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(Muud kui seadusandlikud aktid)

MAARUSED

KOMISJONI MAARUS (EL) nr 900/2014,
15. juuli 2014,

millega muudetakse tehnika arenguga kohandamise eesmiirgil miirust (EU) nr 4402008, millega

kehtestatakse katsemeetodid vastavalt Euroopa Parlamendi ja ndukogu miirusele (EU)

nr 1907/2006, mis kisitleb kemikaalide registreerimist, hindamist, autoriseerimist ja piiramist
(REACH)

(EMPs kohaldatav tekst)
EUROOPA KOMISJON,
vottes arvesse Euroopa Liidu toimimise lepingut,

vottes arvesse Euroopa Parlamendi ja ndukogu 18. detsembri 2006. aasta méirust (EU) nr 1907/2006, mis kisitleb
kemikaalide registreerimist, hindamist, autoriseerimist ja piiramist (REACH) ning millega asutatakse Euroopa Kemikaali-
amet, muudetakse direktiivi 1999/45/EU ja tunnistatakse kehtetuks ndukogu mairus (EMU) nr 793/93 ja komisjoni
méirus (EU) nr 1488/94 ning samuti ndukogu direktiiv 76/769/EMU ja komisjoni direktiivid 91/155/EMU, 93/67/EMU,
93/105/EU ja 2000/21[EU, () eriti selle artikli 13 1diget 2,

ning arvestades jargmist:

(1) Komisjoni maéruses (EU) nr 440/2008 () on esitatud katsemeetodid kemikaalide fiiiisikalis-keemiliste omaduste,
toksilisuse ja okotoksilisuse mdaramiseks, mida kasutatakse maaruse (EU) nr 1907/2006 kohaldamisel.

(2)  Mddrust (EU) nr 440/2008 on vaja ajakohastada, et vétta tehnika arengu arvestamiseks prioriteetsena arvesse uusi
ja ajakohastatud katsemeetodeid, mille OECD on hiljuti heaks kiitnud, ning vihendada kooskolas Euroopa Parla-
mendi ja ndukogu direktiiviga 2010/63/EL (°) teaduslikel eesmirkidel kasutatavate loomade arvu. Kiesoleva
eelnduga seoses on konsulteeritud sidusrithmadega.

(3)  Selline kohandamine tehnika arenguga hdlmab kuut uut médramismeetodit miirgisuse ja muude tervisemdjude
kindlaks tegemiseks: arenguhdireid pdhjustava neurotoksilisuse uuring, laiendatud ithe pélvkonna reproduktiivtok-
silisuse uuring, transgeensete ndriliste in vivo geenimutatsiooni katse, in vitro katse, millega hinnatakse moju
steroidhormoonide stinteesile, samuti kaks in vivo meetodit, millega hinnatakse Gstrogeenset voi (anti)androgeenset
moju.

(4)  Seepirast tuleks madrust (EU) nr 440/2008 vastavalt muuta.

(5)  Kéesoleva méirusega ette nihtud meetmed on kooskdlas miiruse (EU) nr 1907/2006 artikli 133 kohaselt
asutatud komitee arvamusega,

(i) ELTL 396, 30.12.2006, Ik 1.

() Komisjoni mdédrus (EU) nr 440/2008, 30. mai 2008, millega kehtestatakse katsemeetodid vastavalt Euroopa Parlamendi ja ndukogu
médrusele (EU) nr 1907/2006, mis kisitleb kemikaalide registreerimist, hindamist, autoriseerimist ja piiramist (REACH) (ELT L 142,
31.5.2008,1k 1).

(*) Euroopa Parlamendi ja ndukogu direktiiv 2010/63/EL, 22. september 2010, teaduslikel eesmirkidel kasutatavate loomade kaitse kohta
(ELTL 276, 20.10.2010, Ik 33).
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ON VASTU VOTNUD KAESOLEVA MAARUSE:

Artikkel 1

Méiruse (EU) nr 440/2008 lisa muudetakse vastavalt kdesoleva maaruse lisale.

Artikkel 2

Kéesolev madrus joustub kolmandal péeval pirast selle avaldamist Euroopa Liidu Teatajas.

Kiesolev madrus on tervikuna siduv ja vahetult kohaldatav koikides liitkmesriikides.

Briissel, 15. juuli 2014

Komisjoni nimel
president
José Manuel BARROSO
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LISA

Méiruse (EU) nr 440/2008 lisa muudetakse jirgmiselt.

Lisatakse peatiikid B.53, B.54, B.55, B.56, B.57 ja B.58:

,B.53. ARENGUHAIREID POHJUSTAVA NEUROTOKSILISUSE UURING

SISSEJUHATUS

1. Kiesolev katsemeetod on samavddrne OECD katsejuhendiga nr 426 (2007). OECD paljunemisvdimet kahjustava
ja arengut mdjutava toksilisuse to6rithma koosolekul Kopenhaagenis 1995. aasta juunis arutati, kas on vaja ajako-
hastada olemasolevaid OECD katsejuhendeid paljunemisvdimet kahjustava ja arengut mojutava toksilisuse méara-
miseks ja tootada vilja uusi katsejuhendeid seni veel hélmamata niitajate mddramiseks (1). Toorithm soovitas
koostada katsejuhendi arenguhdireid pdhjustava neurotoksilisuse madramiseks, vottes aluseks USA keskkonnakait-
seameti (EPA) katsejuhendi, mis on hiljem 14bi vaadatud (2). 1996. aasta juunis toimus Kopenhaagenis teine
arutelu selleks, et koostada sekretariaadile suunised uue, arenguhdireid péhjustava neurotoksilisuse katse juhendi
peamiste kiisimuste kohta, sealhulgas niiteks loomaliigi valimise, doseerimisperioodi, hinnatavate niitajate ja tule-
muste hindamise kriteeriumide kohta. Ameerika Uhendriikide suunised neurotoksilisuse riski hindamiseks avaldati
1998. aastal (3). Oktoobris 2000 toimusid iiksteise jirel OECD ekspertide koosolek ja ILSI (International Life
Science Institute) riskihindamise seminar ning Tokyos peeti 2005. aastal ekspertide koosolek. Koosolekutel arutati
seoses kiesoleva katsemeetodi viljatootamisega seniste katsejuhenditega seotud teaduslikke ja tehnilisi kiisimusi
ning koosolekute soovitusi (4, 5, 6, 7). Lisateavet kdesoleva katsemeetodi kasutamise, tulemuste tdlgendamise ja
kasutatud terminite kohta voib leida OECD juhenddokumendist nr 43 ,Reproduktiivtoksilisuse madramine ja
hindamine” (8) ning nr 20 ,Neurotoksilisuse maddramine” (9).

LAHTEKAALUTLUSED

2. Paljud kemikaalid avaldavad inimesele ja muudele liikidele arenguhdireid pShjustavat neurotoksilist méju (10, 11,
12, 13). Kemikaali toksiliste omaduste hindamisel v&ib olla vaja médirata arenguhiireid pdhjustava neurotoksilise
mdju vdimalikkust. Arenguhiireid pdhjustava neurotoksilisuse uuringu eesmirk on koguda andmeid mdju kohta,
mida emakasisene vdi siinnijirgne kokkupuude kemikaaliga avaldab jirglaste arenevale nirvisiisteemile; andmeid
kogutakse doosi ja toime vahelise s6ltuvuse, voimalike funktsionaalsete ja morfoloogiliste mdjude kohta.

3. Arenguhiireid pohjustava neurotoksilisuse uuringu vdib teha eraldi voi reproduktiivtoksilisuse ja/vdi neurotoksili-
suse uuringu raames (nt katsejuhendid B.34 (14), B.35 (15), B.43 (16)) vdi lisaks siinnieelseid arenguhiireid
pohjustava toksilisuse uuringule (nt katsejuhend B.31 (17)). Kui arenguhdireid pohjustavat neurotoksilisust uuri-
takse muu uuringu raames, on tingimata vaja siilitada kummagi uuringutiiiibi terviklikkus. K6ik katsed peaksid
olema kooskdlas kohaldatavate digusaktidega voi valitsuse ja institutsiooniliste suunistega katseloomade kasuta-
mise kohta teadusuuringutes (nt 18).

4. Katselabor vaatab enne uuringu tegemist 1dbi ja vdtab arvesse kogu olemasoleva teabe uuritava kemikaali kohta.
Selline teave holmab jargmist: uuritava kemikaali nimetus ja struktuur, fuiisikalis-keemilised omadused, muud
sama kemikaaliga in vitro voi in vivo tehtud miirgisuskatsete tulemused, struktuurilt sarnaste ainete toksikoloogi-
lised andmed ning kemikaali eeldatav(ad) kasutusala(d). Selline teave on vajalik koikide asjaosaliste veenmiseks, et
katse on tahtis inimeste tervise kaitsmiseks, ja aitab valida sobivat ldhtedoosi.

KATSE POHIMOTE

5. Katsekemikaali manustatakse loomadele tiinuse ja imetamise ajal. Katseid tehakse emasloomadega, et hinnata
mdju tiinus- ja imetamisperioodil, ning katsed v&ivad hélmata ka vordleva teabe (emasloomad vs. nende jirglased)
hankimist. Jarglased valitakse neurotoksilisuse hindamiseks pesakondadest juhuslikult. Hindamine hélmab vaatlusi,
et teha kindlaks suuri neuroloogilisi ja kditumuslikke kdrvalekaldeid; seejuures hinnatakse fuiisilist arengut, kaitu-
mise ontogeneesi, motoorset aktiivsust, motoorseid ja sensoorseid funktsioone, dppimist ja malu; samuti hinna-
takse aju massi ja neuropatoloogiat siinnijirgse arengu kéigus ja pérast tdiskasvanuikka jéudmist.
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10.

Kui katsemeetodi alusel tehakse eraldi uuring, vdib igas rithmas kasutada tdiendavaid loomi, et teha konkreetseid
neurokditumuslikke uuringuid, neuropatoloogia, neurokeemia véi elektrofiisioloogia uuringuid, millega vdidakse
tdiendada kiesoleva katsemeetodi kasutamisega saadavaid andmeid (16, 19, 20, 21). Taiendavad uuringud vdivad
olla eriti kasulikud, kui empiirilised vaatlused, oodatav mdju voi toimemehhanism viitavad mingile konkreetsele
neurotoksilisuse tiitibile. Nende tdiendavate katsete jaoks voib kasutada emasloomi ja poegi. Lisaks vdib kasutada
ka ex vivo voi in vitro katseid, kui need katsed ei muuda in vivo katsete usaldusvédrsust.

KATSE ETTEVALMISTAMINE

Loomaliigi valimine

Eelistatud liigiks on rott; sobivuse korral voib kasutada muid liike. Siiski tuleb silmas pidada, et lootelise ja siinni-
jargse arengu kohta kiesolevas katsemeetodis osutatud pdevad kehtivad rottide sagedamini kasutatavate liinide
puhul, ning kui kasutatakse muud loomaliiki voi ebatavalist rotiliini, siis tuleb valida vorreldavad paevad. Muu liigi
kasutamist tuleks pohjendada toksikoloogiliste, farmakokineetiliste ja/vdi muude andmete alusel. Pohjenduses
tuleks viidata olemasolevatele liigispetsiifilise kditumise siinnijirgse arengu neuroloogia ja neuropatoloogia hinnan-
gutele. Kui varasemad katsed andsid muret tekitavaid tulemusi, tuleks kaaluda sama liigi/aretusliini kasutamist.
Kuna erinevate liinide rottidel on erinevad omadused, tuleks tdendada, et kasutamiseks valitud liini rotid on
piisava sigivuse ja reageerimisvdimega. Kui arenguhdireid pdhjustava neurotoksilisuse uuringus kasutatakse muud
liiki, tuleb dokumentidega toendada selle liigi tundlikkus ja saadavate tulemuste usaldusvairsus.

Pidamis- ja s66tmistingimused

Temperatuur katseloomade ruumis peab olema 22 + 3 °C. Kuigi suhteline niiskus peab olema vidhemalt 30 % ja
eelistatavalt mitte tile 70 %, v.a ruumi koristamise ajal, peaks eesmargiks olema 50-60 %. Valgustus peab olema
kunstlik, 12 tundi valgust ja 12 tundi pimedust. Valgustustsiikli vdib enne paaritamist ja uuringu kestuse ajaks
muuta ka vastupidiseks, et funktsionaalseid ja kditumise niitajaid saaks hinnata pimedal perioodil (punase valguse
juures), kui loomad on tavaliselt aktiivsed (22). Kui valguse ja pimeduse vaheldumise tsiiklit muudetakse, tuleb ette
ndha vajalik kohanemisperiood, et loomad kohaneksid uue tsiikliga. S66tmisel voib kasutada tavapirast labori
soodavalikut koos piiramatu hulga joogiveega. Katseprotokollis esitatakse sooda ja vee tiiiip ning nii sooda kui ka
vee kohta tuleks teha saasteainete analiiiis.

Loomi vdib hoida puurides eraldi voi viikestes, samast soost loomade rithmadena. Paaritumine peab toimuma
selleks ettendhtud puurides. Pérast toimunud paarituse tdendamist voi hiljemalt tiinuse 15. péeval tuleks paari-
tatud loomad paigutada eraldi poegimispuuridesse. Puurid paigutatakse nii, et puuri paigutusest tingitud mdjud
oleksid voimalikult viikesed. Paaritunud emasloomadele antakse poegimisaja lihenemisel sobivad ja kindlaksmaa-
ratud pesaehitusmaterjalid. On histi teada, et ebasobiv kohtlemine vdi stress tiinuse ajal voib teha kahju, seal-
hulgas pdhjustada loote surma enne poegimist v6i loote ja vastsiindinud poegade arengu hiireid. Selleks, et dra
hoida loote surma kemikaali manustamisega mitte seotud tegurite mdjul, tuleb loomi tiinuse ajal kohelda hoolikalt
ja viltida valistest teguritest, nditeks miirast, tingitud stressi.

Loomade ettevalmistamine

Tuleks kasutada terveid loomi, kes on aklimatiseerunud laboratooriumi tingimustega ning keda ei ole varem katses
kasutatud, vilja arvatud juhul, kui uuring toimub muu uuringu raames (vt punkt 3). Katseloomad tuleks kirjeldada
ja teatada liik, liin, pdritolu, sugu, kehamass ja vanus. Igale loomale tuleb méérata ja markida kordumatu identifit-
seerimisnumber. K&ikide katserithmade loomad peaksid olema vimalikult thesuguse kaalu ja vanusega, ning need
peaksid olema kasutatava liigi ja liini tavapirases vahemikus. Iga doosimddra juures tuleks kasutada noori tdiskas-
vanud poegimata emasloomi. Odesid ja vendi ei tohiks lasta omavahel paarituda ja tuleb hoolitseda, et seda ei
juhtuks. Tiinuse O-pdevaks (tiinestumispdevaks, gestation day, GD) loetakse pédev, millal mérgati spermat tupes
ja[voi vaginaalkorki. Kui tarnijalt ostetakse teadaoleva tiinestumispéevaga tiined loomad, ndhakse ette sobiv koha-
nemisaeg (nt 2-3 pdeva). Paaritatud emasloomad jagatakse erapooletul viisil ja vdimalikult thtlaselt kontrollrith-
madesse ja katserithmadesse (nt soovitatavalt stratifitseeritud juhusliku meetodiga, et tagada rithmade vahel
loomade iihtlane jaotus, nditeks kehamassi jargi). Sama isaslooma poolt viljastatud emasloomad tuleks jaotada
vordselt eri rithmade vahel.
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KATSE KORRALDUS

Loomade arv ja sugu

11.  Tiinete emasloomade arv igas kontrollrithmas ja katserithmas, mille liikmed puutuvad kokku uuritava kemikaaliga,
peaks olema piisav, et siinniks piisav arv jirglasi neurotoksilisuse hindamiseks. Iga doosimaira puhul soovitatakse
kasutada kokku 20 pesakonda. Kui iga sellise rithma kohta saavutatakse ndutav pesakondade arv, on lubatud
paralleelsed ja vahelduvate rithmadega manustamiskavad; paralleelproovide arvessevdtmiseks kasutatakse sobivaid
statistilisi mudeleid.

12.  Hiljemalt 4. siinnijirgsel paeval (post-natal day, PND 4) (siinni pdev on PND 0) tuleks kdikide pesakondade suurus
iihtlustada; selleks surmatakse juhusliku valiku alusel liigsed pojad, et koikide pesakondade suurus oleks
vordne (23). Pesakonna suurus ei tohiks iletada keskmist pesakonna suurust kasutatava ndriliste liini puhul
(8-12). Pesakonda tuleks alles jdtta vordne arv isas- ja emasloomi, kuivord see on vdimalik. Poegade selektiivne
korvaldamine, niiteks kehamassi pdhjal, ei ole sobiv. Pirast pesakondade standardimist (liigsete poegade surma-
mist) ja enne edasiste funktsionaalsete niitajate madramist tuleks kdik vddrutuseelsete voi vddrutusjirgsete katsete
jaoks ettendhtud pesakonna liikmed varustada individuaalse kordumatu margisega, kasutades sobivat humaanset
meetodit (nt 24).

Loomade jagamine riihmadesse funktsionaalsete ja kiitumuslike testide tegemiseks, aju massi madrami-
seks ja neuropatoloogiliseks hindamiseks

13.  Meetodis lubatakse kasutada eri lihenemisviise selleks, et jagada loomad rithmadesse, kes puutuvad kemikaaliga
kokku in utero ja imetamise kaudu ning kellele tehakse funktsionaalsed ja kditumuslikud testid, kellel jilgitakse
sugukiipsuse saabumist ja mairatakse aju massi ning keda hinnatakse neuropatoloogia seisukohast (25). Vajaduse
korral voib tiksikjuhtudel madrata muid kaitumuslikke neuroloogilisi funktsioone (nt sotsiaalset kditumist), uurida
neurokeemilisi voi neuropatoloogilisi aspekte, kui sellega ei kahjustata algselt ndutud testide usaldusvaarsust.

14.  Pojad valitakse igast doosirithmast ja iga niitaja hindamiseks alates 4. siinnijirgsest pdevast (PND 4). Poegade vali-
mine rithmadesse peaks toimuma nii, et iga doosirithma iga pesakonna kummastki soost pojad oleksid voimali-
kult iihtlaselt esindatud kaikides testides. Motoorse aktiivsuse katsetes tuleks poegade hulgast iihtesid ja samu isas-
ja emasloomapaare uurida igas vodrutuseelses vanuses (vt punkt 35). Kdikide muude kiditumuslike testide tegemi-
seks voib mdirata sama voi erineva isaslooma ja emaslooma paari. Vddrutatud poegade ja tdiskasvanud loomade
kognitiivse talitluse hindamisel vdib osutuda vajalikuks mairata rithmadesse erinevad pojad, et viltida tulemuste
sOltumist erineva vanuse vdi eelneva Oppimise mdjust (26, 27). Védrutamise ajal (PND 21) voib pojad, keda
katsete tegemiseks ei valita, humaansel viisil surmata. Kéik muudatused poegade rithmadesse jagamisel tuleks
katseprotokollis fikseerida. Statistiline mddtmisithik peaks olema pesakond (v6i poeginud emasloom), aga mitte

poeg.

15. Poegade jagamiseks rithmadesse, millega tehakse voorutuseelseid ja -jirgseid vaatlusi, kognitiivseid katseid, pato-
loogiavaatlusi jne, on mitmeid voimalusi (vt tildkava (joonis 1) ja rithmadesse jagamise néide (1. liide)). Soovitatav
minimaalne loomade arv igas doosirithmas vdorutuseelsete ja -jargsete uuringute puhul on jargmine:

Kliinilised vaatlused ja kehamass K&ik loomad
Uksikasjalikud kliinilised vaatlused 20/sugu (1/sugu/pesakond)
Aju mass (pdrast fikseerimist) PND 11-22 10/sugu (1/pesakond)
Aju mass (fikseerimata) ~ PND 70 10/sugu (1/pesakond)
Neuropatoloogia (fikseerimine immersiooni vdi perfusiooniga) PND 11-22 10/sugu (1/pesakond)
Neuropatoloogia (fikseerimine perfusiooniga) ~ PND 70 10/sugu (1/pesakond)
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Sugukiipsuse saabumine 20/sugu (1/sugu/pesakond)
Muud olulised arengunditajad (soovi korral) Koik loomad
Kiitumise ontogenees 20/sugu (1 /sugu/pesakond)
Motoorne aktiivsus 20/sugu (1/sugu/pesakond)
Motoorne ja sensoorne funktsioon 20/sugu (1 /sugu/pesakond)
Oppimine ja malu 10/sugu (9 (1/pesakond)

() Kognitiivse talitluse katsed: tundlikkusest olenevalt tuleb kaaluda suurema arvu loomade kasutamist, nt kuni 1 isas- ja
1 emasloom igast pesakonnast (loomade rithmadeks jagamine, vt 1. liide) (tdiendavad juhised valimi suuruse kohta on
esitatud OECD juhenddokumendis 43 (8)).

