogeneze (27). Nizké pocty vajicek dostupnych pro
analyzu, dokonce i po superovulaci, a skutecnost, Zze v oocytu neprobihd Zddnd syntéza DNA, vylucuji detekci
mutaci v samicich zdrode¢nych bunikdch pomoci transgennich zkousek (31).

32.  Doby odbéru vzorkt pro saméi zdrode¢né buiiky by mély byt zvoleny tak, aby byl pokryt cely rozsah exponova-
nych bunéénych typti po celou dobu vyvoje zdrode¢nych bunék a pro butiky ve stadiu zachyceném dobou odbéru
byla zajisténa dostatecnd expozice. Progrese vyvoje zdrode¢nych bunék ze spermatogondlnich kmenovych bunék
ve zralou spermii, kterd se dostane do chdmovodu/ocasu nadvarletetrvd ~49 dntt u mysi (36) a ~70 dnti u potkanti
(34) (35). Po 28denni expozici s ndslednou tiidenni dobou odbéru vzorkd budou akumulované spermie odebrané
z chdmovodu/ocasu nadvarlete (7)(8) pfedstavovat populaci bunék, které byly pfedmétem expozice piiblizné
béhem druhé poloviny spermatogeneze, kterd zahrnuje meiotické a postmeiotické obdobi, nikoli viak spermato-
gondlni obdobi nebo obdobi kmenovych bunék. Pro adekvatni odbér vzorkt bunék z chamovodu/ocasu nadvar-
lete, které byly béhem obdobi expozice spermatogondlnimi kmenovymi bunkami, je vyZadovdna dalsi doba
odbéru vzorkti v miniméln{ délce sedmi tydnt (mysi) nebo deseti tydna (potkani) po ukonéeni aplikace.

33.  Buiky vypuzené ze semennych tubuld po rezimu 28 + 3 dny zahrnuji smiSenou populaci obohacenou pro
viechna stadia vyvoje zdrode¢nych bunék (7) (8). Odbér vzorkd téchto bunék pro detekci genovych mutaci nezaji-
Stuje tak presné posouzeni stadii, v nichz jsou indukovany mutace zdrode¢nych bunék, jakého Ize dosdhnout pii
odbéru vzorkd spermii z chimovodu/ocasu nadvarlete (z tubuld se totiz odebiraji vzorky celé fady typt zarodec-
nych bunék a tato bunééna populace bude kontaminovana ur¢itymi somatickymi burikami). Odbér vzorku bunék
ze semennych tubuldl vedle spermii z chdmovodu/ocasu nadvarlete po rezimu odbéru 28 + 3 dny by ale zajistil
urcité pokryti bunék exponovanych ve vétsiné fazi vyvoje zdrode¢nych bunék a maze byt uzite¢ny pro zjistovani
urcitych mutagend zdrode¢nych bunék.

Pozorovani

34.  Vseobecné klinické pozorovani by se mélo provddét nejméné jednou denné, nejlépe ve stejnou dobu (stejné doby)
a s uvdzenim doby o¢ekdvaného maxima ticinku po podani latky. Zaznamendvd se zdravotni stav zvifat. Nejméné
dvakrat denné by méla byt provedena prohlidka vSech zvifat za Gcelem zjisténi morbidity a mortality. VSechna
zvifata by méla byt vdZena nejméné jednou tydné a pfi utraceni. Méfeni spotieby potravy by se mélo provadét
nejméné jednou tydné. Pokud je zkousend chemickd latka poddvana v pitné vodé, méla by se spotieba vody méfit
pfi kazdé vyméné vody a alespon jednou tydné. Zvitata, kterd vykazuji neletdlni indikdtory nadmérné toxicity, by
méla byt utracena pfed uplynutim doby zkousky (23).