Dooside manustamine

16. Tuleks kasutada vdhemalt kolme doosimdira ja ndha ette paralleelsed kontrollrithmad. Doosimédirad tuleks
médrata nii, et tekkivad toksilised mojud tugevneksid jark-jargult. Kui seda ei piira kemikaali fiiiisikalis-keemilised
voi bioloogilised omadused, tuleks korgeim doosimdir valida nii, et tiinel emasloomal ilmneksid miirgistusndhud
(nt Kliinilised stimptomid, kehamassi viiksem (mitte iile 10 %) suurenemine ja/voi tdendid miirgisuse kohta sihtor-
ganile, mis ei luba doosi piirmddra suurendada). Suurima doosi piiriks voib teatavate eranditega olla 1 000 mg
kehamassi kg kohta pievas. Nditeks voib inimese oodatava kokkupuute ulatus sundida kasutama suuremat doosi.
Teise voimalusena tuleks teha prooviuuring voi esialgsed doosivahemiku méddramise katsed, et leida suurim doos,
mis pohjustaks tiinel emasloomal vaid minimaalseid miirgistusnihtusid. Kui standardse arenguhdireid pohjustava
toksilisuse uuringu voi prooviuuringuga on niidatud, et uuritav kemikaal pdhjustab arenguhiireid, peaks korgeim
doosimiir olema selline, mis ei oleks jirglaste jaoks viga miirgine, niiteks ei pdhjusta jirglaste surma juba
emaiisas vOi kohe parast siindi, samuti ei pdhjusta selliseid vadrarenguid, mis ei vdimalda mdistlikult hinnata aren-
guhiireid pohjustavat neurotoksilisust. Vaikseim doos tuleks valida nii, et see ei pdhjustaks mingeid toksilisuse
siimptomeid ei tiinel emasloomal ega jirglastel, samuti mitte neurotoksilisuse siimptomeid. Doosimairade alanev
jarjestus tuleks valida nii, et saaks ndidata toime s6ltuvust doosist ja leida tiheldatavat kahjulikku toimet mitteaval-
dava doosi (No-Observed-Adverse Effect Level, NOAEL) voi jdlgitava toime piiri ldhedase doosi, mis lubaks méérata
vordlusdoosi. Kahe- voi neljakordsed vahemikud on sageli optimaalsed alanevate doosimairade kehtestamisel ja
neljanda doosirithma lisamine on sageli eelistatav viga suurte doosidevaheliste vahemike (nt @ile kiimne korra)

puhul.

17. Doosimiirade valimisel tuleks arvesse votta kdik olemasolevad andmed miirgisuse kohta ning ka lisateavet uuri-
tava kemikaali v0i samalaadse aine metabolismi ja toksiko-kineetika kohta. Konealune teave aitab ehk ka niidata,
et dooside manustamise reziim on valitud digesti. Dooside otsest manustamist vastsiindinud poegadele tuleks
kaaluda kokkupuudet ja farmakokineetikat kisitleva teabe pdéhjal (28, 29). Enne dooside otsese manustamise
uuringu tegemist tuleks hoolikalt kaaluda eeliseid ja puudusi (30).

18.  Paralleelseks kontrollrithmaks peaks olema kahjutut ainet saav kontrollrithm v&i kandeainet saav kontrollrithm,
kui uuritava kemikaali manustamisel kasutatakse kandeainet. Kdigile loomadele tuleks kehamassist lahtudes
manustada ithesugune kogus kas uuritavat kemikaali v6i kandeainet. Kui dooside manustamise hdlbustamiseks
kasutatakse kandeainet voi muud lisaainet, tuleks poorata tihelepanu jirgmistele aspektidele: kandeaine mdju
uuritava kemikaali imendumisele, jaotumisele kehas, metabolismile vdi peetumisele; moju uuritava kemikaali
keemilistele omadustele, mis v6ib muuta selle toksilisi omadusi, ning m&ju loomade s66da- voi veetarbimisele voi
toitumusele. Kandeainel ei tohiks olla m&ju, mis vdiks hiirida uuringu tulemuste tdlgendamist; samuti ei tohiks
kandeaine neurotoksilisuse tSttu pdhjustada kditumishaireid, mdjutada paljunemist vdi embriio arengut. Uudse
kandeaine puhul tuleks lisaks kandeaine kontrollrithmale kasutada veel vdltskontrollrithma. Kontrollrithma(de)
loomi tuleks kohelda nii nagu katserithma loomi.
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Dooside manustamine

19.  Uuritavat kemikaali voi kandeainet tuleks manustada viisil, mis on kdige asjakohasem inimese kokkupuute puhul,
vottes arvesse metabolismiga ja katselooma kehas jaotumisega seotud teavet. Manustamisviis on tavaliselt
suukaudne (nditeks sunds66tmine sondiga vdi s66da voi joogivee kaudu), kuid kasutada vdib ka muid manusta-
misviise (nt naha kaudu, sissehingamise teel), sdltuvalt kemikaali omadustest ning eeldatavast vdi teadaolevast
kokkupuuteteest inimese puhul (tdiendavad juhised on esitatud juhenddokumendis 43 (8)). Valitud manustamis-
viisi tuleks pohjendada. Uuritavat kemikaali tuleks manustada igal pdeval ligikaudu samal ajal.

20. Iga looma doos peaks tavaliselt pShinema looma kdige viimasel individuaalselt kindlaksmairatud kehamassil.
Tiinuse viimasel kolmandikul tuleks doosi mddramisega olla siiski ettevaatlik. Kui emasloomadel, kellele manustati
kemikaali, avalduvad liigse miirgistuse siimptomid, tuleks need loomad humaanselt tappa.

21.  Uuritavat kemikaali voi kandeainet tuleks paaritatud emasloomadele manustada vihemalt kord pievas alates
loodete implantatsioonist (GD 6) kogu imetamise aja jooksul (kuni PND 21), nii et pojad puutuksid kemikaaliga
kokku narvisiisteemi siinnieelse ja -jargse arengu jooksul. Nii dooside manustamise algust kui ka kestust ja sage-
dust voib muuta, kui tdendid osutavad, et katse teistsugune korraldus vdiks inimese kokkupuudet arvestades olla
asjakohasem. Muu liigi puhul tuleks dooside manustamise kestust kohandada, et tagada kokkupuude kemikaaliga
aju arengu koikidel varastel jirkudel (s.o jarkudel, mis vastavad inimaju siinnieelsele ja varasele siinnijirgsele
kasvule). Dooside manustamine voib alata kohe tiinuse algusest (GD 0), kuigi tuleks silmas pidada vdimalust, et
kemikaal voib pdhjustada embriio hukkumise juba enne implantatsiooni. Manustamise alustamisega GD 6-st saaks
seda riski valtida, kuid arengujirgud GD 0 — GD 6 jddvad siis kemikaaliga mojutamata. Kui labor ostab teadao-
leva tiinestumispéevaga tiineid loomi, on raske alustada dooside manustamist GD 0-st ja seega oleks hea pdev
alustamiseks GD 6. Katselabor peaks kehtestama dooside manustamise korra vastavalt uuritava kemikaali mdju
kisitlevale asjakohasele teabele, varasematele kogemustele ja logistilistele kaalutlustele; see v6ib holmata dooside
manustamist ka parast voorutamist. Doosi ei manustata poegimise pdeval sellistele loomadele, kes ei ole veel kdiki
jirglasi siinnitanud. Uldiselt eeldatakse, et jirglaste kokkupuude kemikaaliga toimub emapiima kaudu; kuid kui
jarglaste jatkuva kokkupuute kohta puuduvad tdendid, tuleks kaaluda kemikaali manustamist otse poegadele.
Tdendeid jirglaste katkematu kokkupuute kohta voib leida nditeks farmakokineetilisest teabest, teabest miirgisuse
kohta jarglastele voi biomarkerite muutustest (28).

VAATLUSED

Emasloomade jilgimine

22.  Koiki emasloomi tuleks hoolikalt vaadelda vihemalt kord pdevas, et hinnata nende terviseseisundit, sealhulgas
haigestumust ja suremust.

23.  Dooside manustamise ja vaatluste perioodil tuleks korrapiraselt teha iiksikasjalikke kliinilisi vaatlusi (vihemalt
kahel korral poegimiseelsel manustamisperioodil ja kahel korral imetamisaegsel manustamisperioodil), kasutades
vihemalt kiimmet emaslooma iga doosiméddra puhul. Loomi peaksid viljaspool kodupuuri vaatlema viljadppinud
spetsialistid, kes ei tea, et manustatakse kemikaali, ja kasutavad standarditud korda, et vihendada loomade stressi
ja vaatleja erapoolikuse moju ning saavutada vaatlejate arvamuste véimalikult hea kooskéla. Véimaluse korral on
soovitatav, et ithe uuringu puhul teeks vaatlusi sama spetsialist.

24.  Taheldatud simptomid tuleks registreerida. Voimaluse korral tuleks registreerida ka tiheldatud simptomite inten-
siivsus. Kliinilised vaatlused peaksid hélmama vdhemalt jargmist: naha, karvkatte, silmade ja limaskestade
muutused, eritiste esinemine, autonoomse narvisiisteemi aktiivsuse muutused (nt pisaravool, turris karv, pupilli
suurus, muutunud hingamine ja/vdi suu kaudu hingamine, koik urineerimise voi roojamisega seotud ebatavalised
stimptomid).

25.  Koik kehaasendi, aktiivsuse astme (nt standardala vihenenud vdi suurenenud uurimine) ning liigutuste koordinat-
siooni muutused tuleks samuti {iles mirkida. Muutused kdonnakus (nt taarumine, ataksia), kehaasendis (nt kiiiirus
selg) ning reageerimises kittevotmisele, mahapanemisele voi muudele keskkonna stiimulitele ning klooniliste vi
tooniliste liigutuste, krampide voi virinate esinemine, stereotiiiibid (nt tilemadrane karvkatte eest hoolitsemine,
ebatavalised pealiigutused, korduv tiirutamine) voi veider kaitumine (nt hammustamine v6i enda {ileméddrane
lakkumine, enesevigastamine, tagurpidi kéndimine, héalitsemine) voi agressiivsus tuleks registreerida.
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26.  Toksilisuse margid tuleks iiles mérkida koos ilmnemise pdeva, kellaaja, siimptomite raskusastme ja kestusega.

27.  Dooside manustamise ajal tuleks loomi kogu uuringu kestel kaaluda vahemalt iiks kord nidalas, stinnituse paeval
voi selle liheduses ja pdeval PND 21 (voorutamine). Emasloomade sundso6tmise uuringute puhul tuleks loomi
kaaluda vdhemalt kaks korda nidalas. Doose tuleks sobivaks kohandada vastavalt igale kehamassi médramise tule-
musele. S60da tarbimist tuleks tiinuse ja imetamise ajal modta vahemalt iga nidal. Kui kemikaali manustatakse
joogivee kaudu, tuleks vee tarbimist tuleks mddta vahemalt kord nidalas.

Jirglaste jilgimine

28. Koiki jarglasi tuleks hoolikalt vaadelda vahemalt kord pievas, et teha kindlaks miirgistusnidhud, haigestumus ja
suremus.

29. Dooside manustamise ja vaatluste ajal tuleks teha jirglaste tiksikasjalikke kliinilisi vaatlusi. Jarglasi (vihemalt iiks
loom kummastki soost ja igast pesakonnast) peaksid vaatlema viljadppinud spetsialistid, kes ei tea, et manusta-
takse kemikaali, ja kasutavad standarditud korda, et vihendada vaatleja erapoolikuse mdju ning saavutada vaatle-
jate arvamuste voimalikult hea kooskéla. Voimaluse korral on soovitatav, et vaatlusi teeks sama spetsialist. Iga
vaadeldava arengujdrgu kohta tuleks jilgida vahemalt punktides 24 ja 25 kirjeldatud niitajaid.

30. Kaoik jarglaskonnas ilmnevad toksilisuse mirgid tuleks tiles markida koos ilmnemise pdeva, kellaaja, simptomite
raskusastme ja kestusega.

Fisiisilised ja arengut iseloomustavad niitajad

31.  Voodrutuseelse arengu nditajate (korvalesta tipu eemaldumine peast, silmade avanemine, 16ikehammaste ilmumine)
muutused korreleeruvad histi kehamassiga (30, 31). Kehamass voib olla parim fiiiisilise arengu taseme niitaja.
Arengu pdhinditajate mdotmist soovitatakse seepirast ainult siis, kui on olemas varasemad tdendid selle kohta, et
konealused nditajad annavad tdiendavat teavet. Kdnealuste niitajate hindamise ajakava on esitatud tabelis 1. Soltu-
valt oodatavast mojust ja esialgsete modtmiste tulemustest voib olla soovitatav lisada tdiendavaid aegu voi teha
modtmisi muudes arengustaadiumides.

32. Fisilise arengu hindamise korral on soovitatav kasutada paaritusjirgset, mitte siinnijirgset vanust (33). Kui
poegadega tehakse katseid vddrutamise pdeval, on soovitatav teha katsed enne voorutushetke, et viltida vooruta-
misega seotud stressi segavat mdju. Katseid ei tuleks teha ka kahel vodrutamisjargsel pdeval.

Tabel 1

Fiiiisiliste ja arengut iseloomustavate niitajate ning funktsionaalsete véi kiitumuslike niitajate hindamise
ajakava (%)

Néitjad Vanusejirgud |y eelne o) Noorukiiga () Noored téi(ibs)kasvanud
Fisiisilised ja arengut iseloomustavad niitajad

Kehamass ja kliinilised vaatlused iga nddal (9 vihemalt iga kahe | vdhemalt iga kahe

nddala tagant nddala tagant

Aju mass PND 22 () katse 16petamisel
Neuropatoloogia PND 22 (9) katse 16petamisel
Sugukiipsuse saabumine — vajaduse korral —

Muud arengunditajad (9) vajaduse korral — —
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Néitjad Vanusejargud Voorutuseelne () Noorukiiga () Noored téi(ibs)kasvanud
Funktsionaalsed voi kiitumuslikud niitajad
Kiitumise ontogenees vihemalt kaks

mootmist
Motoorne aktiivsus (sh harjumine) 1-3 korda () — iiks kord
Motoorne ja sensoorne funktsioon — iiks kord iiks kord
Oppimine ja malu — itks kord tiks kord

(%) Selles tabelis on esitatud minimaalne modtmiskordade arv. Soltuvalt oodatavast mdjust ja esialgsete modtmiste tulemustest
voib olla soovitatav lisada tdiendavaid aegu (niiteks vanad loomad) voi teha modtmisi muudes arengustaadiumides.

(?) Poegadega ei soovitata teha katseid kahel voorutusjargsel paeval (vt punkt 32). Soovitatav vanus noorloomadega katsete tege-
miseks on jargmine: dppimine ja milu — PND 25 + 2; motoorne ja sensoorne funktsioon — PND 25 + 2. Soovitatav vanus
katsete tegemiseks noorte tdiskasvanutega on PND 60-70.

(9 Poegadele dooside otse manustamise korral tuleks kehamassi mo6ta vahemalt kaks korda nddalas, et kohandada doose vasta-
valt kehamassi kiirele suurenemisele.

) Aju massi ja neuropatoloogiat v6ib hinnata varasemal ajal (nt PND 11), kui see on sobiv (vt punkt 39).

) Muid arengu niitajaid lisaks kehamassile (nt silmade avanemine) tuleb registreerida siindmuse toimumise ajal (vt punkt 31).

")Vt punkt 35.

33.  FElusad jdrglased tuleb iile lugeda ja mairata nende sugu, nt visuaalse vaatluse vdi anogenitaalse vahemaa maidrami-
sega (34, 35), ning iga poega pesakonnas tuleks kaaluda kohe pérast siindi vdi varsti selle jirel, vihemalt kaks
korda nidalas imetamise ajal ja vihemalt iga kahe nddala tagant parast seda. Sugukiipsuse saabumise madramiseks
tuleks igas pesakonnas vihemalt iihel isasloomal ja ithel emasloomal méirata vanus ja kehamass, kui neil toimub
tupe avanemine (36) voi eesnaha eraldumine (37).

Kditumise ontogenees

34.  Valitud kiitumisviisinditajate arengut tuleks mddta sobivas vanuses vihemalt ithel pojal kummastki soost igas
pesakonnas, kusjuures koigil katsepdevadel kasutatakse koikide kiditumisviisinditajate madramiseks samu loomi.
Modtmispdevad jaotatakse iihtlaselt iile vaatluste aja, et médrata normaalsete kiitumisjoonte areng vdi nende
muutused, mis on seotud dooside manustamisega (38). Hinnata vdiks niiteks jirgmiste kditumisjoonte kujune-
mist: dige kehaasendi taastamise refleks, negatiivne geotaksis ja motoorne aktiivsus (38, 39, 40).

Motoorne aktiivsus

35.  Motoorset aktiivsust tuleks jilgida (41, 42, 43, 44, 45) vodrutuseelses vanuses ja tdiskasvanuvanuses. Katsete
kohta voorutamise ajal vt punkt 32. Katsete periood peab olema piisavalt pikk, et ndidata kemikaaliga to6tlemata
kontrollrithmas katsete perioodi jooksul tekkivat harjumist. Kditumise ontogeneesi hindamiseks on viga soovitatav
kasutada motoorse aktiivsuse hindamist. Kui seda kasutatakse kditumise ontogeneesi hindamiseks, tuleks kaikides
vodrutuseelsetes katsetes kasutada samu loomi. Katseid tuleks teha piisava sagedusega, et demonstreerida katsete
perioodi jooksul tekkivat harjumist (44). Selleks voib kuluda kolm sessiooni enne vodrutamist ja vddrutamise
pdeval (nt pdevad PND 13, 17, 21). Samu ithe pesakonna loomi tuleks vaadelda ka tdiskasvanueas enne katse
1dpetamist (nt piaevad PND 60-70). Katseid voib vajaduse korral teha ka lisapdevadel. Motoorset aktiivsust tuleks
modta salvestusseadmega automatiseeritud aparaadi abil, millega saab mdarata nii tegevuse hoogustumist kui ka
vihenemist (nt baastegevus, mida seadmega saab mddta, ei tohiks olla nii vihene, et selle vihenemist ei dnnestu
registreerida, ega nii hoogne, et selle edasist hoogustumist ei saa registreerida). Iga seadet tuleb kontrollida stan-
dardmeetodiga, et tagada voimalikkuse piires eri seadmete modtmiste ja eri pdevadel toimuvate moddtmiste usal-
dusviirsus. Doosirithmade loomad jaotatakse eri seadmete vahel voimalikult tasakaalustatult. Iga loomaga tuleks
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katseid teha eraldi. Doosirithmade katsed peavad toimuma tasakaalustatult eri aegadel, et tulemusi ei mojutaks
tegevuse OOpdevased rutmid. Tuleks piitida tagada, et katsetingimuste varieeruvus oleks voimalikult viike ja et ei
esineks siistemaatilist viga. Paljude kditumisnaitajate mddtmist mdjutavad sellised muutujad nagu miiratase, katse-
puuri kuju ja suurus, temperatuur, suhteline dhuniiskus, valgustustingimused, 18hnad, kodupuuri v&i uue katse-
puuri kasutamine ja tihelepanu héirivad keskkonnatingimused.

Motoorne ja sensoorne funktsioon

36. Motoorset ja sensoorset funktsiooni tuleks tiksikasjalikult uurida vahemalt itks kord noorukieas ja iiks kord noore
tdiskasvanu eas (nt PND 60-70). Katsete tegemise kohta voorutamise ajal vt punkt 32. Tuleb teha piisavalt katseid,
et koguda vajalikud kvantitatiivsed andmed sensoorsete funktsioonide kohta (nt somatosensoorsed ja vestibulaar-
funktsioonid) ja motoorsete funktsioonide kohta (nt joud, koordinatsioon). Mdned motoorsete ja sensoorsete
funktsioonide niited on tdukerefleks (tallarefleks) (46), dige kehaasendi taastamise refleks (47, 48), ehmatava heli-
signaaliga harjumine (40, 49, 50, 51, 52, 53, 54) ja esilekutsutud vdimed (55).