Odbér tkdni

35.  Meélo by byt jasné definovino odtivodnén{ odbéru tkani. Jelikoz lze studovat indukci mutaci v podstaté v jakékoli
tkdni, vybér tkdni, které budou odebrany, by se mél opirat o divody, k jakému Géelu md byt studie provedena,
a o jakékoli stavajici idaje o mutagenité, karcinogenité nebo toxicité tykajici se Setfené chemické ldtky. K dilezitym
zvazovanym faktorim by mél patfit zptsob poddni (na zdkladé pravdépodobnych zpisobli expozice ¢lovéka),
pfedpoklddand distribuce latky v tkdnich a mozny mechanismus piisobeni. Pfi absenci jakychkoli zdkladnich infor-
maci by mélo byt odebrdno nékolik somatickych tkdni, které mohou byt zajimavé. Ty by mély reprezentovat
rychle rostouci a pomalu rostouci tkdné a tkdné prvniho kontaktu. Kromé toho by pro pfipad, Ze bude v budouc-
nosti pozadovana analyza mutagenity zdrode¢nych bunék, mély byt ze semennych tubult (viz odstavce 32 a 33)
odebrdny spermie z chdmovodu/ocasu nadvarlat a vyvijejici se zdrode¢né bunky. Méla by byt zjisténa hmotnost
orgdnti a v ptipadé vétsich organt by mély byt odbéry provadény vzdy ze stejného mista u vSech zvitat.
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Uskladnéni tkdni a DNA

36. Tkané (nebo tkdfiové homogendty) by se mély skladovat pfi teploté — 70 °C nebo niz3{ a pro izolaci DNA by se
mély pouzit do péti let. [zolovand DNA uskladnénd v chladnicce pii teploté 4 °C ve vhodném pufru by se méla
vyuzit pro analyzu mutaci optimdlné do jednoho roku.

Vybér tkini pro analyzu mutaci

37.  Vybér tkdni by mél vychdzet z Gvah jako: 1) zptisob poddni nebo misto prvntho kontaktu (napf. Zlaznaty Zaludek,
dochazi-i k ordlni aplikaci, plice, probihd-li aplikace formou inhalace, nebo kize, pokud byla pouZita mistni apli-
kace); a 2) farmakokinetické parametry pozorované ve studiich obecné toxikologie, které ukazuji na distribuci ve
tkdnich, retenci nebo akumulaci nebo cilové orgdny pro toxicitu. Pokud jsou studie provadény s cilem navazat na
studie karcinogenity, mély by byt zvazeny cilové tkdné pro karcinogenitu. Vybér tkdni pro analyzu by mél maxi-
malizovat zji§tovani G¢inkd chemickych latek, které jsou pfimo pusobicimi mutageny in vitro, které jsou rychle
metabolizované, vysoce reaktivni nebo nedostate¢né absorbované, nebo ty, pro které je cilova tkdn urcena
zptisobem aplikace (6).

38.  Nejsou-li k dispozici zdkladni informace, a s pfihlédnutim k mistu kontaktu z divodu zptsobu aplikace by méla
byt mutagenita detekovdna v jitrech a nejméné jedné rychle se délici tkdni (napf. zlaznaty Zaludek nebo kostni
dfen). Ve vétsiné piipadi lze vySe uvedenych pozadavki doséhnout analyzou dvou peclivé vybranych tkdni, aviak
nékdy budou zapottebi tii nebo vice tkdni. Existuji-li diivody specifického zdjmu o G¢inky na zdrode¢né buiiky,
véetné pozitivnich vysledkt ziskanych v somatickych bunkach, pak mély byt mutace zjisfovdny i v zdrode¢nych
bunkéch.