Oppimise ja milu katsed

37.  Assotsiatiivse dppimise ja malu katse tuleks teha parast vodrutamist (nt paeval 25 £ 2) ja noorte tdiskasvanutega
(PND 60 ja vanemad). Katsete kohta vodrutamise ajal vt punkt 32. Nende kahe arengutaseme puhul voib kasutada
sama voi eraldi katset. Vodrutatud poegade ja tdiskasvanud rottide dppimise ja malu katse(te) valimisel lubatakse
teatavat paindlikkust. Katse(d) tuleks siiski kavandada selliselt, et oleksid tdidetud kaks kriteeriumi. Esiteks, oppi-
mist tuleks hinnata mitme korduva dppimiskatse voi -sessiooni jooksul ilmnevate muutuste kaudu voi ithtainukest
tilesannet holmava katsega ja vorrelda seda kontrollkatsega, milles kontrollitakse dpetamiskatse voimalikke mitte-
assotsiatiivseid mojusid. Teiseks peaksid katsed hélmama mingil médral (lithiajalise voi pikaajalise) malu kasuta-
mist, lisaks algsele dradppimisele (omandamine), kuid seda malu niitajat ei saa registreerida, kui sama katsega ei
ole mdddetud omandamise néitajat. Kui dppimise ja mélu katsetest ilmneb kemikaali moju, tuleb kaaluda lisakat-
sete korraldamist, et jdtta korvale alternatiivsed tdlgendused, mille aluseks on sensoorsed voi motivatsioonilised
muutused ja/vdi motoorse suutlikkuse muutumine. Lisaks eespool nimetatud kahele kriteeriumile on soovitatav, et
dppimise ja mélu katse tuleks valida nii, et katse oleks tdendatult tundlik uuritava kemikaali suhtes, kui kirjandu-
sest on kittesaadav konealune teave. Kui sellist teavet ei ole, voiksid selliste katsete niideteks, mida voib teha
eespool kirjeldatud kriteeriumide tditmiseks, olla passiivne véltimine (43, 56, 57), viivitusega reageerimine asendile
tdiskasvanud roti (58) vdi rotipoja (59) puhul, haistmise kaudu mojutamine (43, 60), Morrise veelabiirindi katse
(61, 62, 63), Bieli voi Cincinnati labiirindi katse (64, 65), radiaallabiirindi katse (66), T-labiirindi katse (43) ning
ajakavast soltuva kditumise omandamine ja sdilitamine (26, 67, 68). Kirjanduses on kirjeldatud veel muid katseid
vodrutatud rotipoegade (26, 27) ja tdiskasvanud rottide jaoks (19, 20).

Surmamisjirgne uurimine

38. Emaloomad vdib parast jirglaste voorutamist surmata.

39. Jarglaste neuropatoloogiliseks uurimiseks kasutatakse kudesid, mis on saadud loomadelt, kes on humaanselt
surmatud pédeval PND 22 voi varem (PND 11 — PND 22) vdi katse 1dpetamisel. Pdeval PND 22 surmatud
jarglaste puhul tuleks hinnata ajukudesid; katse 1dpetamisel surmatud loomade puhul tuleks hinnata nii kesknérvi-
stisteemi kudesid kui ka perifeerse nirvisiisteemi kudesid. Pdeval PND 22 vdi varem surmatud loomad voib fiksee-
rida immersiooni vdi perfusiooniga. Katse 16petamisel surmatud loomad tuleks fikseerida perfusiooniga. Koendi-
diste ettevalmistamisel tuleks koikidel etappidel — loomade perfusioon, kudede viljaldikamine, kudede to6tlemine
ja mikroskoobipreparaatide virvimine — kasutada tasakaalustatud katsekorraldust, nii et igas partiis oleks iga
doosirithma esindav valim. Tdiendavad suunised neuropatoloogia kohta on esitatud OECD juhenddokumendis
nr 20 (9), vt ka (103).

Koeproovide todtlemine

40. Koik lahkamise ajal mérgatavad suured korvalekalded tuleks iiles markida. Voetud koeproovid peaksid esindama
koiki peamisi ndrvisiisteemi piirkondi. Koeproove tuleks siilitada sobivas fiksaatoris ja neid tuleks t66delda vasta-
valt avaldatud standardsetele histoloogiajuhenditele (69, 70, 71, 103). Parafiinis konserveerimine on sobiv kesk- ja
perifeerse narvisiisteemi kudede puhul, kuid osmiumi kasutamine jérelfikseerimiseks koos epoksiikonserveerimi-
sega voib olla sobiv, kui on vaja saavutada parem lahutusvdime (nt perifeersete nirvide puhul, kui kahtlustatakse
perifeerset neuropaatiat javdi perifeersete nirvide morfomeetriliseks analiiiisiks). Morfomeetriliseks analiiiisiks
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kogutav ajukude tuleks koikide doosirithmade puhul paigutada sobivasse siilituskeskkonda samal ajal, et viltida
kokkutdmbumisest tingitud artefakte, mis vdivad kaasneda pikaajalise sdilitamisega fiksaatoris (6).

Neuropatoloogiline uuring

41.  Kvalitatiivse uuringu eesmargid on jargmised:

i) teha kindlaks nérvisiisteemi piirkonnad, milles esineb nahtavaid neuropatoloogilisi muutusi;
ii) teha kindlaks, millist tiiiipi neuropatoloogilised muutused tulenevad kokkupuutest uuritava kemikaaliga, ning
iii) madrata neuropatoloogiliste muutuste ulatus raskusastme jargi.

Koeproovidest saadud representatiivseid histoloogilisi 16ikeid peaks mikroskoobiga uurima nduetekohaselt kooli-
tatud patoloog, et leida tdendeid neuropatoloogiliste muutuste kohta. Igale neuropatoloogilisele muutusele tuleks
subjektiivse hindamisskaala alusel omistada raskusaste. Varvimine hematoksiiliini ja eosiiniga vdib olla piisav, et
hinnata pdeval PND 22 v&i varem humaanselt surmatud loomade aju 16ikeid. Katse lopetamisel surmatud
loomade kesknérvisiisteemi ja perifeerse nirvisiisteemi 1digete uurimiseks soovitatakse kasutada aga miieliinivirve
(nt Luxol fast blue[kresiiiilviolett) ja hobedapdhiseid virve (nt Bielschowsky voi Bodiani virv). Vastavalt patoloogi
eksperthinnangule ja vottes arvesse tiheldatud muutusi, voib kasutada muid sobivaid virve, et teha kindlaks ja
iseloomustada teatavat tiiiipi muutusi (nt gliiafibrillide happelise proteiini (GFAP) voi lektiini histokeemia, et
hinnata gliia ja mikrogliia muutusi (72), fluorojadeiit-varv nekroosi tuvastamiseks (73, 74) voi ndrvide degenerat-
siooni suhtes spetsiifiline hbedapdhine virv (75)).

42.  Tuleks teha morfomeetriline (kvantitatiivne) hindamine, kuna need andmed vdivad aidata tuvastada kokkupuutega
seotud mdju ja on véidrtuslikud kemikaaliga kokkupuutest tingitud ajumassi v3i aju morfoloogia erinevuste tdlgen-
damisel (76, 77). Narvikoest tuleks votta proovid ja valmistada need ette morfomeetriliseks hindamiseks. Morfo-
meetriline hindamine vdib hdlmata niteks aju teatavate piirkondade joonmddtmete voi pindala madramist (78).
Joonmddtmete voi pindala madramiseks on vaja kasutada homoloogseid 16ikeid, mis on hoolikalt valitud usaldus-
vadrsete mikroskoopiliste punktide jargi (6). Et tuvastada kemikaaliga kokkupuute maju sellistele niitajatele nagu
teatava neuroanatoomilise piirkonna maht voi rakkude arv, voib kasutada stereoloogiat (79, 80, 81, 82, 83, 84).

43.  Ajus tuleks otsida tdendeid neuropatoloogiliste muutuste kohta, mis on seotud dooside manustamisega, ja
piisavad ndidised tuleks votta kdikidest peamistest aju piirkondadest (nt haistmissibulad, ajukoor, hipokamp,
basaalganglionid, talamus, hiipotalamus, keskaju (tectum, tegmentum ja ajuvarred), ajusild, piklikaju, viikeaju), et
labivaatamine oleks pdhjalik. On oluline, et kdigilt loomadelt voetaks 1diked samas tasapinnas. Katse 1dpetamisel
humaanselt surmatud tdiskasvanud loomadelt tuleks votta seljaaju ja perifeerse nirvisiisteemi representatiivsed
16iked. Uuritavad alad peaksid hdlmama silma koos nigemisnirvi ja vorkkestaga, seljaaju kaela- ja nimmetiive
kohal, selgmisi ja kdhtmisi ndrvijuuri, proksimaalset istmikundrvi, proksimaalset sddrendrvi (pdlve juures) ja sddre-
ndrvi sddremarjalihase harusid. Seljaajust ja perifeersest narvist tuleks teha nii rist- kui ka pikildiked.

44.  Neuropatoloogilisel hindamisel tuleks otsida nirvisiisteemi arenguhdirete tunnuseid (6, 85, 86, 87, 88, 89), lisaks
rakulistele muutustele (nt nirvirakkude vakuolisatsioon, degeneratsioon, nekroos) ja koemuutustele (nt glioos,
leukotsiiiitide infiltratsioon, tsiistide moodustumine). Sellega seoses on oluline, et dooside manustamisega seotud
muutusi tuleb eristada tavalistest arenguga seotud muutustest, mis peaksid toimuma looma surmamise ajaks (90).
Arengu hiirumisele viitavad muu hulgas niiteks jargmised leiud:

— haistmissibulate, aju voi vdikeaju tildsuuruse v&i kuju muutused;

— aju eri piirkondade suhtelise suuruse muutused, sealhulgas sellised aju piirkondade suuruse muutused, mis on
tingitud tavaliselt ajutiste rakupopulatsioonide v&i aksonite viljakasvude kaotsiminekust voi piisimajadmisest
(nt viikeaju viline germinaalkiht, mdhnkeha);

— muutused rakkude paljunemises, migreerumises ja diferentseerimises, millele osutab tilemédrane apoptoos voi
nekroos, vidrasetsusega, valesuunaliste v8i vdaralt moodustunud nirvirakkude kogumid voi hajutatud populat-
sioonid v&i muutused ajukoorestruktuuride kihtide suhtelises suuruses;
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— muutused miieliniseerumises, sealhulgas miieliiniga kaetud struktuuride muutunud tildsuurus vo6i varvumine;
— vesipea tunnused, eelkdige vatsakeste suurenemine, ajuveejuha ahenemine ja ajupoolkerade Shenemine.

Neuropatoloogiliste muutuste doosi ja toime vahelise sdltuvuse analiiiisimine

45.  Kvalitatiivse ja kvantitatiivse neuropatoloogilise analiiiisi puhul soovitatakse toimida jirgmiselt. Esiteks vorreldakse
suure doosi rithma loomade 16ikeid kontrollrithma loomade 15igetega. Kui suure doosi rithma loomadel neuropa-
toloogilisi muutusi ei leita, ei ole tdiendav analiiiis vajalik. Kui suure doosi rithmade loomadel leitakse neuropato-
loogilisi muutusi, uuritakse keskmise ja madala doosi rithmade loomi. Kui katse suure doosi rithmaga lopetatakse
loomade surma v&i muu segava miirgistuse tdttu, tuleks suure ja keskmise doosi rithma loomadel uurida neuropa-
toloogilisi muutusi. Kui viiksema doosi rithma loomadel esineb tunnuseid, mis viitavad kemikaali neurotoksilisu-
sele, tuleks neuropatoloogiline analiiiis teha osutatud rithmade loomadega. Kui kvalitatiivse voi kvantitatiivse vaat-
lusega leitakse dooside manustamisega seotud neuropatoloogilisi muutusi, tuleks mairata kaikide kahjustuste voi
morfomeetriliste muutuste esinemise, sageduse ja raskusastme s6ltuvus doosist, kasutades kdikide doosirithmade
loomade vaatluse andmeid. Hindamine peaks hdlmama koiki ajupiirkondi, milles on leitud neuropatoloogilisi
muutusi. Iga kahjustuste tiiiibi puhul tuleks kirjeldada niitajaid, mille alusel maiirati raskusaste, sealhulgas
omadused, mida kasutati raskusastmete eristamiseks. Iga tiitipi kahjustuste ja nende raskusastmete esinemissagedus
tuleks registreerida ja teha statistiline analiiiis, et hinnata doosi ja toime vahelise sdltuvuse laadi. Soovitatakse
kasutada koodmirgisega varustatud mikroskoobipreparaate (91).

KATSEANDMED JA PROTOKOLLI KOOSTAMINE

Andmed

46. Andmed tuleks esitada iga looma kohta ja samuti kokkuvétliku tabelina, milles iga katserithma kohta niidatakse
muutuste tiiiibid ning iga tiiibi puhul emasloomade, jarglaste (eraldi kummastki soost) ja pesakondade arv, kellel
see esines. Kui jarglased viiakse pdrast siindi otse kokkupuutesse kemikaaliga, tuleb teatada kokkupuuteviis, kestus
ja kokkupuute ajavahemik.

Tulemuste hindamine ja télgendamine

47.  Arenguhdireid pohjustava neurotoksilisuse uuring annab teavet selle kohta, millist mdju avaldab korduv
stinnieelne ja varane siinnijargne kokkupuude kemikaaliga. Kuna rohk on pandud nii tildise miirgisuse kui ka aren-
guhdireid pohjustava neurotoksilisuse niitajate madramisele, voimaldavad katsetulemused teha vahet jdrglaste
arengu hdireid pohjustaval neurotoksilisusel, kui tildist miirgistust emaloomal veel ei tdheldata, ja sellisel arengu-
hdireid pohjustaval neurotoksilisusel, mis avaldub ainult kontsentratsioonil, mis on miirgine ka emaloomale. Kuna
seosed katse kavandamise, andmete statistilise analiitisi ja bioloogilise olulisuse vahel on keerulised, kasutatakse
arenguhdireid pohjustava neurotoksilisuse uuringu andmete Gigeks tolgendamiseks eksperdihinnanguid
(107, 109). Katsetulemuste tdlgendamisel kasutatakse tdendite kaalukusel pShinevat lihenemisviisi (20, 92, 93,
94). Arutada tuleks kditumuslike ja morfoloogiliste leidude tiiipe ning doosi ja toime vahelist sdltuvust. Sellise
iseloomustuse koostamisel tuleks kasutada koiki andmeid arenguhdireid pohjustava neurotoksilisuse kohta, seal-
hulgas inimeste epidemioloogilisi uuringuid voi juhtumiaruandeid ja katseloomade uuringuid (nt toksiko-kineeti-
lised andmed, struktuuri-aktiivsuse sdltuvused, muude toksikoloogiauuringute andmed). See hlmab seost uuritava
kemikaali doosi ja neurotoksilise mdju olemasolu v8i puudumise, esinemissageduse ja raskusastme vahel kummagi
soo puhul (20, 95).

48.  Andmete hindamisel tuleks arutada nii bioloogilist kui ka statistilist tdhtsust. Statistilist analiiiisi tuleks vaadelda
kui vahendit, mis suunab andmete tolgendamist, kuid ei médra seda. Statistilise olulisuse puudumine ei tohiks olla
ainus pdhjendus jireldamiseks, et kokkupuude kemikaaliga ei avalda moju, ja statistiline olulisus ei saa olla ainus
pohjendus, millest jareldatakse, et kemikaal avaldab m&ju. Et hoiduda vdimaliku valenegatiivse jirelduse tegemisest
ja kuna ,mdju puudumise” tdendamine on juba pdhimdtteliselt raske, tuleks arutada koiki olemasolevaid andmeid
mdju olemasolu kohta ja varasema kontrolli andmeid, eriti kui katse nditas, et dooside manustamine mdju ei
avalda (102, 106). Valepositiivse jdrelduse tdendosust tuleks arutada koikide andmete statistilise hindamise
pohjal (96). Hindamisel tuleks vaadelda neuropatoloogiliste ja kditumuslike muutuste vahelist seost, kui tdheldati
mingeid muutusi.
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49.  Koigi andmete analiiiisimisel tuleb kasutada statistilisi mudeleid, milles arvestatakse katse korraldust (108). Para-
meetrilise vOi mitteparameetrilise analiiiisi valimine peaks olema pd&hjendatud, vottes arvesse selliseid tegureid
nagu andmete laad (otsesed voi teisendatud andmed) ja nende jaotust, samuti valitud statistilise analiiiisi meetodi
suhtelist stabiilsust. Lihtudes uuringu eesmirgist ja katse kavast, tuleks statistilise analiiiisi meetod valida nii, et
viia miinimumini I tidipi (valepositiivse) vea ja II tiiiipi (valenegatiivse) vea vdimalikkus (96, 97, 104, 105). Kui
arengu-uuringus kasutatakse loomaliiki, kelle pesakonnas on mitu poega, kellega tehakse katseid, tuleks statistilises
mudelis vaadelda pesakonda, et viltida I tiiiipi vea vdimaluse olulist suurenemist (98, 99, 100, 101). Statistiline
modtmisithik peaks sel juhul olema pesakond ja mitte poeg. Katsed peaksid olema kavandatud nii, et tihe pesa-
konna litkmeid ei kisitataks sdltumatute vaatlusaluste loomadena. Kui ithe ja sama vaatlusobjekti pdhjal méara-
takse mitut nditajat, tuleks nende nditajate analiiiisiks kasutada statistilisi mudeleid, milles vetakse arvesse, et
modtmised ei ole sdltumatud.

Katseprotokoll

50.  Katseprotokollis esitatakse jirgmine teave.

Uuritav kemikaal:

— fudsiline olek ja vajaduse korral fuiisikalis-keemilised omadused;
— identifitseerimisandmed, sh péritolu;

— preparaadi puhtus ja teadaolevad voi eeldatavad lisandid.

Kandeaine (vajaduse korral):

— kandeaine valiku pohjendamine, kui kandeaineks ei ole vesi voi fusioloogiline soolalahus.

Katseloomad:

— kasutatud loomaliik ja liin, ning pdhjendus, kui see on muu kui rott;
— katseloomade tarnija;

— loomade arv, vanus katse alguses ja sugu;

— pdritolu, pidamistingimused, s66t, vesi jne;

— iga looma mass katse alguses.

Katsetingimused:

— doositaseme valimise pdhjendus;
— dooside manustamise tee ja ajavahemiku pShjendus;
— manustatavate dooside iiksikasjad, sh kandeaine, mahu ja manustatava aine fiiiisilise vormi iiksikasjad;

— iiksikasjad uuritava kemikaali koostise[soodavalmistise kohta, valmistises saavutatud kontsentratsiooni, stabiil-
suse ja homogeensuse kohta;

— meetod, mida kasutati emaloomade ja jirglaste kordumatuks margistamiseks;

— iksikasjalik randomiseerimismeetodi(te) kirjeldus: kuidas juhuslikkuse alusel jaotati emaloomad doosirithma-
desse, valiti vilja jarglased surmamiseks ja madrati jarglased katserithmadesse;

— uuritava kemikaali manustamise iiksikasjad;

— vajaduse korral s60das/joogivees voi sisschingatavas dhus oleva uuritava kemikaali kontsentratsiooni (ppm)
teisendus tegelikuks pdevadoosiks (mg kehamassi kg kohta);

— keskkonnatingimused;
— iiksikasjad sooda ja vee kvaliteedi kohta (nt kraanivesi, destilleeritud vesi);

— uuringu alustamise ja [dpetamise kuupidevad.
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Vaatlused ja katsemeetodid:

— iiksikasjalik meetodi kirjeldus: kuidas standarditi leiud jm protseduurid, samuti mérgatud leidudele hindepunk-
tide andmise to6juhendid;

— koikide katses kasutatud meetodite loetelu ja nende kasutamise pdhjendused;

— koikide kasutatud kiitumuslike, funktsionaalsete, patoloogia-, neurokeemia véi elektrofiisioloogiameetodite
iiksikasjad, sealhulgas teave automaatseadmete kohta;

— seadmete kaliibrimise meetodid, seadmete samavairsuse tagamine ja doosirithmade tasakaalustatud jaotamine
katsete tegemisel;

— lithike selgitus kdigi otsuste kohta, milles kasutati eksperdihinnanguid.

Tulemused (individuaalsed tulemused ja nende kokkuvote, sealhulgas véimaluse korral keskvddrtus ja dispersioon):

— loomade arv uuringu alguses ja uuringu ldpus;

— iga katsemeetodi puhul kasutatud loomade ja pesakondade arv;

— iga looma identifitseerimisnumber ja pesakond, millest loom on parit;

— pesakonna suurus ja stinnijargne keskmine mass sugude kaupa;

— kehamassi ja selle muutuse andmed, sealhulgas emaloomade ja jarglaste 16plik kehamass;

— so0da tarbimise ja vajaduse korral vee tarbimise andmed (nt kui uuritavat ainet manustatakse vee kauduy);

— toksilist reaktsiooni kisitlevad andmed sugude ja doosiméirade kaupa, sh surma aeg ja pdhjus, kui see on asja-
kohane;

— toksilisuse laad, raskusaste, kestus, avaldumise péev, kellaaeg, ja edasiste iiksikasjalike kliiniliste vaatluste kaik;

— arengu iga olulise niitaja (kehamass, sugukiipsuse saabumine ja kiitumise ontogenees) hindepunktide arv igal
vaatlusel;

— koikide kaitumisega seotud, funktsionaalsete, neuropatoloogiliste, neurokeemiliste, elektrofiisioloogiliste
leidude iiksikasjalik kirjeldus sugude kaupa, sealhulgas nii suurenemised kui ka vihenemised, vdrreldes kont-
rollrithmadega;

— lahkamise tulemused;

— aju mass;

— neuroloogiliste tunnuste pdhjal pandud diagnoosid ja oletatud kahjustused, sealhulgas looduslikult esinevad
haigused vdi haigusseisundid;

— tiiipiliste muutuste fotod;
— madala lahutusvdimega kujutised, et oleks véimalik hinnata morfomeetriaks kasutatud 16igete homoloogsust;

— andmed absorptsiooni ja metabolismi kohta, sh tiiendavad andmed eraldi toksiko-kineetilisest uuringust, kui
need on olemas;

— tulemuste statistiline analiiiis koos andmete analiiiisiks kasutatud statistiliste mudelitega ja tulemused, sdltu-
mata sellest, kas need olid olulised voi mitte;

— uuringust osavotnute loetelu koos viljadppe niitamisega.