Metody méfeni

39.  Pro doporucené transgenni modely jsou k dispozici standardni laboratorni nebo publikované metody pro zjisto-
vani mutaci: lambda bakteriofdg a plazmid lacZ (30), mys3 lacl (2) (18), delta mys gpt (22), delta potkan gpt (28),
cI (17). Modifikace by mély byt odiivodnény a nélezité¢ zdokumentovdny. Lze agregovat a k dosazeni vhodného
poctu plakii nebo kolonii pouZit ddaje z nékolika sbaleni. Potfeba velkého poctu sbalovani pro dosazeni vhod-
ného poctu plakii mize byt zndmkou nizké kvality DNA. V takovych piipadech by tidaje mély byt brany v tivahu
obezfetné, protoze mohou byt nespolehlivé. Optimalni celkovy pocet plaki nebo kolonif na jeden vzorek DNA je
upravovan podle statistické pravdépodobnosti zji§téni dostateCnych poctd mutaci p¥i dané spontdnni Cetnosti
mutaci. Obecné je poZadovdno minimdlné 125 000 az 300 000 plakd, pokud spontdnni ¢etnost mutaci je v fadu
3 x 10-° (15). U zkousky Big Blue® lacl je duleZité prokazat, Ze cely rozsah barevnych fenotypti mutaci lze zjistit
zahrnutim piislusnych barevnych kontrol soubéznych s kazdym nanesenim. Tkdné a vysledné vzorky (polozky)
by se mély zpracovavat a analyzovat pomoci blokového piistupu, kde jsou polozky z kontrolni skupiny vehi-
kulum/rozpoustédlo, ze skupiny pozitivni kontroly (je-li pouzita) nebo DNA pozitivni kontroly (je-li to relevantni)
a z kazdé experimentdlni skupiny zpracovany spole¢né.

UDAJE A ZPRAVY

Zpracovini vysledkd

40.  Udaje pro jednotlivd zvifata by mély byt zpracoviny ve formé tabulky. Experimentdlni jednotkou je zvite.
Protokol by mél obsahovat celkovy pocet jednotek tvoricich plak (pfu) nebo jednotek tvoricich kolonii (cfu), pocet
mutaci a cetnost mutaci pro kazdou tkdii z kazdého zvifete. Pokud existuje vice reakci sbalovani (packaging/rescue
reactions), mél by byt dokumentovdn pocet reakci na jeden vzorek DNA. Udaje o kazdé jednotlivé reakci by mély
byt archivovény, ve zpravé staci uvddét pouze celkové pocty pfu nebo cfu. Mély by byt uvedeny tidaje o toxicité
a klinickych zndmkéch podle odstavce 34. Jakékoli vysledky sekvenovani by mély byt prezentovdny pro kazdou
analyzovanou mutaci a mély by byt zobrazeny vysledné vypocty Cetnosti mutaci pro kazdé zvife a tkdn.

Statistické vyhodnoceni a interpretace vysledkid

41.  Existuje nékolik kritérif pro ureni pozitivniho vysledku, jako je ndrist Cetnosti mutaci v zdvislosti na ddvce nebo
jasny ndrust ¢etnosti mutaci v jedné exponované skupiné v porovndni s kontrolni skupinou (rozpoustédlo/vehi-
kulum). Aby byly k dispozici dostate¢né daje pro analyzu vztahu davky a odpovédi, mély by byt analyzoviny
nejméné ti exponované skupiny. Prvotni by méla byt biologickd relevance vysledkd, vhodné statistické metody
mohou byt pouzity jako pomocné pii hodnoceni vysledkd zkousek (4) (14) (15) (25) (26). Pouzité statistické testy
by mély brdt v Gvahu zvife jako experimentilni jednotku.
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42.  Zkousend chemickd ldtka, pro kterou vysledky nespliiuji vyse uvedend kritéria v zddné tkdni, je v této zkousce
povazovédna za nemutagenni. Pro potvrzeni biologického vyznamu negativniho vysledku by méla byt prokdzana
expozice tkdné.

43.  Pro vysledky ziskané sekvenovanim DNA je k dispozici celd fada statistickych piistupt, které jsou ndpomocny pii
interpretaci vysledka (1) (5) (9) (19).

44, Pfi hodnoceni biologického vyznamu reakce mize byt voditkem posouzeni, zda jsou zji$téné hodnoty uvnitf nebo
vné rozsahu historickych kontrolnich hodnot (32).
Zavérecna zprava

45.  Zéavére¢nd zpravaby méla obsahovat ndsledujici informace:

Zkousend chemickd ldtka:

identifika¢ni tdaje a ¢islo CAS, je-li zndmo,

zdroj, ¢islo Sarze, je-li k dispozici,

skupenstvi a Cistota,

fyzikalné-chemické vlastnosti vyznamné pro provedeni studie,

stabilita zkousené chemické latky, je-li zndma.

Rozpoustédlo/vehikulum:

zdiivodnéni volby vehikula,
rozpustnost a stabilita zkouené chemické latky v rozpoustédle/vehikulu, je-li zndma,
piiprava potravy, pitné vody nebo inhala¢nich aplika¢nich forem,

analytickd stanoveni aplika¢ni formy (napf. stabilita, homogenita, nomindlni koncentrace).

Pokusnd zvitata:

pouzity druh/kmen a odivodnéni vybéru,
pocet, staii a pohlavi zvifat,
zdroj, podminky chovu, potrava atd.,

individudlni hmotnost zvifat na po¢atku zkousky, v€etné rozpéti télesné hmotnosti, stfedni hodnoty a sméro-
datné odchylky pro kazdou skupinu.

Zkugebni podminky:

udaje o pozitivni a negativni (vehikulum/rozpoustédlo) kontrole,
tdaje ze studie pro stanoveni rozmezi dévek,

zdiivodnéni zvolenych tGrovni davek,

podrobnosti o ptipravé zkousené chemické latky,

podrobnosti o zptisobu podavani zkousené chemické latky,
zdtivodnéni zptisobu podéaviani,

metody zjistovani toxicity, véetné pfipadné histopatologickych nebo hematologickych analyz a Cetnosti, s jakou
jsou provddéna pozorovani zvifat, a Cetnosti vaZen,

metody ovéfovéni, zda se zkouSend chemickd litka dostala k cilové tkdni, nebo ovéfovini obecné cirkulace,
pokud byly ziskdny negativni vysledky,

skute¢nd davka (mglkg télesné hmotnosti na den) vypocitand z koncentrace zkouSené chemické latky
v potravé/pitné vodé (ppm) a ze spotieby, je-li to relevantni,

podrobnosti o jakosti krmeni a vody,

podrobny popis harmonogramt aplikace a odbéru vzorkd a odtvodnéni vybéru konkrétniho schématu,
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— zpusob utracent,
— postupy izolace a uchovavani tkdni,

— metody izolace genomické DNA hlodavct, ziskdni transgenu z genomické DNA a pfenos transgenni DNA do
bakteridlniho hostitele,

— zdroje a ¢isla Sarzi viech bunék, sad a chemickych ¢inidel (je-li to relevantni),
— metody poéitini mutaci,
— metody molekuldrni analyzy mutaci a pouziti pfi korekci pro klonalitu a/nebo vypocet Cetnosti mutaci, jsou-li

pouZzitelné.

Vysledky:

— stav zvifat pfed zkouskou a béhem zkousky, véetné zndmek toxicity,

— télesnd hmotnost a hmotnost orgdni pii utracen,

— pro kazdou tkan/zvife pocet mutaci, pocet hodnocenych plakii nebo kolonii, ¢etnost mutaci,

— pro kazdou tkdn/skupinu zvifat pocet reakci sbalovani na jeden vzorek DNA, celkovy pocet mutaci, stfedni
Cetnost mutaci, smérodatnd odchylka,

— podle moznosti zavislost odpovédi na dévce,

— pro kazdou tkdn/zvife pocet nezdvislych mutaci a stfedni ¢etnost mutaci, pokud byla provedena molekuldrni
analyza mutaci,

— soubézné a dosavadni ddaje o negativni kontrole s rozpétimi, stfednimi hodnotami a smérodatnymi odchyl-
kami,

— udaje o soubézné pozitivni kontrole (nebo nesoubézné pozitivni kontrole DNA),

— analytickd stanoveni, jsou-li k dispozici (napf. koncentrace DNA pouzité pfi sbalovani, idaje o sekvenovdni
DNA),

— poutité statistické analyzy a metody.