Tulemuste arutelu:

— teave doosi ja selle moju kohta, sugude ja rithmade kaupa;

— muude toksiliste m&jude (sugude ja rithmade kaupa) seos uuritud kemikaali voimaliku neurotoksilisuse kohta
tehtud jareldusega;
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— toksiko-kineetilise teabe moju jireldustele;

— mdju vordlus muude tuntud neurotoksiliste ainete mdjuga ja mdju sarnasus;

— andmed, mis kinnitavad katsemeetodi usaldusvéddrsust ja tundlikkust (st positiivsed ja varasemad kontrolli
andmed);

— seosed neuropatoloogilise ja funktsionaalse m&ju vahel, kui on seoseid;

— NOAEL v6i vordlusdoos emaloomade ja jarglaste puhul, sugude ja rithmade kaupa.

Jareldused:

— tulemustega saadud andmete ildise tdlgendamise arutelu, sealhulgas jareldus, kas uuritav kemikaal on arengu-
hdireid pdhjustav neurotoksiline aine, ja tiheldatav kahjuliku toimeta doos.
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Joonis 1

Uldine katseskeem funktsionaalsete ja kiitumuslike katsete tegemiseks, neuropatoloogia hindamiseks ja
ajumassi midramiseks. Diagramm pdhineb punktides 13-15 esitatud kirjeldusel (PND — pidev pirast siindi).
Katsete jaoks loomade miiramise niited on esitatud 1. liites

Ligikaudu 20 pesakonda doosirithm

Jirglased: ligikaudu 80/sugu/doosirithm:

Valitakse hiljemalt paeval PND 4 v38rutuseelseteks ja -jargseteks
uuringuteks:

kliinilised vaatlused ja kehamass (kdik loomad)
tiksikasjalik kliiniline vaatlus (20/sugu/doosirithm)
indiviidi kditumise areng (20/sugu/doosirithm)
motoorne aktiivsus (20/sugu/doosirithm)
sugukiipsuse saabumine (20/sugu/doosirithm)
motoorne ja sensoorne funktsioon (20/sugu/doosirithm)
dppimine ja mélu (10-20/sugu/doosirithm)

A

Neuropatoloogia: Neuropatoloogia: Neuropatoloogia ei ole
PND 11-22 PND 70 (uuringu noutayv.

- 15petamisel .
10/sugu/doosirithm: 1opetamisel) 40-50/sugu/doosiriihm:
Aju fikseerimine immersiooni 10/sugu/doosiriihm:
voi perfusiooniga aju fikseerimine perfusiooniga
neuropatoloogiliseks neuropatoloogiliseks
hindamiseks. Aju mass hindamiseks.

(fksceritud) 10/sugu/doosiriihm: .
T : : ) Valikv8imalus: tdiendavad
Valikvdimalus: tdiendavad ajumass (fikseerimata)
katsed
katsed
10/sugu/doosiriihm:

ajumass (fikseerimata)
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1. liide

1. Allpool esitatud tabelis on kirjeldatud nditeid, kuidas vdib mairata loomi katsete tegemiseks. Naidete eesmirk on
selgitada, et katseloomi voib katseteks mairata mitmel viisil, olenevalt katse korralduse pohimdttest.

1. nidide

2. Voodrutuseelseteks kditumise ontogeneesi katseteks kasutatakse iiks komplekt poegi, mille koosseis on 20 looma
kummagi soo ja iga doosimdira kohta (edaspidi ,looma/sugu/doosimdar”) (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakon-
nast). Nendest loomadest surmatakse 10 looma/sugu/doosimdir (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast)
humaanselt pdeval PND 22. Aju eemaldatakse, kaalutakse ja toodeldakse histopatoloogilise hindamise jaoks. Lisaks
kogutakse ajumassi andmed, kasutades iilejadnud 10 isas- ja 10 emaslooma fikseerimata aju.

3. Voorutusjirgsete funktsionaalsete ja kditumuslike katsete (iksikasjalikud kliinilised vaatlused, motoorne aktiivsus,
helisignaaliga harjumise ja kognitiivse funktsiooni katsed noorukieas) ning sugukiipsuse saabumise vanuse hinda-
miseks kasutatakse dra veel iiks komplekt poegi 20 looma/sugu/doosiméir (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesa-
konnast). Nendest loomadest 10 looma/sugu/doosiméir (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast) anesteseeri-
takse ja fikseeritakse perfusiooniga katse 16petamisel (ligikaudu pdeval PND 70). Pdrast tdiendavat fikseerimist in
situ aju eemaldatakse ja to6deldakse neuropatoloogilise hindamise jaoks.

4. Kognitiivsete funktsioonide testimiseks noorte tiiskasvanute puhul (st PND 60-70) kasutatakse dra kolmas
komplekt, mille koosseis on 20 looma/sugu/doosimddr (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast). Nendest
loomadest 10 looma/sugu/doosimair (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast) surmatakse uuringu 18pus, aju
eemaldatakse ja kaalutakse.

5. Ulejddnud 20 looma/sugu/doosimiir hoitakse varuks vdimalike lisakatsete jaoks.
Tabel 1
Poeg nr (%) ~
Katseks madratud poegade arv Vaatlus voi katse
M N
1 5 20M+ 20N Kaitumise ontogenees
10M+ 10N PND 22 aju mass/neuropatoloogia/morfomeetria
10M+ 10N PND 22 aju mass
2 6 20M+ 20N Uksikasjalikud kliinilised vaatlused
20M+ 20N Motoorne aktiivsus
20M+ 20N Sugukiipsuse saabumine
20M+ 20N Motoorne ja sensoorne funktsioon
20M+20N Oppimine ja milu (PND 25)
10M+ 10N Noore tdiskasvanu aju mass/neuropatoloogia/morfomeetria
~PND 70
3 7 20M+ 20N Oppimine ja milu (noor taiskasvanu)
10M+ 10N Noore tiiskasvanu aju mass ~ PND 70
4 8 — Reservloomad asendamiseks voi lisakatseteks

(%) Kdéesolevas naites vahendatakse pesakond 4 isas- ja 4 emasloomani; isased jirglased saavad numbrid 1 kuni 4, emased —
5 kuni 8.
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2. ndide

6.  Voorutuseelseteks kiitumise ontogeneesi katseteks kasutatakse iks komplekt poegi, kelle koosseis on
20 loomafsugu/doosimddr (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast). Nendest loomadest surmatakse
10 looma/sugu/doosimdir (1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast) humaanselt pdeval PND 11. Aju eemalda-
takse, kaalutakse ja toodeldakse histopatoloogilise hindamise jaoks.

7. Teine komplekt loomi, kelle koosseis on 20 looma/sugu/doosimair (st 1 isas- jal emasloom igast pesakonnast)
kasutatakse vOorutusjirgseteks vaatlusteks (iiksikasjalikud kliinilised vaatlused, motoorne aktiivsus, sugukiipsuse
saabumise vanuse ning motoorse ja sensoorse funktsiooni hindamine). Nendest loomadest 10 looma/sugu/doosi-
madr (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast) anesteseeritakse ja fikseeritakse perfusiooniga katse 1dpetamisel
(ligikaudu péeval PND 70). Pdrast tdiendavat fikseerimist in situ aju eemaldatakse, kaalutakse ja toodeldakse neuro-
patoloogilise hindamise jaoks.

8. Noorukite ja noorte tdiskasvanute kognitiivsete funktsioonide katsetamiseks kasutatakse 10 looma/sugu/doosimédr
(st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast). Kognitiivsete funktsioonide katseteks pdeval PND 23 ja noore tdiskas-
vanu vanuses kasutatakse erinevaid loomi. Uuringu 16petamisel surmatakse 10 looma/sugu/doosimair, kellega olid
tehtud tdiskasvanuea katseid, aju eemaldatakse ja kaalutakse.

9.  Ulejddnud 20 looma/sugu/doosimédr, keda ei valitud vilja katseteks, surmatakse ja kdrvaldatakse vodrutamisel.
Tabel 2
Poeg nr (%) ..
Katseks madratud poegade arv Vaatlus voi katse
M N
1 5 20M+ 20N Kaitumise ontogenees
1I0M+ 10N PND 11 aju mass/neuropatoloogia/morfomeetria
2 6 20M+ 20N Uksikasjalikud kliinilised vaatlused
20M+ 20N Motoorne aktiivsus
20M+ 20N Sugukiipsuse saabumine
20M + 20N Motoorne ja sensoorne funktsioon
10M+ 10N Noore tiiskasvanu aju mass/neuropatoloogia/morfomeetria
~PND 70
3 7 10M+ 10N () Oppimine ja milu (PND 23)
3 7 10M+ 10N () Oppimine ja milu (noor tiskasvanu)
Noore tdiskasvanu aju mass
4 8 - Pieval PND 21 surmatud ja kdrvaldatud loomad.

(%) Kéesolevas niites vihendatakse pesakond 4 isas- ja 4 emasloomani; isased jirglased saavad numbrid 1 kuni 4, emased —
5 kuni 8.

(?) Kognitiivseteks katseteks paeval PND 23 ja noore tdiskasvanu eas kasutatakse erinevaid jarglasi (nt paarisarvulised ja paari-
tuarvulised pesakonnad kokku 20 pesakonnast).

3. nidide

10. Pdeval PND 11 kasutatakse aju massi ja neuropatoloogia hindamiseks iiks komplekt poegi, kelle koosseis on
20 looma/sugu/doosimddr (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast). Nendest loomadest surmatakse
10 looma/sugu/doosimair (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast) humaanselt pdeval PND 11, nende aju
eemaldatakse, kaalutakse ja toodeldakse histopatoloogiliseks hindamiseks. Lisaks kogutakse ajumassi andmed,
kasutades {iilejadnud 10 isas- ja 10 emaslooma iga doosiméira kohta.
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11.

12.

13.

Kiitumise ontogeneesi (motoorne aktiivsus) vaatlusteks ja vodrutusjargseteks vaatlusteks (motoorne aktiivsus ja
sugukiipsuse saabumise vanuse hindamine) ning noorukite kognitiivsete funktsioonide katseteks kasutatakse dra
veel itks komplekt poegi 20 looma/sugu/doosiméir (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast).

Motoorse ja sensoorse funktsiooni katseteks (helisignaaliga harjumine) ja tiksikasjalikeks kliinilisteks vaatlusteks
kasutatakse dra veel itks komplekt poegi 20 looma/sugu/doosimadir (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast).
Nendest loomadest 10 looma/sugu/doosimidr (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast) anesteseeritakse ja
fikseeritakse perfusiooniga katse lopetamisel (ligikaudu pédeval PND 70). Parast tdiendavat fikseerimist in situ aju
eemaldatakse, kaalutakse ja toodeldakse neuropatoloogilise hindamise jaoks.

Noore tdiskasvanukognitiivsete ~funktsioonide katseteks kasutatakse dra veel iiks komplekt poegi
20 looma/sugu/doosimair (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast). Nendest loomadest 10 looma/sugu/doosi-
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madr (st 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast) surmatakse uuringu 1dpus, aju eemaldatakse ja kaalutakse.

Tabel 3
Poeg nr () Katseks madratud poegade arv Vaatlus voi katse
M N
1 10M+ 10N PND 11 aju mass/neuropatoloogia/morfomeetria
10M+ 10N PND 11 aju mass
2 20M + 20N Kiitumise ontogenees (motoorne aktiivsus)
20M+ 20N Motoorne aktiivsus
20M+ 20N Sugukiipsuse saabumine
20M+ 20N Oppimine ja milu (PND 27)
3 20M+ 20N Helisignaal (noorukid ja noored tdiskasvanud)
20M+ 20N Uksikasjalikud kliinilised vaatlused
10M+ 10N Noore tiiskasvanu aju mass/neuropatoloogia/morfomeetria
~PND 70
4 20M + 20N Oppimine ja milu (noor tiiskasvanu)
10M+ 10N Noore tdiskasvanu aju mass

(") Kdiesolevas ndites vdhendatakse pesakond 4 isas- ja 4 emasloomani; isased jirglased saavad numbrid 1 kuni 4, emased —

5 kuni 8.
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2. liide

Maisted
Kemikaal — aine voi segu

Uuritav kemikaal - iga aine vdi segu, mida uuritakse kiesoleva katsemeetodi abil.
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B.54. UTEROTROOFNE BIOKATSE NARILISTE_I:: KIIRE SOELKATSE OSTROGEENSETE OMADUSTE
VALJASELGITAMISEKS

SISSEJUHATUS

1. Kiesolev katsemeetod on samaviirne OECD katsejuhendiga nr 440 (2007). OECD algatas 1998. aastal priori-
teetse tegevussuunana olemasolevate katsejuhendite labivaatamise ja uute viljatootamise, et sdeluuringutega selgi-
tada vilja vdimalikud sisesekretsioonisiisteemi kahjustajad ja katsetada neid (1). Uks tegevussuund oli tédtada vilja
ndriliste uterotroofse biokatse juhend. Niriliste uterotroofne biokatse libis seejirel ulatusliku valideerimispro-
grammi; sealhulgas koostati iiksikasjalik taustadokument (2, 3) ning tehti ulatuslikud laborisisesed ja laboritevahe-
lised uuringud, et niidata biokatse asjakohasust ja reprodutseeritavust tugeva vordlusostrogeeni, ndrkade dstrogee-
niretseptori agonistide, tugeva Ostrogeeniretseptori antagonisti ja mdju mitteomava vordluskemikaali puhul (4, 5,
6, 7, 8, 9). Kdesoleva katsemeetodi B.54 aluseks on kogemused, mis saadi valideerimiskatsete programmiga, ja
programmi kdigus ostrogeeniagonistidega saadud tulemused.

2. Uterotroofne biokatse on kiire sdelkatse, mis tootati vilja 1930. aastatel (27, 28) ja mida esmakordselt standarditi
soelkatsena kasutamiseks 1962. aastal (32, 35). See pdhineb emaka massi suurenemisel voi nn uterotroofsel reakt-
sioonil (vt tilevaade 29). Sellega hinnatakse kemikaali voimet kutsuda esile bioloogilist m&ju, mis sarnaneb loodus-
like Ostrogeenide (nt 17£-6stradiooli) agonistide voi antagonistide mdjuga, kuid meetodit kasutatakse hoopis sage-
damini agonistide kui antagonistide leidmiseks. Emakas reageerib ostrogeenidele kahel viisil. Esmane reaktsioon
on massi suurenemine, mida pdhjustab vee imamine. Sellele jirgneb massi suurenemine kudede kasvu tule-
musel (30). Hiire- ja rotiemaka reageerimine on kvalitatiivselt vdrreldav.

3. Biokatset saab kasutada in vivo sdeluuringuks ja selle kasutamist tuleks vaadelda ,Sisesekretsioonisiisteemi kahjus-
tavate kemikaalide kontrollimise ja hindamise OECD kontseptuaalse raamistiku” osana (2. liide). Selles kontsep-
tuaalses raamistikus on uterotroofne biokatse 3. tasemel kui in vivo katse, mis annab andmeid iitheainsa sisesekret-
sioonimehhanismi, nimelt dstrogeensuse kohta.

4. Uterotroofne biokatse on kavandatud osana in vitro ja in vivo katsetest, millega tehakse kindlaks endokriinsiisteemi
mojutada vdivaid kemikaale, et hinnata ohtusid inimese tervisele ja keskkonnale. OECD valideerimisprogrammis
kasutati nii tugevaid kui ka ndrku 6strogeeni antagoniste, et hinnata katse kasutamist ostrogeensete kemikaalide
viljaselgitamiseks (4, 5, 6, 7, 8). Sellega tdendati meetodi tundlikkust dstrogeeniagonistide suhtes ja lisaks ka head
laborisisest ja laboritevahelist korratavust.

5. Mis puutub mdjuta (n-0 negatiivsetesse) kemikaalidesse, siis valideerimisprogrammis kasutati vaid titht mdjuta
vordluskemikaali, mille kohta oli juba varem uterotroofse analiiiisi ja ka in vitro retseptorisidumise ja retseptori
katsetega tehtud kindlaks mdju puudumine, kuid on hinnatud veel OECD valideerimisprogrammist sdltumatuid
tdiendavaid andmeid, mis samuti toetavad uterotroofse biokatse selektiivsust Ostrogeeniagonistide kindlakstege-
misel (16).

LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD

6.  Ostrogeeni agonistid ja antagonistid toimivad dstrogeeniretseptorite a ja B ligandidena ning vivad vastavalt akti-
veerida voi pidurdada retseptorite poolt kontrollitavat transkriptsiooni. See vdib pohjustada tervisekahjustusi, seal-
hulgas reproduktiivfunktsiooni ja arengu héireid. Seepdrast on vaja kiiresti hinnata kemikaale kui voimalikke
ostrogeeni agoniste vOi antagoniste. Kuigi ligandi afiinsus dstrogeeniretseptori suhtes voi reportergeeni transkript-
siooni aktiveerimine in vitro annab kiill olulist teavet, on see siiski vaid iiks ohtu pdhjustavatest vdimalikest teguri-
test. Muud tegurid vdivad hdlmata metabolismi kaudu aktiveerimist voi inaktiveerimist parast kehasse sisenemist,
jaotumist sihtkudedes ja viljutamist kehast, mis vdhemalt osaliselt s6ltub ka manustamisteest ja uuritavast kemi-
kaalist. Seepérast on vaja kontrollida kemikaali vdimalikku toimet in vivo asjakohastes tingimustes, kui kemikaali
neeldumise, jaotumise, metabolismi ja viljutamisega seotud omadused juba ise ei paku vajalikku teavet. Emaka
koed reageerivad ostrogeenidega stimuleerimisele kiire kasvuga, eriti laboris peetavate nriliste puhul, kus 6straalt-
siikkel kestab umbes 4 pdeva. Narilisi, eriti rotte, kasutatakse laialdaselt ka miirgisuse uuringutes ohu iseloomusta-
miseks. Seepdrast on ndrilise emakas sobiv sihtorgan, millega saab teha in vivo sdeluuringuid dstrogeeni agonistide
ja antagonistide viljaselgitamiseks.

7. Kiesolev katsemeetod pdhineb OECD valideerimisuuringus kasutatud katse-eeskirjadel, mis osutusid usaldusvair-
seks ja korratavaks nii laborisisestes kui ka laboritevahelistes uuringutes (5, 7). Praegu on kittesaadavad kaks
meetodit, nimelt eemaldatud munasarjadega tdiskasvanud emaslooma meetod (OVX-adult method) ja eemaldamata
munasarjadega ebakiipse emase meetod (immature method). OECD valideerimiskatsete programmiga niidati, et
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nende meetodite tundlikkus ja reprodutseeritavus on vorreldavad. Meetod, milles kasutatakse ebakiipset emas-
looma, kelle hiipotalamuse-ajuripatsi-sugunddrmete (HAS) telg on kahjustamata, on siiski monevdrra vihem spet-
siifiline, kuid selle meetodiga saab uurida laiemat mojude spektrit kui eemaldatud munasarjadega emaslooma
meetodiga, kuna see nditab ka kemikaalide mdju HAS-teljele, mitte iiksnes Ostrogeeniretseptorile. Roti HAS-telg
hakkab toimima umbes 15. elupdevast. Enne nimetatud tihtaega ei saa gonadoliberiiniga (GnRH) puberteeti
kiirendada. Kui emasloomad hakkavad joudma puberteediikka, siis enne tupe avanemist on neil mitu n-6 vaikset
tsiiklit, millega ei kaasne tupe avanemist voi ovulatsiooni, kuid kaasnevad teatavad hormoonitaseme kdikumised.
Kui kemikaal otse voi kaudselt stimuleerib HAS-telge, on tulemuseks enneaegne puberteet, varane ovulatsioon ja
tupe varasem avanemine. Seda vdivad pdhjustada mitte ainult HAS-teljele toimivad kemikaalid, vaid ka mé&ned
tavalisest suurema metaboliseeritava energia sisaldusega dieedid, mis stimuleerivad kasvu ja kiirendavad tupe
avanemist, kuigi ei ole ostrogeensed. Sellised kemikaalid ei tekita uterotroofset reaktsiooni tiiskasvanud OVX-
loomal, kuna tema HAS-telg ei toota.

8.  Loomade heaolu huvides tuleks eelistada ebakiipsete rottide meetodit, millega vilditakse loomade kirurgilist
eeltootlemist ja ka selliste loomade voimalikku kasutamata jitmist, kellel esineb 6struse alguse mirke
(vt punkt 30).

9. Uterotroofne reaktsioon ei ole tdielikult tingitud strogeenidest, st seda vdivad esile kutsuda ka kemikaalid, mis ei
ole 6strogeenide agonistid voi antagonistid. Niiteks suhteliselt suured progesterooni, testosterooni vdi mitmesu-
guste siinteetiliste kollaskehahormoonide doosid véivad kdik pohjustada seda reaktsiooni (30). Igasugust reakt-
siooni tuleb uurida histoloogiliselt tupe keratinisatsiooni ja sarvestumise suhtes (30). Olenemata reaktsiooni
voimalikust phjusest tuleks uterotroofse biokatse positiivse tulemuse puhul algatada tdiendav uuring selguse
saamiseks. Tdiendavaid tdendeid Ostrogeensuse kohta voib saada in vitro katsetega, nagu Ostrogeeniretseptori sidu-
mise katse ja transkriptsiooni aktivatsiooni katse v6i muud in vivo uuringud, niiteks emasloomade puberteedi
katse.

10. Kui votta arvesse, et uterotroofne biokatse on ette nadhtud in vivo sdeluuringuks, on kontrollimisviisi valikul
lahtutud nii loomade heaoluga seotud kaalutlustest kui ka korrastatud astmelise katsetamise strateegiast. Sel
eesmdrgil pititi hoolikalt kontrollida, kuivérd korratavalt ja tundlikult lubab meetod kindlaks teha 6strogeensust,
mis on paljude kemikaalide puhul peamine mure; vahem poorati tdhelepanu katsega antiostrogeensuse tdendamise
kiiljele. Katsetati ainult iihte tugevat antiostrogeeni, kuna selgelt teadaolevate antiostrogeensete kemikaalide (millel
ei ole mingit varjavat ostrogeenset mdju) on véga piiratud. Kiesolevas katsemeetodis kisitletakse seega dstrogeen-
sete omaduste tuvastamist; antagonistliku toime tuvastamist on kisitletud iihes juhenddokumendis (37). Biokatse
korratavus ja tundlikkus puhtalt antidstrogeense toimega kemikaalide puhul mairatletakse tdpsemalt hiljem, kui
katset on tavameetodina monda aega kasutatud ja leitud rohkem sellise toimeviisiga kemikaale.

11.  Meetodi kasutamisel arvestatakse, et kdik katsed loomadega peavad vastama loomakaitse kohalikele normidele;
jargmised loomade hoolduse ja dooside manustamise kirjeldused vastavad miinimumstandarditele, ning kohalikud
igusaktid, nagu Euroopa Parlamendi ja ndukogu 22. septembri 2010. aasta direktiiv 2010/63/EL teaduslikel
eesmarkidel kasutatavate loomade kaitse kohta (38), on nende suhtes ilimuslikud. OECD on esitanud loomade
humaanse kohtlemise tdiendavad juhendid (25).

12.  Nagu elusloomadega tehtavate katsete puhul tavaliselt, on enne katse algust oluline tagada, et andmed on tdepoo-
lest vajalikud. Andmed voivad olla tdeliselt vajalikud niiteks jargmiste kahe olukorra puhul:

— suur oht kokkupuuteks (kontseptuaalne raamistik, 1. tase, vt 2. liide) vdi kaudsed andmed kemikaali 6stro-
geensuse kohta (2. tase), mille tdttu on vaja uurida, kas selline maju voib esineda in vivo;

— toimed, mis niitavad Ostrogeensust 4. vdi 5. tasemel in vivo katsetes ja millest selgub, et méjud on seotud
ostrogeense mehhanismiga, mida ei saa uurida in vitro katses.

13. Kdiesolevas katsemeetodis kasutatud mdisted on mairatletud 1. liites.
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KATSE POHIMOTE

14.  Uterotroofse biokatse tundlikkuse aluseks on loomkatsesiisteem, milles hiipotalamuse-ajuripatsi-munasarjade telg
ei funktsioneeri, mistdttu vereringes on vihe endogeenset Ostrogeeni. See tagab emaka viikse massi mdjutaja
puudumisel (nn nulljoon) ja maksimaalse reageerimise manustatud Ostrogeenidele. Nariliste emasloomadel esineb
sellist ostrogeenitundlikku seisundit kahes olukorras:

i) ebakiipsed emasloomad pirast vodrutamist ja enne puberteeti, ning

ii) noored tdiskasvanud emasloomad pérast munasarjade eemaldamist, kui on antud piisavalt aega emaka taanda-
renguks.

15.  Uuritavat kemikaali manustatakse iga pdev suukaudselt sondiga voi naha alla tehtava siistiga. Uuritava kemikaali
eri doose manustatakse vihemalt kahele katseloomade doosirithmale (vt punkt 33), kasutades kummaski rithmas
oma doositaset ja manustamist kolmel jarjestikusel pieval ebakiipsete emasloomade meetodi puhul ja vihemalt
kolmel jarjestikusel pdeval tdiskasvanud OVX-emasloomade meetodi puhul. Loomad lahatakse 24 tundi parast
viimase doosi manustamist. Ostrogeeni agonistide leidmiseks hinnatakse kemikaali saanud loomade keskmist
emaka massi ja vOrreldakse kandeainet saanud loomade rithma vastava niitajaga, et leida statistiliselt olulist suure-
nemist. Emaka keskmise massi statistiliselt oluline suurenemine osutab, et kdnealuse biokatse vastus on positiivne.

MEETODI KIRJELDUS

Loomaliigi valimine

16. Katseloomadena voib kasutada tavaliselt laboris peetavate ndriliseliinide loomi. Valideerimiseks kasutati niiteks
Wistari ja Sprague-Dawley liini rotte. Ei tohiks kasutada selliste liinide emasloomi, kelle emakas on v&i arvatakse
olevat vahem tundlik. Labor peaks tdendama liini tundlikkust, nagu on kirjeldatud punktides 26 ja 27.

17.  Uterotroofseks biokatseks on juba alates 1930. aastatest tavaliselt kasutatud rotte ja hiiri. OECD valideerimisuu-
ringud tehti ainult rottidega, lihtudes arusaamast, et neid lilke vdib pidada samavéirseks ja seepirast piisab
iilemaailmseks valideerimiseks katsetest ithe liigi loomadega, kuna sellega siistetakse vahendeid ja loomi. Rott
valitakse katseloomaks enamiku reproduktiiv- ja arenguhdireid pShjustava toksilisuse uuringutes. Arvestades seda,
et hiirte kohta on olemas ulatuslik varasema kasutuse andmebaas, ja selleks, et laiendada niriliste uterotroofse
biokatse kasutamist ka hiirtele kui katseliigile, tehti piiratud valideerimisuuring hiljem ka hiirtel (16). Kuna
peamine soov oli hoida kokku vahendeid ja loomi, valiti vordlusmeetod, milles kasutati piiratud arvu uuritavaid
kemikaale ja osalevaid laboreid ning ei kasutatud koodiga tahistatud niidiste katsetamist. Kdnealune uterotroofse
biokatse vordlev valideerimisuuring nditab, et noorte tdiskasvanud OVX-hiirte puhul on rottide ja hiirtega saadud
andmed omavahel kvalitatiivselt ja kvantitatiivselt heas kooskdlas. Kui uterotroofse biokatse tulemus on pikema
uuringu eelkatse, vdimaldab selline kooskdla kasutada molemas uuringus sama liini samast allikast parinevaid
loomi. Vordleva lihenemisviisi juures piirduti OVX-hiirte kasutamisega ja katsed ei andnud to6kindlaid andmeid,
mis oleksid vdimaldanud valideerida meetodi ka ebakiipsete emasloomade mudeli jaoks, seepirast ebakiipsete
hiirte mudelit kdesoleva katsemeetodi raames ei vaadelda.

18.  Seega vdib mdnel juhul rottide asemel kasutada hiiri. Hiirte kasutamist tuleks pdhjendada, ldhtudes toksikoloogi-
listest, farmakokineetilistest ja/voi muudest kriteeriumidest. Hiirte korral voib olla vaja muuta katse-eeskirja.
Niiteks kasutavad hiired oma kehamassi kohta rohkem s66ta ja seepdrast peab sooda fiitoostrogeenisisaldus olema
hiirte puhul madalam kui rottide puhul (9, 20, 22).

Pidamis- ja s66tmistingimused

19.  Kogu katse teostus peaks vastama laboriloomade hooldamise kohalikele normidele. Siin esitatud loomade hool-
duse ja dooside manustamise kirjeldused vastavad miinimumstandarditele, ning kohalikud &igusaktid, nagu
Euroopa Parlamendi ja néukogu 22. septembri 2010. aasta direktiiv 2010/63/EL teaduslikel eesmarkidel kasutata-
vate loomade kaitse kohta (38), on nende suhtes iilimuslikud. Loomade katseruumi temperatuur peaks olema
22 °C (ligikaudne vahemik #3 °C). Suhteline Shuniiskus peaks olema vihemalt 30 % ja eelistatavalt mitte iile
70 %, vilja arvatud ruumi koristamise ajal. Eesmirgiks peaks olema suhtelise Shuniiskuse hoidmine 50-60 %
vahemikus. Valgustus peaks olema kunstlik. O6péevas peaks olema 12 tundi valgust ja 12 tundi pimedust.

20. Laborisodda ja joogivee tarbimine peaks olema ad libitum. Noori tdiskasvanud loomi v6ib hoida puurides eraldi
voi kuni kolmest loomast koosneva rithmana. Ebakiipsete loomade nooruse tdttu soovitatakse neid pidada
puurides sotsiaalsete rithmadena.
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21.  On teada, et fiitodstrogeenide suur sisaldus laborisdodas suurendab niriliste emaka massi sedavord, et see segab
uterotroofse biokatse tegemist (13, 14, 15). Fitoostrogeenide ja metaboliseeritava energia korge tase kasutatavas
soodas voib ebakiipsete loomade korral pohjustada ka varast puberteeti. Laborisdodas on fiitodstrogeene peami-
selt siis, kui soodaks kasutatakse soja- ja lutsernitooteid, ning on niidatud, et fiitodstrogeenide tase vdib sdltuda
standardse laboris66da partiist (23). Kehamass on oluline muutuja, kuna tarbitav s66da kogus on seotud kehamas-
siga. Seetdttu voib tegelik saadav futoostrogeenide doos sama s6dda juures séltuda loomaliigist ja vanusest (9).
Ebakiipsete emasrottide puhul vdib sooda tarbimine kehamassi kohta olla ligikaudu kaks korda suurem kui eemal-
datud munasarjadega noorte tdiskasvanud emasloomade puhul. Noorte tiiskasvanud hiirte puhul voib sooda
tarbimine kehamassi kohta olla ligikaudu neli korda suurem kui eemaldatud munasarjadega noorte tiiskasvanud
emasrottide puhul.

22.  Uterotroofse biokatse tulemused (9, 17, 18, 19) niitavad siiski, et piiratud koguse fiitodstrogeenide olemasolu
soodas on lubatav ja ei vihenda biokatse tundlikkust. Juhinduda tuleks sellest, et s66daga saadav fiitoGstrogeenide
kogus ei iiletaks 350 pg genisteiiniekvivalenti laborisooda grammi kohta ebakiipsete Sprague-Dawley ja Wistari
rottide puhul (6, 9). Selline s66t peaks samuti sobima katse tegemisel noorte tiiskasvanud OVX-rottidega, kuna
nende soodatarbimine kehamassi kohta on vaiksem kui ebakiipsetel loomadel. Kui kasutatakse tdiskasvanud OVX-
hiiri voi futoostrogeenide suhtes tundlikumaid rotte, tuleb s66da fiitodstrogeenisisaldust vastavalt vihendada (20).
Lisaks voivad eri sootade kittesaadava metaboliseeritava energia erinevused pohjustada puberteedi algust eri
vanuses (21, 22).

23.  Enne uuringut tuleb hoolikalt valida s66t, mille fiitoostrogeenide tase ei oleks liiga korge (vt juhendid 6, 9) voi
milles ei oleks liiga palju metaboliseeritavat energiat, mis vdib moonutada tulemusi (15, 17, 19, 22, 36). Laboris
kasutatava katsesiisteemi ige toimimise tagamine, nagu on tipsustatud punktides 26 ja 27, on oluline mdlema
teguri kontrolli alla vdtmiseks. Hea laboritava kohane kaitsemeede on votta uuringu ajal manustatava s6oda igast
partiist representatiivsed proovid, et oleks vdimalik teha fiitodstrogenisisalduse analiiiise (nt kui kontrollrithma
keskmine emaka mass on suurem kui varasemate kontrollrithmade puhul voi kui katsest standardostrogeeni
17a-etiniiiilostradiooliga saadakse ebasobiv tulemus). Uuringu kdigus tuleks teha alikvootide analiiiis voi need
kiilmutada —20 °C juures vdi séilitada nii, et proovid ei laguneks enne analiiiisimist.

24.  Moned allapanumaterjalid voivad sisaldada looduslikult esinevaid Ostrogeenseid voi antidstrogeenseid kemikaale
(nt on teada, et maisitdlvik mdjutab emasrottide tsiiklit ja niib olevat antidstrogeenne). Valitud allapanumaterjal
peaks sisaldama vdimalikult vihe fiitodstrogeene.

Loomade ettevalmistamine

25.  Katseks valitakse loomad, kel ei esine mingeid haigusnihte ega fuiisilisi kdrvalekaldeid, ja need jagatakse juhuva-
liku alusel kontroll- ja doosirithmadesse. Puurid paigutatakse nii, et puuri paigutusest tingitud mojud oleksid
voimalikult viikesed. Loomadele tuleks anda kordumatu mdrgis. Ebakiipsed loomad peaksid eelistatavalt olema
kuni vodrutamiseni puurides koos oma ema voi kasuemaga. Kohanemisaeg enne uuringu algust peaks olema
umbes 5 pieva noorte tdiskasvanud loomade puhul ja ebakiipsete loomade puhul, kes on tarnitud koos oma ema
voi kasuemaga. Kui ebakiipsed loomad ostetakse ilma emata kohe parast vddrutamist, vib olla vajalik kasutada
lithemat kohanemisaega, kuna dooside manustamine peaks algama kohe parast vodrutamist (vt punkt 29).

KATSE KORRALDUS

Labori pidevuse kontrollimine

26.  Labori padevuse kontrollimiseks saab kasutada kahte meetodit:

— perioodiline kontrollimine, mille aluseks on algse nulljoone positiivse kontrolli katse (vt punkt 27). Vihemalt
iga 6 kuu jirel ja iga kord, kui toimub muutus, mis vdib mdjutada katse usaldusviidrsust (nt uus laboris6oda
koostis, uus lahkamist teostav isik, loomaliini vdi loomade tarnija vahetamine jne) tuleks kontrollida katsesiis-
teemi (loommudeli) tundlikkust, kasutades nulljoone positiivse kontrolli katset, mida on kirjeldatud punktis 27
ja vordlusostrogeeni 17a-etiniiiilostradiooli (CASi nr 57-63-6) (EE) sobivat doosi;

— samaaegsete kontrollkatsete tegemine, milleks nihakse igas katses ette rithm, kellele manustatakse sobiv doos
vordlusostrogeeni.
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Kui siisteemi reaktsioon ei vasta ootustele, tuleb uurida katsetingimusi ja neid vastavalt muuta. On soovitatav, et
kummagi lihenemisviisi puhul kasutatav vordluséstrogeeni doos oleks ligikaudu 70-80 efektiivdoosi.

27.  Nulljoone positiivse kontrolli katse. Enne kui labor teeb kiesoleva katsejuhendi jirgi esimese katse, tuleks tal
tdendada oma piddevust. Selleks uuritakse loommudeli reageerimist vordlusdstrogeeni 17a-etiniiiilostradiooli
(CASi nr 57-63-6) (EE) vihemalt neljale doosile. Emaka massi suurenemist vorreldakse varasemate kontrollitud
andmetega (vt viide 5). Kui kdnealune nulljoone positiivse kontrolli katse ei anna oodatud tulemusi, tuleb katsetin-
gimused iile vaadata ja neid muuta.

Loomade arv ja seisund

28.  Igas doosi- ja kontrollrithmas peaks olema vahemalt 6 looma (nii ebakiipse emaslooma kui ka tdiskasvanud OVX-
emaslooma eeskirja puhul).

Ebakiipsete loomade vanus

29.  Ebakiipsete loomade uterotroofse biokatse tegemisel peab olema tipsustatud loomade siinni kuupdev. Dooside
manustamisega tuleks alustada piisavalt vara, et uuritava kemikaali manustamise 16puks ei oleks puberteediga
seotud endogeensete Ostrogeenide taseme tdus veel alanud. Teisest kiiljest on tdendeid, et viga noored loomad
voivad olla vahem tundlikud. Optimaalse vanuse kindlaksmairamiseks peaks iga labor vdtma arvesse oma varase-
maid tulemusi sugukiipsuse saavutamise kohta.

Uldise suunisena vdib rottidele dooside manustamist alustada kohe parast varast védrutamist, st 18. pieval parast
siindi (siindimise pdev loetakse siinnijargseks paevaks 0). Dooside manustamine rottidele tuleks eelistatult 16petada
21. siinnijargsel pdeval ja igal juhul enne 25. siinnijirgset pieva, kuna pdrast seda pdeva hakkab hiipotalamuse-
ajuripatsi-munasarjade telg toimima ja endogeensete Ostrogeenide tase voib hakata tousma, millele vastavalt
hakkab suurenema keskmine nulljoone emaka mass ja rithma standardhalve (2, 3, 10, 11, 12).

Munasarjade eemaldamise kord

30. Eemaldatud munasarjadega rottide ja hiirte saamiseks (doosi- ja kontrollrithmad) tuleb emasloomal eemaldada
munasarjad vanuses 6-8 nidalat. Roti puhul peab munasarjade eemaldamise ja esimese doosi manustamise vahel
olema vihemalt 14 pideva, et emakas saaks taandareneda miinimumini ehk stabiilse nulljooneni. Hiire puhul peab
munasarjade eemaldamise ja esimese doosi manustamise vahel olema vihemalt 7 pideva. Kuna ostrogeenide
taseme tOstmiseks veres piisab juba viiksest kogusest munasarjakoest (3), tuleks loomi enne kasutamist kontrollida
tupe-tampooniprooviga saadud epiteliaalrakkude vaatlemisega vihemalt viiel jarjestikusel paeval (nt pievad 10-14
pdrast roti emaslooma munasarjade eemaldamist). Kui loomal esineb algava ostruse tunnuseid, ei tohiks teda
katseks kasutada. Lisaks tuleb lahangul uurida munasarjade kunagisi kinnituskohti munasarjakoe leidmiseks. Kui
sellist kude leitakse, et tohiks looma andmeid arvutustes kasutada (3).

31. Munasarjade eemaldamiseks loom tuimestatakse korralikult ja pannakse lamama kohuli. Sisseldige, millega
avatakse kdhuoone dorsolateraalne sein, peaks olema pikkusega umbes 1 cm ja asuma alumise roidekaare ja
niudeluuharja vahelise ala keskel ning méni millimeeter killgmiselt niudelihase vilimisest servast. Munasari tuleks
eemaldada kdhuddnest aseptilisele alale. Munasari tuleks eraldada munajuha ja emakakeha kokkupuutekohalt. Kui
on tehtud kindlaks, et massiivset verejooksu ei ole, tuleks kdhuddne sein sulgeda dmblusega ja nahahaav sulgeda
klambrite voi sobiva dmblusega. Niidiga sidumise kohad on skemaatiliselt ndidatud joonisel 1. Tuleb kasutada
asjakohast operatsioonijirgset tuimestust, vastavalt nériliste ravis kogenud veterinaararsti soovitustele.

Kehamass

32.  Taiskasvanud OVX-emaslooma meetodi kasutamisel ei ole kehamass ja emaka mass omavahel seotud, kuna emaka
massi mojutavad hormoonid, nagu 6strogeenid, kuid mitte kasvutegurid, mis reguleerivad keha suurust. Seevastu
ebakiipse emaslooma kasutamisel on kehamass seotud emaka massiga kiipsemise ajal (34). Uuringu alguses peaks
loomade kehamassi erinevus olema minimaalne ega tohiks ebakiipse emaslooma meetodi kasutamisel iiletada
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+20 % keskmisest kehamassist. See tihendab, et loomade kasvataja peaks standardima pesakonna suuruse, et eri
emasloomade jirglased saaksid umbes iihepalju toitu. Loomad tuleks jaotada (kontroll- ja doosi)rithmadesse keha-
massi varieeruvuse jargi juhuvaliku alusel, nii et iga rithma keskmine kehamass ei oleks statistiliselt erinev muu
rithma vastavast niitajast. Tuleks jalgida, et sama pesakonna litkmeid ei médrataks samasse doosirithma, kuivérd
see on voimalik ilma uuringus kasutatavate pesakondade arvu suurendamiseta.