Diskuse o vysledcich

Zdvér
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Dodatek

DEFINICE

Bodovd mutace: obecny vyraz pro mutaci postihujici pouze malou sekvenci DNA véetné malych inserc, deleci a substi-
tuci zdkladniho paru.

Delece: mutace, ve které genom ztratil jeden nebo vice (po sobé jdoucich) nukleotidi.

Doba odbéru vzorkii: konec obdobi, pfed utracenim, béhem kterého chemickd litka neni poddvéna a béhem kterého
jsou nezpracované léze DNA fixovany do stdlych mutaci.

Doba poddviani: celkovd doba, béhem niZ jsou zvifeti poddvany ddvky.
Elektroporace: aplikace elektrickych impulzd pro zvySeni propustnosti bunéénych membrén.
Endogenni gen: vlastni gen genomu.

Extrabinomické rozdéleni: véts{ variabilita pfi opakovanych odhadech podilu populace, nez by se ¢ekalo, pokud by
populace méla binomické rozdéleni.

Chemickd latka: ldtka nebo smés.

Inserce: doplnéni jednoho nebo vice parti bazi do sekvence DNA.

Jackpot: velky pocet mutaci, které vznikly klondlni expanzi z jedné mutace.

Jednotka tvofici kolonii (cfu): mira poctu Zivotaschopnych bakterii.

Jednotka tvofici plak (pfu): mira poctu Zivotaschopnych bakteriofdgi.

Kapsida: bilkovinné pouzdro, které obklopuje virovou &stici.

Klonélni expanze: produkce mnoha bunék z jedné (mutujici) bunky.

Konkatemer: dlouhd spojitd biomolekula slozend z mnoha identickych kopif spojenych do série.

Ligace: kovalentni vazba dvou koncti molekul DNA pomoci ligdzy DNA.

Misto cos: 12nukleotidovy segment jednofetézcové DNA, ktery se vyskytuje na obou koncich dvoufetézcového
genomu bakteriofagu lambda.

Mitogen: chemickd latka, kterd stimuluje buiiku k zahdjeni bunécného déleni, navozuje mitézu (tj. déleni bunék).
Neutrdlni gen: gen, ktery neni dotéen tlaky pozitivni nebo negativni selekce.

Posunovd mutace: genetickd mutace zplisobend insercemi nebo delecemi urcitého poctu nukleotidd, jiz nelze rovno-
mérné délit tfemi v rdmci sekvence DNA, kterd udavé kddy pro bilkovinu/peptid.

Pozitivni selekce: metoda, diky niZ pfezivaji pouze mutace.

Reporterovy gen: gen, jehoz mutace se snadno zjistuje.

Sbalovini (packaging): syntéza infek¢nich ¢éstic figu z piipravy bilkovin kapsidy a konce fégu a konkatemeru molekul
DNA fégu. Obvykle se pouzivd ke sbaleni DNA naklonované na lambda vektor (oddéleny misty cos) do infekénich ¢dstic
lambda.

Shuttle vektor: vektor sestaveny tak, Ze se mize mnozit ve dvou riznych hostitelskych druzich; v souladu s tim lze
DNA vloZenou do shuttle vektoru testovat nebo vmanipulovat do dvou raznych typt bunék nebo dvou riiznych orga-
nizm.

Substituce pdru bazi: typ mutace, ktery zpusobuje nahrazeni jedné nukleotidové bize DNA jinou nukleotidovou bézi
DNA.

Transgenni: patfici organismu, tykajici se organismu nebo organismus, jehoz genom byl zménén transferem genu nebo
gentl z jinych druhd.
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Utinnost sbalovani: tcinnost, se kterou jsou sbalené bakteriofgy znovu zachycovany v hostitelskych bakteriich.

Velké delece: delece v DNA o vice nez nékolika tisicich bdzi (které se G¢inné zjisti pii selekci Spi -~ a pfi zkouskdch
plazmidu lacZ).

ZkouSend chemickd latka: jakdkoli litka nebo smés zkousend pomoci této zkusebni metody.
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