Doseerimine

33.  Selleks et teha kindlaks, kas uuritaval kemikaalil v&ib in vivo olla 6strogeenset toimet, piisab tavaliselt kahest doosi-
rithmast ja tthest kontrollrithmast; seepérast eelistatakse sellist katse kava loomade heaoluga seotud pohjustel. Kui
eesmirk on saada doosi ja toime vahelise soltuvuse kdver voi ekstrapoleerida toimet madalamatele doosidele, on
vaja vihemalt 3 doosirithma. Kui on vaja ka muud teavet peale Gstrogeense toime kindlakstegemise (nditeks
hinnata mé&ju tugevust), tuleks kaaluda teistsugust dooside manustamise reZiimi. Kontrollrithma loomi tuleks
kohelda samamoodi kui katserithma loomi, vilja arvatud uuritava kemikaali manustamine. Kui uuritava aine
manustamisel kasutatakse kandeainet, peaks kontrollrithm saama doosirithmadega vordses koguses kandeainet
(vdi kui doosirithmades kasutatakse erinevaid koguseid, siis neist suurima koguse).

34.  Uterotroofse biokatse puhul on eesmirk valida doosid, mis tagaksid loomade ellujddmise ning mis ei oleks oluli-
selt miirgised ega pdhjustaks loomadele erilist stressi parast uuritava kemikaali manustamist kolmel jérjestikusel
pdeval maksimumdoosiga kuni 1 000 mg/kg/pidevas. Kdikide doosiméddrade valimisel tuleks arvesse votta koiki
uuritava kemikaali voi sellega seotud materjalide toksilisust kasitlevaid ja (toksiko-)kineetilisi andmeid. Korgeima
doosimiira puhul tuleks kdigepealt arvestada LD50 vairtust ja/voi andmeid dgeda miirgisuse kohta, et viltida
loomade surma, suuri kannatusi ja stressi (24, 25, 26). Suurim doos peaks vastama suurimale talutavale doosile;
uuringu voib teha ka doosi suuruse juures, mis pdhjustab positiivse uterotroofse reaktsiooni. Kuna see on sdel-
katse, siis voib uldiselt kasutada suuri dooside intervalle (niiteks 0,5 logaritmilist tihikut, mis vastab dooside
3,2-kordsele erinevusele, voi isegi kuni 1 logaritmiline tihik). Kui vajalikke andmeid ei ole, vdib kasutatavate
dooside leidmise hdlbustamiseks teha doosipiirkonna mairamise katse.

35.  Teiselt poolt, kui agonisti ostrogeenseid omadusi on vdimalik hinnata in vitro (v&i in silico) andmetest, voib neid
doosi valimisel arvesse votta. Niiteks médratakse uuritava kemikaali kogus, mis uterotroofses biokatses pdhjustab
vordlusagonisti (etiniiiilostradiool) méjuga ekvivalentse reaktsiooni, tema suhtelise tdhususe jirgi in vitro, vorreldes
etintitilostradiooliga. Korgeim katses kasutatav doos leitakse selle ekvivalentse doosi korrutamisel sobiva teguriga,
nditeks 10 voi 100ga.

Vahemiku leidmise kaalutlused

36. Vajaduse korral voib viikse arvu loomadega teha esialgse uuringu doosivahemiku leidmiseks. Selleks voib kasu-
tada OECD juhenddokumenti nr 19 (25), milles on mairatletud miirgisusele vdi looma stressile osutavad kliini-
lised tunnused. Kui see on doosivahemiku leidmise uuringus teostatav, voib emakad pérast kolmepievast kemi-
kaali manustamist vilja 15igata ja kaaluda ligikaudu 24 tundi parast viimase doosi manustamist. Neid andmeid
voiks seejirel kasutada pohiuuringu kava koostamiseks (et valida sobivad suurim ja viiksem doos ja vajalik doosi-
rithmade arv).

Dooside manustamine

37.  Uuritavat kemikaali manustatakse suukaudselt sondiga voi naha alla tehtava siistiga. Manustamistee valimisel tuleb
arvestada loomade heaolu kaalutlusi, toksikoloogia aspekte (kuivord asjakohane on teatav manustamistee, arves-
tades inimese kemikaaliga kokkupuute viise (nt suukaudne sond vastab allaneelamisele, nahaalused siistid sissehin-
gamisele voi naha kaudu imendumisele), uuritava materjali firiisikalisi ja keemilisi omadusi ning eriti olemasole-
vaid toksikoloogilisi andmeid ning andmeid metabolismi ja kineetika kohta (nt vajadus viltida presiisteemset
metabolismi, suurem tShusus teatava manustamistee korral).

38.  Soovitatav on vdimaluse korral kdigepealt kaaluda manustamist vesilahusena voi suspensioonina vees. Kuid kuna
enamik Ostrogeenseid ligande v&i nende metaboolseid eellasi on hiidrofoobsed, kasutatakse kdige sagedamini
lahust voi suspensiooni dlis (nt maisi, maapihkli-, seesami- voi oliividli). Need 6lid on eri kalorsuse ja rasvasisal-
dusega, seega voib kandeaine mdjutada iildist metaboliseeritava energia omastamist, mille tdttu vdivad muutuda
mdddetavad nditajad, nagu emaka mass, eeskitt ebakiipse emaslooma meetodi puhul (33). Seepirast tuleb enne
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uuringut katsetada kandeainet ja vdrrelda kontrollrithmaga, kellele ei anta kandeainet. Uuritava kemikaali voib
lahustada minimaalses koguses 95 % etanoolis v8i muus sobivas lahustis ja lahjendada 16pliku td6kontsentratsioo-
nini katses kasutatavas kandeaines. Lahusti toksilised omadused peavad olema teada ning need tuleks vilja selgi-
tada eraldi kontrollriihmaga, kellele manustatakse iiksnes lahustit. Kui uuritavat kemikaali peetakse stabiilseks,
voib selle lahustamise hdlbustamiseks kasutada ettevaatlikku soojendamist ja tugevat segamist. Tuleks madrata
uuritava kemikaali stabiilsus kandeaines. Kui uuritav kemikaal on stabiilne kogu uuringu jooksul, vdib valmistada
uuritava kemikaali lahtealikvoodi ja teha sellest iga pdev vajalikud lahjendused.

39. Doosi manustamise ajastus sdltub kasutatavast mudelist (vt punkt 29, ebakiipse emaslooma mudel, ja punkt 30,
tdiskasvanud OVX-emaslooma mudel). Ebakiipsetele emasrottidele manustatakse uuritavat kemikaali iga pdev
kolmel jirjestikusel pdeval. Kolmepievast dooside manustamist soovitatakse ka tiiskasvanud OVX-emasrottide
puhul, kuid sel juhul on lubatav ka pikem kokkupuude ja nii saab paremini avastada ndrga toimega kemikaale.
Téiskasvanud OVX-emashiirte puhul peaks 3-pdevane manustamine olema piisav ja manustamise pikendamisel
seitsme péevani ei ole tugevate Ostrogeeniagonistide puhul erilisi eeliseid, kuid valideerimisuuringus naidati, et
ndrkade agonistidega see nii ei ole (16), seepirast tuleks OVX-emashiirte puhul pikendada dooside manustamist
kuni 7 jdrjestikuse paevani.Doos tuleks manustada iga pdev samal kellaajal. Doose tuleks vajaduse korral kohan-
dada, et siilitada konstantset doosimédra looma kehamassi suhtes (nt mg uuritavat kemikaali ithe kg kehamassi
kohta pievas). Katses kasutatava lahuse mahu muutumine tuleks hoida minimaalne; tuleks muuta uuritava aine
lahuse kontsentratsiooni, et tagada ithesugune lahuse maht kehamassi suhtes kdikide dooside ja manustamisviiside
puhul.

40. Kui uuritavat kemikaali manustatakse loomadele sundsootmisega, tuleks seda teha ithe doosi kaupa, kasutades
maosondi voi sobivat intubatsioonikaniiiili. Suurim vedeliku maht, mida saab {iihel korral manustada, soltub katse-
looma suurusest. Tuleb jargida kohalikke loomakaitse eeskirju, kuid lahuse maht ei tohiks tiletada 5 ml kehamassi
kg kohta, vilja arvatud vesilahuse puhul, mida voib manustada kuni 10 ml kehamassi kg kohta.

41.  Kui uuritavat kemikaali manustatakse nahaaluse siistiga, tuleks pdevane doos manustada itheainsa siistiga. Doose
tuleks manustada selja abaluu- voi nimmepiirkonda steriilse ndela (kaliiber naiteks 23 voi 25) ja tuberkuliinisiist-
laga. Soovi korral voib stistimiskoha puhtaks raseerida. Registreerida tuleks lahuse kaod, siistekohast viljaimbu-
mine voi doosi mittetdielik manustamine. Rotile péevas siistitav lahuse maht ei tohiks iiletada 5 ml kehamassi kg
kohta, mis jagatakse kahe siistekoha vahel; vesilahuste puhul voib erandina siistida 10 ml kehamassi kg kohta.

Vaatlused

Uld- ja Kliinilised vaatlused

42, Uldisi Kliinilisi vaatlusi tuleks teha vdhemalt kord pdevas ja sagedamini, kui ilmneb toksilisuse marke. Vaatlusi
oleks soovitatav teha iga pdev samal ajal, vdttes arvesse oodatava maksimaalse mdju avaldumise aega pirast doosi
manustamist. Kéigi loomade puhul jilgitakse suremust, haigestumust ja selliseid kliinilisi tunnuseid nagu kditu-
mise, naha, karvkatte, silmade ja limaskestade muutused, eritiste esinemine, autonoomse nirvisiisteemi aktiivsuse
muutused (nt pisaravool, turris karv, pupilli suurus, muutunud hingamine).

Kehamass ja séoda tarbimine

43, Koiki loomi tuleks kaaluda iga pdev tipsusega 0,1 g, alustades hetkest enne esimese doosi manustamist, st kui
loomad on juba jagatud rithmadesse. Lisaks voib modta dooside manustamise aja jooksul igas puuris tarbitud
sooda koguse sootmisseadmete kaalumisega. S66da tarbimise tulemused viljendatakse grammides iihe roti kohta
pdevas.

Lahkamine ja emaka massi mootmine

44.  Kakskiimmend neli tundi pdrast viimase doosi manustamist rotid surmatakse humaanselt. Ideaaljuhul tuleks
koikide rithmade liikmete lahkamised teha juhuslikus jarjekorras, et viltida kdige alguses voi kdige 16pus ithe voi
teise rithma liikmete lahkamist, mis voiks andmeid natuke mé&jutada. Biokatse eesmirk on mddta nii mirja emaka
kui ka kuivatatud emaka mass. Mirgmass holmab emaka ja selle valendikus oleva vedeliku massi. Kuivatatud
emaka mass moddetakse pérast selle valendikus oleva vedeliku valjapigistamist ja kdrvaldamist.
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45.  Ebakiipsete emasloomade puhul uuritakse enne lahkamist tuppe, et teha kindlaks tupe vdimalik avanemine.
Lahkamist alustatakse kdhuseina avamisega alates hdbemeliidusest. Seejdrel eemaldatakse emakasarved ja muna-
sarjad, kui viimased on olemas, kbhuddne dorsaalse seina kiiljest. Emaka ja tupe ventraalselt ja lateraalselt kiiljelt
eemaldatakse kusepdis ja kusejuhad. Kiulised ithendused paraku ja tupe vahel eraldatakse, kuni vdib niha tupe-
suudme ja lahkliha naha tthenduskohta. Emakas ja tupp eraldatakse kehast tupeseina labildikamisega otse lahkliha-
nahaga tihenduse kohalt, nagu on néidatud joonisel 2. Emakas tuleks kdhuseinast eraldada emaka kinnisti (mesen-
teeriumi) ettevaatliku labildikamisega selle kinnituskohalt kummagi emakasarve dorsolateraalse kiilje kogu
pikkuses. Pdrast kehast eemaldamist tuleks emakat kasitseda piisavalt kiiresti, et viltida kudede kuivamist. Massi-
kadu kuivamise tdttu muutub olulisemaks just vidikeste kudede nagu emaka puhul (23). Kui munasarjad on alles,
eemaldatakse need munajuha juurest, viltides valendikus oleva vee viljavoolamist emakasarvest. Kui loomal on
munasarjad eemaldatud, tuleks munasarjade kunagisi kinnituskohti uurida munasarjakoe leidmiseks. Liigne rasv ja
sidekude tuleks dra loigata. Tupp eraldatakse emakast veidi allpool emakakaela, nii et emakakael jaib emakakeha
juurde, nagu on niidatud joonisel 2.

46. Iga emakas tuleks paigutada kordumatu mirgisega teadaoleva massiga anumasse (nt Petri tass voi plastikust kaalu-
misndu), jalgides kogu aeg, et koed ei enne kaalumist dra ei kuivaks (ndusse voib panna niiteks soolalahusega
kergelt niisutatud filterpaberi). Emakas koos valendikus oleva vedelikuga kaalutakse tdpsusega 0,1 mg (mirja
emaka mass).

47.  Seegjirel toodeldakse eraldi iga emakat, et eemaldada valendikus olev vedelik. Mdlemad emakasarved torgatakse
labi voi 1digatakse pikuti 16hki. Emakas pannakse kergelt niisutatud filterpaberile (nt Whatman nr 3) ja pressitakse
kergelt teise kergelt niisutatud filterpaberiga valendikus oleva vedeliku tiielikuks eemaldamiseks. Emakas ilma
valendikus oleva vedelikuta kaalutakse tipsusega 0,1 mg (kuivatatud emaka mass).

48.  Katse Idpetamisel maidratud emaka massi voib kasutada selle tdendamiseks, et ebakiipse opereerimata roti katses
kasutamise sobivat vanust ei iiletatud, kuid laboris kasutatava rotiliini varasemad andmed on selles suhtes otsus-
tava tihtsusega (vt tulemuste tdlgendamine, punkt 56).

Vabavalikulised uuringud

49.  Pdrast kaalumist voib emaka fikseerida neutraalse puhvriga 10 % formaliinilahuses, et seda saaks histopatoloogili-
selt uurida pérast varvimist hematoksiiliini ja eosiiniga. Ka tuppe voib samal viisil uurida (vt punkt 9). Lisaks voib
teha morfomeetrilise modtmise endomeetriumi epiteeli kvantitatiivseks vordlemiseks.

KATSEANDMED JA PROTOKOLLI KOOSTAMINE

Andmed

50.  Uuringu andmed peavad hdlmama jdrgmist:

— loomade arv katse alguses,

— surnuna leitud v&i katse jooksul humaansetel pdhjustel surmatud loomade arv ja koodnumbrid ning iga
looma surma vdi humaanse surmamise kuupdev ja kellaaeg,

— miirgistustunnustega loomade arv ja koodnumbrid ning tunnuste kirjeldus, sealhulgas toksilise toime tihel-
datud algushetk, kestus ja raskusaste, ning

— kahjustustega loomade arv ja koodnumbrid ning kahjustuste tiitibi kirjeldus.

51. Iga looma kohta registreeritakse kehamass, mirja emaka mass ja kuivatatud emaka mass. Selleks, et teha kindlaks,
kas uuritava kemikaali manustamine pohjustas statistiliselt olulise (p < 0,05) emaka massi suurenemise, tuleks
agonistide puhul kasutada ithepoolset statistilist analiiiisi. Kuivatatud emaka massi ja mérja emaka massi suurene-
mist tuleks analiiiisida asjakohaste statistiliste meetoditega, et kindlaks teha kemikaali manustamisega seotud
suurenemine. Nditeks voib andmeid hinnata kovariatsioonianaliiiisi (ANCOVA) ldhenemisviisi abil, kus kaasmuutu-
jaks on kehamass lahkamise ajal. Enne andmete analiiiisi voib emaka andmed logaritmiliselt teisendada disper-
siooni stabiilsuse suurendamiseks. Iga doosirithma paariviisiliseks vordlemiseks kontrollrithmaga ja usaldusvahe-
miku leidmiseks sobivad Dunnetti ja Hsu test. Voimalike vodrvéidrtuste leidmiseks ja dispersiooni homogeensuse



L 247/34 Euroopa Liidu Teataja 21.8.2014

hindamiseks v6ib kasutada jadkhalvete to6tlemist Studenti teljestikus. Neid meetodeid kasutati OECD valideerimi-
suuringus, milles kasutati statistilise analiiiisi stisteemi programmi PROC GLM (SAS Institute, Cary, NC),
versioon 8 (6, 7).

52.  Lopp-protokollis esitatakse jirgmine.

Uurimislabor:

— vastutavad to6tajad ja nende kohustused uuringu tegemisel;

— nulljoone positiivse kontrolli andmed ja perioodilise positiivse kontrolli andmed (vt punktid 26 ja 27).

Uuritav kemikaal:

— uuritava kemikaali iseloomustus;

— fiiiisikaline olek ja vajaduse korral fiiiisikalis-keemilised omadused;
— lahjenduste valmistamise meetod ja sagedus;

— koik andmed, mis on saadud piisivuse kohta;

— koik manustamislahuste analiiiisid.

Kandeaine:

— kandeaine iseloomustus (olek, tarnija ja partii);

— kandeaine valimise pdhjendus (kui kandeaine on muu kui vesi).

Katseloomad:

— liik, liin ja nende valimise pohjendus;

— tarnija ja tema konkreetne kditis;

— loomade vanus tarnimise ajal ja siinnikuupéev;

— ebakiipsete loomade puhul: kas tarniti koos ema voi kasuemaga ja vodrutamise kuupiev;
— loomade kohanemise korra iiksikasjad;

— loomade arv puuris;

— iiksiklooma ja rithma mirgistamise iiksikasjad ja meetod.

Katse tingimused:

— randomiseerimise iiksikasjad (st kasutatud juhuvaliku meetod);

— doosi valimise podhjendused;

— uuritava kemikaali doseerimisvormi iiksikasjad, saavutatud kontsentratsioon, stabiilsus ja homogeensus;
— uuritava kemikaali manustamise iiksikasjad ja kokkupuuteviisi valiku pdhjendus;

— 566t (nimetus, tiiiip, tarnija, koostis ja, kui see on teada, fiitodstrogeenide sisaldus);

— vee pdritolu (nt kraanivesi vi filtritud vesi) ja loomadele kittesaadavaks tegemine (torude kaudu suurest
mahutist, pudelitest jne);

— allapanu (nimetus, tiiiip, tarnija ja koostis);
— puurides pidamise tingimused, valgustusaeg, ruumi temperatuur ja Shuniiskus, ruumi koristamine;
— lahkamise ja emaka kaalumise korra iiksikasjalik kirjeldus;

— statistiliste tootluste kirjeldus.
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Tulemused
Iga looma kohta:

— iga looma kehamass igal pideval (rithmadesse jagamisest kuni lahkamiseni) (tdpsusega 0,1 g);

— iga looma vanus (pdevades, lugedes siindimise pdeva O-pdevaks) selleks ajaks, kui algas uuritava kemikaali
manustamine;

— iga doosi manustamise kuupiev ja kellaaeg;

— manustatud doosi suurus ja arvutatud ruumala ning koik tdhelepanekud kadude kohta doosi manustamisel
vOi pdrast manustamist;

— igapievased andmed looma olukorra kohta, koik asjakohased siimptomid ja tihelepanekud;
— oletatav surma pdhjus (kui loom uuringu ajal oli suremas voi suri);
— humaanse surmamise kuupiev ja kellaaeg ning ajavahemik parast viimast manustamist;

— mirja emaka mass (tdpsusega 0,1 mg), tihelepanekud valendikus olnud vedeliku kadude kohta lahkamise ja
kaalumiseks ettevalmistamise ajal;

— kuivatatud emaka mass (tdpsusega 0,1 mg).

Iga loomade rithma kohta:

— keskmine kehamass igal pdeval (tdpsusega 0,1 g) ja standardhilbed (rithmadesse mairamisest kuni lahkami-
seni);

— keskmine mirja emaka mass ja keskmine kuivatatud emaka mass (tdpsusega 0,1 mg) ja standardhilbed;
— kui mdddeti, siis igapdevane s66da tarbimine (arvutatuna tarbitud s66da grammides looma kohta);

— statistilise analiiiisi tulemused, milles on vorreldud mirja emaka ja kuivatatud emaka massi doosirithmades ja
kandeainet saanud rithmades;

— statistilise analiiiisi tulemused, milles on voérreldud doosirithmade loomade iildist kehamassi ning kehamassi
suurenemist mérja emaka ja kuivatatud emaka massiga ja korvutatud neid tulemusi kandeainet saanud kont-
rollrithmade asjaomaste niitajatega.

53.  Katsemeetodi oluliste suunavate faktide kokkuvote

Rott Hiir
Loomad
Liin Tavaliselt kasutatav laborindriliste liin
Loomade arv Vahemalt 6 looma ithes doosirithmas
Rithmade arv Vahemalt 2 doosirithma (vt punkt 33 juhiste saamiseks) ja negatiivne kontroll-
rithm
Vt punktid 26 ja 27, juhised positiivse kontrollkatse rithmade kohta

Pidamis- ja s66tmistingimused

Loomade ruumi T° 22°Cx3°C
Suhteline 6huniiskus 50-60 %, mitte alla 30 % ega iile 70 %
Obpieva valgustusreziim 12 tundi valgust, 12 tundi pimedust

So6t ja joogivesi Ad libitum
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54.

55.

Rott

Hiir

Majutus puurides

Uksi vai kuni kolmest loomast koosnevate rithmadena (ebakiipseid loomi
soovitatakse pidada sotsiaalsete rithmadena)

So0t ja allapanu

S60da ja allapanu fiitodstrogeenide sisaldus peaks olema viike

Katse-eeskiri

Meetod

Ebakiipsete eemaldamata munasarja-
dega loomade meetod (eelistatud
valik).

Eemaldatud munasarjadega téiskas-
vanud emasloomade meetod

Eemaldatud munasarjadega tiiskas-
vanud emasloomade meetod

Ebakiipsete loomade vanus
dooside manustamisel

Vahemalt PND 18. Dooside manusta-
mine tuleb Idpetada enne pieva
PND 25.

Praeguse meetodi puhul ei ole asjako-
hane.

Vanus munasarjade eemalda-
misel

Vanuses 6—8 nidalat.

Eemaldatud munasarjadega
loomade vanus dooside manus-
tamisel

Munasarjade eemaldamise ja esimese
doosi manustamise vahel peaks
olema vihemalt 14 pieva.

Munasarjade eemaldamise ja esimese
doosi manustamise vahel peaks olema
vihemalt 7 péeva.

Kehamass Kehamassi erinevused peaksid olema minimaalsed, mitte iile £20 % keskmisest
kehamassist
Doseerimine
Manustamistee Suukaudne sond v6i nahaalune siist

Manustamise sagedus

Uhekordne pievane doos

Sondiga ja siistimisega manus-
tatav ruumala

< 5 ml kehamassi kg kohta (v6i vesilahuste puhul kuni 10 ml kehamassi kg
kohta) (kahte siistimiskohta nahaaluse manustamise puhul)

Manustamise kestus

Ebakiipsete loomade puhul 3 jdrjesti-
kusel paeval

OVX-loomade puhul vihemalt

3 jarjestikusel pdeval

OVX-loomade puhul 7 jarjestikusel
péeval

Lahkamisaeg

Ligikaudu 24 tundi pérast viimast doosi

Tulemused

Positiivne vastus

Keskmise emakamassi statistiliselt oluline suurenemine (mirja ja/véi kuivatatud

emaka mass)

Vordlusostrogeen

17a-etiniiiilostradiool

TULEMUSTE TOLGENDAMISE JA KEHTIVAKS TUNNISTAMISE JUHISED

Uldiselt tuleks dstrogeensuse test lugeda positiivseks, kui tuvastatakse statistiliselt oluline emakamassi suurenemine
(p < 0,05) vahemalt suure doosi rithmas, vdrreldes lahusti kontrollrithmaga. Positiivset tulemust toetab tiiendavalt
bioloogiliselt usutav sdltuvus doosi ja toime ulatuse vahel, pidades aga silmas, et uuritava kemikaali kattuvad
ostrogeensed ja antiostrogeensed toimed vdivad mdjutada uuritava kemikaali doosi-toime sdltuvuse kuju.

Tuleb jilgida, et ei tletataks suurimat talutavat doosi, et andmeid oleks vdimalik mdistlikult tdlgendada. Selles
suhtes tuleks hoolikalt hinnata kehamassi vihenemist, kliinilisi tunnuseid ja muid tahelepanekuid.
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56.  Oluline asjaolu uterotroofse biokatse tulemuste kehtivaks tunnistamisel on emaka mass kandeaine kontrollrithma
liikmetel. Suur emaka mass kontrollrithma liikmetel voib panna kahtluse alla biokatse tundlikkuse ja vdime tuvas-
tada vdga ndrku Ostrogeeni agoniste. Kirjandusiilevaated ja uterotroofse biokatse valideerimise kiigus kogutud
andmed osutavad, et kontrollrithma emakamassi korge keskmine esineb spontaanselt, eriti ebakiipsete loomade
puhul (2, 3, 6, 9). Kuna ebakiipse roti emaka mass sdltub mitmest muutujast, nagu stress vdi kehamass, ei ole
voimalik anda kindlat emaka massi tilempiiri. Juhindumiseks: kui ebakiipsete rottide kontrollrithmas emaka mass
on 40-45 mg, tuleks tulemusi pidada kahtlaseks, ja emaka mass iile 45 mg voib tihendada, et katset tuleks
korrata. Siiski tuleb seda kaalutleda iga juhtumi puhul eraldi (3, 6, 8). Tdiskasvanud rottidega katsete tegemisel
voib munasarjade puudulikul eemaldamisel jddda alles munasarjakude, mis voib néristada endogeenseid Ostro-
geene ja aeglustada emakamassi taandarengut.

57.  Kandeaine kontrollrithma kuivatatud emaka mass, mis on viiksem kui 0,09 % roti ebakiipse emaslooma kehamas-
sist ja vadiksem kui 0,04 % roti eemaldatud munasarjadega noore tdiskasvanud emaslooma kehamassist, niib
andvat vastuvdetavaid tulemusi (vt tabel 31 (2)). Kui kontrollrithmas on emaka mass suurem kui kdnealused
arvud, tuleks analiiiisida eri tegureid, nagu loomade vanus, munasarjade eemaldamise nduetekohasus, s6odaga
saadavad fiitodstrogeenid jne), ja katse negatiivset tulemust (Ostrogeense toime puudumine) tuleks votta ettevaatu-
sega.

58.  Laboris tuleks siilitada vordlusrithmade kohta kogutud varasemad andmed. Samuti tuleks laboris siilitada andmed
selliste vordlusostrogeenide nagu 17a-etiniiilostradiool poolt esilekutsutud reaktsiooni kohta. Labor voib teha
katseid ka teadaolevalt ndrga Ostrogeeni agonisti reaktsiooni méaaramiseks. Koiki neid andmeid voib vdrrelda
kittesaadavate andmetega (2, 3, 4, 5, 6, 7, 8), et veenduda selles, et labori meetod on piisavalt tundlik.

59.  Kuivatatud emaka massi varieeruvus oli OECD valideerimisuuringus vdiksem kui mirja emaka massi puhul (6, 7).
Kuid kummagi niitaja vairtuste tugev suurenemine viitab siiski sellele, et uuritav aine on Ostrogeense toime
poolest positiivne.

60.  Uterotroofne reaktsioon ei ole téielikult ostrogeense paritoluga, kuid uterotroofse biokatse positiivset tulemust
tuleks iildiselt tdlgendada kui tdendit voimaliku dstrogeensuse kohta in vivo, ja see peaks tavaliselt andma pdhjust
selle kiisimuse edasiseks tipsustamiseks (vt punkt 9 ning ,Sisesekretsioonisiisteemi kahjustavate kemikaalide kont-
rollimise ja hindamise OECD kontseptuaalne raamistik”, 2. lisa).

Joonis 1

Skeem munasarjade kirurgilise eemaldamise kohta

Munasari

‘ > Munajuha

| dikekoht

P Emakas

Sisseldige
Mesomeetriumi, veresooni ega
rasvpadjandit ei ole ndidatud

Operatsioon algab kdhuddne dorsolateraalse seina avamisega alumise roidekaare ja niudeluuharja vahelise ala
keskpunktis ning moéne millimeetri kaugusel niudelihase vilimisest servast. Kohuddnes tuleks leida munasarjad.
Munasarjad eemaldatakse seejirel fuiisiliselt kdhuddnest aseptilisele alale, munasarja ja emaka vahele pannakse
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ligatuur verejooksu viltimiseks ning munasari eemaldatakse sisseldikega ligatuuri kohalt kummagi munajuha ja
emakasarve ithinemiskohast. Kui on tehtud kindlaks, et olulist piisivat verejooksu ei ole, tuleks kdhudone sein
sulgeda dmblusega ja nahahaav sulgeda klambrite v6i dmblusega. Loomadel lastakse paraneda ja emakal taandare-
neda vihemalt 14 pdeva enne katses kasutamist.

Joonis 2

Emakakudede eemaldamine ja ettevalmistamine massi madramiseks.

Eraldusjoon lahkamisel

Tood alustatakse kdhuseina avamisega alates hiabemeliidusest. Seejdrel eraldatakse kumbki munasari ja emakasarv
kohuddne dorsaalse seina kiiljest. Emaka ja tupe ventraalselt ja lateraalselt kiiljelt eemaldatakse kusepdis ja kuse-
juhad. Kiulised ithendused piraku ja tupe vahel eraldatakse, kuni voib ndha tupesuudme ja lahkliha naha tthendus-
kohta. Emakas ja tupp eraldatakse kehast tupeseina labildikamisega otse lahklihanahaga ithenduse kohalt, nagu on
ndidatud joonisel. Emakas tuleks kohuseinast eraldada emaka kinnisti (mesenteeriumi) ettevaatliku labildikamisega
selle kinnituskohalt kummagi emakasarve dorsolateraalse kiilje kogu pikkuses. Pirast emaka eemaldamist 1iga-
takse dra liigne rasv ja sidekude. Kui munasarjad on alles, eemaldatakse need munajuha juurest, valtides valendikus
oleva vee viljavoolamist emakasarvest. Kui loomal on munasarjad eemaldatud, tuleks munasarjade kunagisi kinni-
tuskohti uurida munasarjakoe leidmiseks. Tupp eraldatakse emakast veidi allpool emakakaela, nii et emakakael
jadb emakakeha juurde, nagu on nididatud joonisel. Emaka voib seejirel kaaluda.
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1. liide

MOISTED
Antiostrogeensus — kemikaali voime alla suruda 178-etiniiiilostradiooli toimet imetajate organismile.

Doos — manustatav uuritava kemikaali kogus. Uterotroofse biokatse puhul viljendatakse doosi uuritava kemikaali
massina katselooma kehamassi ithiku kohta pdevas (nt mg kehamassi kg kohta pievas).

Doseerimine — iildmdiste, mis hdlmab doosi, dooside manustamise sagedust ja kestust.
Kemikaal — aine voi segu.

Maksimaalne talutav doos(Maximum Tolerable Dose, MTD) — suurim kemikaali kogus, mis katselooma kehasse
viiduna ei pohjusta katselooma surma (tdhis LD,) (IUPAC, 1993).

Spetsiifilisus — kdikide negatiivsete/toimeta ainete osakaal, mis katsemeetodi abil klassifitseeritakse digesti. See on
téhususe niitaja katsemeetodi puhul, mis niitab selgeid tulemusi andva katsemeetodi tipsust ja on oluline katsemeetodi
asjakohasuse hindamisel.

Siinnijirgne pdev X — X. elupdev pdrast siinnikuupdeva.
Siinnikuupidev - siinnijirgne piev 0 (PND 0).

Tundlikkus — koikide positiivsete/toimivate ainete osakaal, mis klassifitseeritakse katsemeetodi abil digesti. Tundlikkus
nditab selgeid tulemusi andva katsemeetodi tipsust ja on oluline katsemeetodi asjakohasuse hindamisel.

Uterotroofne — termin, millega kirjeldatakse positiivset mdju emaka kudede kasvule.
Uuritav kemikaal — iga aine v5i segu, mida uuritakse kiesoleva katsemeetodi abil.
Ostrogeensus — kemikaali vdime avaldada imetaja organismile 178-etiniiiilstradiooli omaga sarnanevat toimet.

Valideerimine — teaduslik menetlus, mille eesmirk on iseloomustada katsemeetodi libiviimise ndudeid ning tdendada
meetodi usaldusvddrsust ja asjakohasust konkreetse eesmargi saavutamiseks.



Mirkus: dokumendi on koostanud juhenddokumentide programmi sekretariaat vastavalt kokkuleppele, mis saavutati EDTA t66riihma 6. koosolekul

2. liide

Sisesekretsioonisiisteemi kahjustavate kemikaalide kontrollimise ja hindamise OECD kontseptuaalne raamistik

Tase 1

Sortimine ja prioriteedi omistamine
olemasoleva teabe pShjal

biolagunevus

— fitisikalised ja keemilised omadused, nt molekulmass, reaktsioonivdime, lenduvus,

— inimese ja keskkonna kokkupuude, nt tootmismaht, heide keskkonda, kasutusviisid
— ohud, nt olemasolevad toksikoloogiaandmed

Tase 2
Invitro katsed, mis annavad andmeid
mehhanismi kohta

— OR, AR, TR retseptorile sidumise afiinsus
— Transkriptsiooni aktiveerimine
— Aromataas ja steroidogenees in vitro

— Ariiiilsiisivesinike retseptori dratundmine/sidumine

— kvantit. strukt.-aktiivsuse sdltuvused (QSAR)

— Suure joudlusega sdeluuringud
— Kilpndarmefunktsioon

— Kala hepatotsiiiitide vitellogeniini
(VTG) katse

— Muud (vastavalt vajadusele)

l Tase 3

In vivo assays katsed, mis annavad

andmeid ithe hormooni kohta

Mehhanismid ja toimed

— Uterotroofne katse (strogeenid)

— Hershbergeri katse (androgeenid)

— Hormooni retseptorisdltumatu toime
— Muud (nt kilpnire)

— Kala VTG (vitellogeniin)
katse (6strogeenid)

Tase 4
In vivo assays katsed, mis annavad
andmeid mitme hormooni kohta

— Tdhustatud OECD 407 (néitajad
pdhinevad endokriinmehhanismidel)

— Isas-ja emasloomade puberteedikatsed

— Taiskasvanud opereerimata isasloomade

— Kala sugundirniete
histopatoloogia katse
— Kullese metamorfoosi katse

Invivo katsed, mis annavad andmeid
endokriinse jm mehhanismi
pdhjustatud toime kohta

Mehhanismid ja toined
katse
— 1-pdlvkonna-katse (t3hustatud TG415)"
Tase 5 — 2-pdlvkonna-katse (t3hustatud TG416)"

— reproduktiivsdelumiskatse (tBhustatud
TG421)"

— kombineeritud 28 paeva |
reproduktiivsdelumise katse (t5hustatud TG
422)!

'VMG mamm kaalub v&imalikke t3hustamisi

— Osalise ja tdiseluringi katsed
kalade, lindude, kahepaiksete
ja selgrootutega (areng ja
paljunemine)

VMG mamm: imetajatega tehtavate katsete valideerimist ja hindamist juhtiv rithm

0%/LvT T

(19 ]

eferea], npir edooing

¥10C8°1¢
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MARKUSED RAAMISTIKU JUURDE

Markus 1: koigile tasemetele on voimalik siseneda ja koigilt tasemetelt on voimalik véljuda; see oleneb sellest, millist
teavet on vaja saada ohtude ja riskide hindamiseks.

Markus 2: tasemel 5 peaks okotoksikoloogia hdlmama niitajaid, mis niitavad kahjuliku mdju mehhanisme ja vdima-
likku kahju elanikkonna jaoks.

Markus 3: kui mitme nitaja kohta tulemusi andev katsemudel holmab nditajaid, mida miiratakse iihe nditaja kohta
tulemusi andva katsega, peaks nimetatud mudel asendama iihe niitaja kohta tulemusi andva katsed.

Markus 4: iga kemikaali tuleks eraldi hinnata, vttes arvesse kogu olemasolevat teavet ja pidades silmas raamistiku tase-
mete funktsiooni.

Markus 5: praegust raamistikku ei tuleks kisitleda kdike holmavana. Tasemetel 3, 4 ja 5 hdlmab raamistik katseid, mis
on juba kittesaadavad voi valideerimine on kidimas. Viimast asjaolu arvestades on need ajutiselt lisatud. Kui
need on vilja to6tatud ja valideeritud, saab need ametlikult lisada raamistikku.

Markus 6: raamistikust ei tohiks niimoodi aru saada, et tasemel 5 on iiksnes 16plikud katsed. Arvestatakse, et osutatud
tasemel olevad katsed aitavad kaasa tildisele ohtude ja riskide hindamisele.
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B.55. HERSHBERGERI ~ BIOKATSE  ROTTIDEL: KIIRE SOELKATSE  (ANTI)ANDROGEENSETE =~ OMADUSTE
VALJASELGITAMISEKS

SISSEJUHATUS

1. Kiesolev katsemeetod on samaviirne OECD katsejuhendiga nr 441 (2009). OECD algatas 1998. aastal priori-
teetse tegevussuunana olemasolevate katsejuhendite libivaatamise ja uute valjatootamise, et sdeluuringutega selgi-
tada vilja voimalikud sisesekretsioonisiisteemi kahjustajad ja katsetada neid (1). Uks tegevussuund oli tédtada vilja
rotiga tehtava Hershbergeri biokatse juhend. Pdrast mitme aastakiimne pikkust kasutamist ravimitodstuses standar-
diti see katse kdigepealt ametliku eksperdikomitee poolt 1962. aastal sdelkatsena androgeense toimega kemikaa-
lide véljaselgitamiseks (2). Aastatel 2001-2007 labis rotiga tehtav Hershbergeri biokatse ulatusliku valideerimis-
programmi, mille kadigus koostati iiksikasjalik taustadokument (23), pdhjalik artikkel (3) meetodite kohta, arendati
vilja lahkamise juhendid (21) ning tehti ulatuslikud laborisisesed ja laboritevahelised uuringud, et ndidata biokatse
asjakohasust ja reprodutseeritavust. Nimetatud uuringud viidi l4bi tugeva vordlusandrogeeniga (testosteroonpro-
pionaat (TP)), kahe tugeva siinteetilise androgeeniga (trenboloonatsetaat ja metiiiiltestosteroon), iihe tugeva
antiandrogeense ravimiga (flutamiid), loodusliku androgeeni (dihiidrotestosteroon, DHT) siinteesi tugeva inhibiito-
riga (finasteriid), mitme ndrgalt antiandrogeense pestitsiidiga (linuroon, vinklosoliin, protsiimidoon, p,p’-DDE),
tugeva Sa-reduktaasi inhibiitoriga (finasteriid) ja kahe teadaoleva toimeta (negatiivse) kemikaaliga (dinitrofenool ja
noniiiilfenool) (4, 5, 6, 7, 8). Kdesolevas katsemeetodis on vdetud kokku pikaajaliste biokatsega saadud kogemused
ning valideerimisprogrammi kiigus saadud kogemused ja saavutatud tulemused.

2. Hershbergeri biokatse on kiire in vivo sdelkatse, milles kasutatakse isassuguorganite kudesid. Katse tootati vilja
1930. aastatel ja 1940. aastatel seda muudeti, et lisada ka isassuguorganite androgeenitundlikud lihased (2, 9-15).
1960. aastatel hinnati katse-eeskirja standarditud versiooni kasutades enam kui 700 vdimalikku androgeeni
(2, 14); sel ajal peeti seda katset nii androgeenide kui ka antiandrogeenide mairamise standardmeetodiks (2, 15).
Praegune biokatse pdhineb enne puberteeti kastreeritud isasrottide viie androgeenisdltuva koe massi muutustel.
Sellega hinnatakse, kas kemikaal kutsub esile bioloogilisi toimeid, mis on kooskélas androgeeni agonistide, antago-
nistide voi 5Sa-reduktaasi inhibiitorite toimega. Viis androgeenisdltuvat kude, mida hdlmab kiesolev katsemeetod,
on ventraalne eesndire (ventral prostate, VP), seemnepdis (seminal vesicle, SV) (pluss vedelikud ja koagulatsiooni-
nddrmed), lihas levator ani-bulbocavernosus (LABC), paarilised Cowperi nddrmed (COW) ja suguti pea (glans penis,
GP). Enne puberteeti kastreeritud isasrottidel reageerivad koik need viis kude androgeenidele absoluutse massi
suurenemisega. Samas kui nende kudede stimuleerimine tugeva vordlusandrogeeniga suurendab nende massi,
viheneb koigi nende viie koe mass antiandrogeenide toimel. Hershbergeri biokatse esmane mudel oli enne puber-
teeti kirurgiliselt kastreeritud isasrott; seda mudelit valideeriti Hershbergeri valideerimisprogrammide etappidel 1,
2ja 3.

3. Biokatset saab kasutada androgeeni agonistide, antagonistide ja 5a-reduktaasi inhibiitorite rutiinseks in vivo sdeluu-
ringuks ja selle kasutamist tuleks vaadelda ,Sisesekretsioonisiisteemi kahjustavate kemikaalide kontrollimise ja
hindamise OECD kontseptuaalse raamistiku” (2. liide) kontekstis. Selles kontseptuaalses raamistikus on Hershber-
geri biokatse 3. tasemel kui in vivo katse, mis annab andmeid iiheainsa sisesekretsioonimehhanismi, nimelt (anti)
androgeensuse kohta. Hershbergeri biokatse on kavandatud osana in vitro ja in vivo katsetest, millega tehakse kind-
laks endokriinsiisteemi mé&jutada vdivaid kemikaale, et hinnata ohtusid inimese tervisele ja keskkonnale.
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Kuna loomade kastreerimise operatsioon on kiisitav loomade heaolu seisukohast, piiiiti alternatiivse mudelina
hakata kasutama opereerimata (kastreerimata) vodrutamiseas isasrotte, et véltida Hershbergeri biokatses kastreeri-
misetappi. Vodrutuseas isasloomade katsemeetod valideeriti (24); kuid valideerimisuuringus selgus, et Hershbergeri
biokatse vddrutamiseas isasloomade versiooniga ei ole vdimalik jarjekindlalt avastada noérkade antiandrogeenide
kasutatud kontsentratsioonide m&ju androgeenisdltuvate kudede massile. Seetdttu ei hdlma kiesolev katsemeetod
seda versiooni. Kuna aga selle kasutamine v&ib olla oluline mitte ainult loomade heaolu seisukohast, vaid voib
anda ka teavet muude toimeviiside kohta, on see kittesaadav OECD juhenddokumendis 115 (25).

LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD

Androgeeni agonistid ja antagonistid toimivad androgeeniretseptorite ligandidena ja vdivad vastavalt aktiveerida
voi pidurdada retseptorite poolt kontrollitavat transkriptsiooni. Lisaks takistavad mdned kemikaalid testosterooni
muutmist mdjusamaks looduslikuks androgeeniks dihiidrotestosterooniks ménes androgeeni sihtkoes (5a-reduk-
taasi inhibiitorid). Sellised kemikaalid voivad pohjustada tervisekahjustusi, sealhulgas reproduktiivfunktsiooni ja
arengu hdireid. Seepirast on regulatiivsetel eesmarkidel vaja kiiresti hinnata kemikaale kui vdimalikke androgeeni
agoniste voi antagoniste voi 5a-reduktaasi inhibiitoreid. Kuigi ligandi afiinsus androgeeniretseptori suhtes, mida
mdoddetakse retseptorile sidumise voi reportergeenide transkriptsiooni aktiveerimise kaudu in vitro, annab kiill
olulist teavet, ei ole see siiski mitte ainus vdimalik ohtu pdhjustav tegur. Muud tegurid hdlmavad metabolismi akti-
veerimist ja inaktiveerimist parast kehasse sisenemist, kemikaalide jaotumist sihtkudedesse ja viljutamist kehast.
Seepdrast on vaja kontrollida kemikaali vdimalikku moju in vivo asjakohastes tingimustes ja asjakohase kokku-
puute korral. In vivo hindamine on vihem oluline, kui kemikaali sellised omadused, mis on seotud neeldumise,
jaotumise, metabolismi ja vdljutamisega, on teada. Androgeenisdltuvad koed reageerivad androgeeniga stimuleeri-
misele kiire ja joulise kasvuga, eriti enne puberteeti kastreeritud isasrottide puhul. Narilisi, eriti rotte, kasutatakse
lajaldaselt ka miirgisuse uuringutes ohu iseloomustamiseks. Seepdrast sobib biokatse kdesolev versioon, milles
kasutatakse enne puberteeti kastreeritud rotte ja viit sihtkude, androgeeni agonistide, antagonistide vdi 5a-reduk-
taasi inhibiitorite in vivo selkatseks.

Kiesolev katsemeetod pdhineb OECD valideerimisuuringus kasutatud katse-eeskirjadel, mis osutusid usaldusvar-
seks ja korratavaks nii laborisisestes kui ka laboritevahelistes uuringutes (4, 5, 6, 7, 8). Kdesolevas katsemeetodis
on esitatud nii androgeeni kui ka antiandrogeeni méidramise meetod.

Kuigi testosteroonpropionaadi (TP) doos, mida kasutati antiandrogeenide mdairamiseks OECD Hershbergeri
biokatse valideerimisprogrammis, oli eri laborites erinev (0,2 ja 0,4 mg/kg/pdevas, nahaalune siist), ei olnud nende
kahe katse-eeskirja versioonide vahel suuri erinevusi ndrga voi tugeva antiandrogeense aktiivsuse tuvastamises.
Siiski on selge, et TP doos ei tohiks olla liiga korge, et takistada ndrkade androgeeniretseptori (AR) antagonistide
mdju, ega liiga madal, nii et androgeenitundlike kudede kasv on liiga viike isegi ilma antiandrogeeni samaaegse
manustamiseta.

Uksikute androgeenitundlike kudede reaktsioon ei ole siiski taielikult tingitud androgeenist, st ka muud kemikaalid
kui androgeeni antagonistid voivad muuta teatavate kudede massi. Mitme koe samaaegne kasv siiski tdendab
androgeenispetsiifilist mehhanismi. Niiteks tugevad 6strogeenid suures doosis vdivad suurendada seemnepdiekeste
massi; muud androgeenisdltuvad koed ei reageeri aga sarnasel viisil. Antiandrogeense toimega kemikaalid voivad
toimida kas androgeeniretseptori antagonistidena voi 5a-reduktaasi inhibiitoritena. 5a-reduktaasi inhibiitorid on
mitmesuguse mdjuga, kuna muundamine tugevama toimega dihiidrotestosterooniks on eri kudedes erinev.
Antiandrogeenidel, nagu finasteriid, mis inhibeerivad 5a-reduktaasi, on suurem mdju ventraalses eesnddrmes kui
muudes kudedes, kui vorrelda sellise androgeeniretseptori tugeva antagonistiga nagu flutamiid. Seda erinevust
kudede reaktsioonis vdib kasutada androgeeniretseptorist sdltuva ja Sa-reduktaasist sdltuva toime eristamiseks.
Lisaks sellele on androgeeniretseptor evolutsiooniliselt suguluses muude steroidhormoonide retseptoritega, ja kui
mdnda muud hormooni manustatakse suures, fiisioloogilist taset kaugelt iiletavas doosis, vdib see siduda end
retseptoriga ja toimida testosteroonpropionaadi pdhjustatava kasvu stimuleerimise antagonistina (13). Lisaks on
ka usutav, et thustatud steroidide metabolism ja sellest tingitud seerumi testosteroonisisalduse vihenemine voib
vihendada androgeenisoltuvate kudede kasvu. Seepirast tuleb Hershbergeri biokatse positiivse tulemuse hinda-
misel tavaliselt lihtuda sellest, kui kaalukad on tdendid, sealhulgas in vitro katsed, nagu androgeeniretseptori ja
ostrogeeniretseptori sidumise katsed ja vastavad transkriptsiooni aktivatsiooni katsed vdi muud in vivo katsed,
millega uuritakse sarnaseid androgeeni sihtkudesid, nagu isaslooma puberteedikatse, 15-pdevane opereerimata
tdiskasvanud isaslooma katse voi 28-paevane vdi 90-pdevane korduvdoosi uuring.
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9.  Kogemused niitavad, et ksenobiootilisi androgeene esineb harvemini kui ksenobiootilisi antiandrogeene. Seepirast
eeldatakse, et Hershbergeri biokatset kasutatakse kdige sagedamini antiandrogeenide leidmise sdelkatsena. Andro-
geenide tuvastamise katset vdib sellele vaatamata siiski soovitada steroidsete voi steroidisarnaste kemikaalide voi
selliste kemikaalide puhul, mille véimaliku androgeense maju kohta on saadud viiteid meetoditega, mis on kont-
septuaalse raamistiku (2. liide) 1. v&i 2. tasemel. Sarnaselt sellega vdib (anti)androgeense profiiliga seotud kahju-
likke m&jusid leida 5. taseme uuringutega, mistdttu tuleb hinnata, kas kemikaal toimib endokriinse mehhanismi
kaudu.

10. Meetodi kasutamisel arvestatakse, et kéik katsed loomadega peavad vastama loomade hooldamise kohalikele
normidele; jargmised loomade hoolduse ja dooside manustamise kirjeldused vastavad miinimumstandarditele ning
kohalikud 6igusaktid, nagu Euroopa Parlamendi ja ndukogu 22. septembri 2010. aasta direktiiv 2010/63/EL
teaduslikel eesmirkidel kasutatavate loomade kaitse kohta (26), on nende suhtes {ilimuslikud. OECD on esitanud
loomade humaanse kohtlemise tdiendavad juhendid (17).

11.  Nagu iga biokatse puhul, milles kasutatakse katseloomi, tuleb hoolikalt kaaluda, kas uuringut on tildse vaja teha.
Sellise otsuse tegemiseks vaib pohimdtteliselt olla kaks p&hjust:

— suur oht kokkupuuteks (kontseptuaalne raamistik, 1. tase) voi kaudsed andmed kemikaali (anti)androgeensuse
kohta in vitro katsetest (2. tase), mille tdttu on vaja tdiendavalt uurida, kas selline mdju voib esineda in vivo;

— (anti)androgeensusele osutav moju 4. voi 5. tasemel in vivo katsetes ja on vaja tdiendavaid uuringuid konkreetse
toimeviisi selgitamiseks, niiteks tdendamiseks, et moju aluseks on (anti)androgeenne mehhanism.

12.  Kiesolevas katsemeetodis kasutatud mdisted on mairatletud 1. liites.

KATSE POHIMOTE

13.  Hershbergeri biokatse on tundlik, kuna selles kasutatakse isasloomi, kelle endogeense androgeeni ndristumine on
minimaalne. See saavutatakse kastreeritud isasloomade kasutamisega tingimusel, et pdrast kastreerimist on
moodunud piisavalt aega ning sihtkoed on taandarenenud miinimumini ja arvestatakse ithesugust nulljoonele
vastavat massi. Seega on voimaliku androgeense toime avastamise sdeluuringu tegemisel veres ringleva endogeense
androgeeni sisaldus madal, hiipotalamuse-ajuripatsi-sugunddrmete telg ei suuda seda tagasisidemehhanismide
kaudu kompenseerida, kudede vdime androgeenile reageerida on viidud maksimumini ja lihtekoe mass miinimu-
mini. Véimalike antiandrogeenide otsimisel voib saavutada kooskolalisema kudede massi suurenemise, kui kudesid
stimuleeritakse vordlusandrogeeniga. Selle tulemusel on Hershbergeri biokatses vaja ainult 6 looma doosirithma
kohta, samal ajal kui muudes katsetes opereerimata puberteediealiste voi tdiskasvanud isasloomadega soovitatakse
kasutada 15 isaslooma igas doosiriihmas.

14. Isasrottide puberteedilihedane kastreerimine peaks toimuma asjakohasel viisil, heakskiidetud anesteetikumide ja
aseptilise tehnika kasutamisega. Esimese paari pdeva jooksul parast operatsiooni tuleks manustada valuvaigisteid,
et korvaldada operatsioonijirgseid vaevusi. Kastreerimine suurendab katsemeetodi tipsust ndrkade androgeenide
ja antiandrogeenide avastamisel, kuna korvaldab kompenseerivad sisesekretsioonisiisteemi tagasisidemehhanismid,
mis on olemas opereerimata katseloomas ja mis voivad ndrgendada manustatavate androgeenide ja antiandrogee-
nide mdju, ning kdrvaldab samuti eri isasrottide testosteroonitaseme suured erinevused seerumis. Seega vihendab
kastreerimine loomade arvu, mida on vaja endokriinse méju tuvastamiseks sdeluuringuga.

15.  Soéeluuringuga vdimaliku androgeense toime leidmiseks manustatakse uuritavat kemikaali iga pdev suukaudse
sondiga voi nahaaluse siistiga kiimnel jarjestikusel paeval. Uuritavat kemikaali manustatakse vahemalt kahe doosi-
rithma katseloomadele; kdigile ithe rithma loomadele manustatakse ithesuguseid doose. Loomad lahatakse 24 tundi
pdrast viimase doosi manustamist. Kahe v0i enama sihtorgani massi statistiliselt oluline suurenemine uuritavat
kemikaali saanud rithmades vdrreldes kontrollriihmaga, kellele antakse kandeainet, niitab, et uuritav aine on
voimaliku androgeense toime suhtes positiivne (vt punkt 60). Sellised androgeenid nagu trenboloon, mida ei ole
voimalik 50 — taandada, avaldab tugevamat md&ju LABC-le (levator ani-bulbocavernosus) ja GP-le (glans penis) kui
testosteroonpropionaat, kuid koigi kudede juures peaks niha olema intensiivsemat kasvu.

16.  Voimaliku antiandrogeense aktiivsuse otsimisel sdelkatsetega manustatakse uuritavat kemikaali iga paev suukaudse
sondi voi naha alla siistimisega kiimnel jdrjestikusel pdeval koos testosteroonpropionaadi igapdevase manustami-
sega (0,2 voi 0,4 mgfkg/pdevas) nahaluste siistide abil. Valideerimisprogrammiga tehti kindlaks, et vdib kasutada
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kas 0,2 voi 0,4 mg/kg/pdevas, kuna molema doosiga sai avastada antiandrogeene ja sellepirast tuleks katses kasu-
tamiseks valida ainult iiks nendest doosidest. Erinevaid uuritava kemikaali doose manustatakse vihemalt kolme
doosirithma katseloomadele; kdigile ithe rithma loomadele manustatakse tihesuguseid doose. Loomad lahatakse
24 tundi pdrast viimase doosi manustamist. Kahe vdi enama sihtorgani massi statistiliselt oluline vihenemine
uuritavat kemikaali ja testosteroonpropionaati saanud rithmades vorreldes kontrollrithmaga, kellele antakse
ainult testosteroonpropionaati, nditab, et uuritav aine on voéimaliku antiandrogeense toime suhtes positiivne
(vt punkt 61).

MEETODI KIRJELDUS

Liikide ja liinide valimine

17.  Hershbergeri biokatseks on juba alates 1930. aastatest tavaliselt kasutatud rotte. Kuigi bioloogiliselt on véimalik,
et roti ja hiire reaktsioon voib olla sarnane, on roti 70-aastase kasutamise pohjal kujunenud rott Hershbergeri
biokatses eelistatud loomaliigiks. Lisaks sellele, kuna Hershbergeri biokatse tulemus vdib olla pikema, mitut pdlv-
konda hdlmava uuringu eelkatse, voimaldab see kasutada mdlemas uuringus sama liigi ja liini ning samast allikast
périnevaid loomi.

18.  Kdesoleva katse-eeskirja kohaselt lubatakse laboril valida katses kasutamiseks sellise liini rott, keda osalevas laboris
on varem tavaliselt kasutatud. Katseloomadena v&ib kasutada tavaliselt laboris peetavate rotiliinide loomi, kuid
siiski ei tuleks kasutada liine, mille isasloomad kiipsevad oluliselt hiljem kui 42 pdeva vanuselt, kuna nende
loomade kastreerimine 42. pdeval vaib takistada suguti pea massi madramist, mida saab teha alles parast seda, kui
eesnahk on eraldunud peenise tiive kiiljest. Seega ei tuleks kasutada liine, mis parinevad Fisher 344 rottidest, voi
teha seda iiksnes harvadel juhtudel. Fisher 344 rottidel on seksuaalse kiipsemise ajastus teistsugune kui sagedamini
kasutatavatel Sprague Dawley v6i Wistari liini rotid (16). Kui tuleb kasutada sellist liini, tuleks need kastreerida
veidi kdrgemas vanuses ja labor peab suutma niidata, et kasutatav liin on tundlik. Labor peaks selgelt pdhjen-
dama, miks valiti konkreetse liini rotid. Kui sdeluuring vdib olla korduva suukaudse doosi, reproduktiivtoksilisuse,
arenguhdireid pdhjustava toksilisuse voi pikaajalise toksilisuse uuringu eelkatse, tuleks kdigis uuringutes eelistata-
valt kasutada samast liinist ja samalt tarnijalt saadud loomi.

Pidamis- ja s66tmistingimused

19. Kogu katse teostus peaks vastama laboriloomade hooldamise kéikidele kohalikele normidele. Siin esitatud
loomade hoolduse ja dooside manustamise kirjeldused vastavad miinimumstandarditele ning rangemad kohalikud
oigusaktid, nagu Euroopa Parlamendi ja ndukogu 22. septembri 2010. aasta direktiiv 2010/63/EL teaduslikel
eesmarkidel kasutatavate loomade kaitse kohta (26), on nende suhtes iilimuslikud. Loomade katseruumi tempera-
tuur peaks olema 22 °C (ligikaudne vahemik 3 °C). Suhteline dhuniiskus peaks olema vihemalt 30 % ja eelistata-
valt ei peaks olema iile 70 %, vilja arvatud ruumi koristamise ajal. Eesmargiks peaks olema suhtelise huniiskuse
hoidmine 50-60 % vahemikus. Valgustus peaks olema kunstlik. Odpievas peaks olema 12 tundi valgust ja
12 tundi pimedust.

20. Rithmas pidamine on eelistatav isoleerimisele, arvestades loomade noorust ja asjaolu, et rotid on seltsingulised
loomad. Kahe v&i kolme looma paigutamine puuri vdimaldab viltida liigset asustustihedust ja sellega seotud
stressi, mis voib mdjutada paljunemisfunktsiooniga seotud kudede arengut. Puurid tuleb hoolikalt puhastada
voimalikest saasteainetest; puurid paigutatakse nii, et puuri paigutusest tingitud mdjud oleksid vdimalikult
viikesed. Sobiva suurusega puuris (ca. 2 000 ruutsentimeetrit) ei ole loomad liiga tihedalt.

21. Iga loom peab olema humaansel viisil eraldi margistatud (nt kdrvamark voi lipik). Kasutatud margistamismeetod
tuleks kirjeldada.

22.  Laborisooda ja joogivee tarbimine peaks olema ad libitum. Hershbergeri biokatset tegev labor peaks kasutama tava-
list soota, mida tavaliselt kasutatakse kemikaalide katsetamise uuringute puhul. Biokatse valideerimisuuringus ei
taheldatud mdju vdi varieeruvust, mille pdhjuseks oleks tulnud pidada s6ota. Kasutatud so6t tuleks kirjeldada ja
laborisooda proov tuleks siilitada vdimaliku tulevase analiiiisi jaoks.

Androgeenisdltuvate organite masside kasutatavuse kriteeriumid

23.  Valideerimisuuringu ajal ei saadud tdendeid, et kehamassi vahenemine oleks mé&jutanud sihtkudede (st kdesolevas
uuringus kaalutavate kudede) massi suurenemist voi vihenemist.
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24.  Valideerimisprogrammis edukalt kasutatud eri liinide hulgas on androgeenisdltuvate organite mass suurema keha-
massiga rotiliinide puhul suurem kui vdiksema kehamassiga rottidel. Hershbergeri biotesti kehtivuse kriteeriumid
ei hdlma seega elundite oodatavat absoluutset massi positiivsetes (doosi)rithmades ja negatiivsetes kontrollrith-
mades.

25.  Kuna koe puhul on variatsioonikordaja (CV) poordvordeline statistilise vdimsusega, siis Hershbergeri biokatse
kasutatavuse kriteeriumid pdhinevad iga koe puhul lubataval maksimaalsel CV vairtusel (tabel 1). CV véirtused
tulenevad OECD valideerimisuuringutest. Negatiivse tulemuse korral peaks labor uurima kontrollrithma ja suure
doosiga rithma CV-sid ja tegema kindlaks, kas kasutatavuse jaoks lubatava maksimaalse CV kriteerium on
iiletatud.

26.  Uuringut tuleks korrata, kui: 1) kontrollrithma ja suure doosi rithmade kiimnest vdimalikust eraldi CV-st on kolm
vOi enam suuremad agonisti ja antagonisti uuringute jaoks esitatud véidrtustest tabelis 1 ning 2) vdhemalt kaks
sihtkude olid marginaalselt ebaolulised, st p véirtused on vahemikus 0,05-0,10.

Tabel 1

Maksimaalsed lubatavad CVd, mis on kastraatmudelis miiratud paljunemisfunktsiooniga seotud sihtku-
dede jaoks OECD valideerimisuuringus ()

Kude Antiandrogeensed mdjud Androgeensed majud
Seemnepdiekesed 40 % 40 %
Ventraalne eesnddre 40 % 45 %
Levator ani-bulbocavernosus 20 % 30 %
Cowperi nddrmed 35 % 55 %
Glans penis 17 % 22%

KATSE KORRALDUS

Oigusnormidele vastavus ja labori valideerimine

27.  Erinevalt uterotroofsest katsest (kdesoleva lisa peatiikk B.54) ei ole Hershbergeri katse puhul enne katse alustamist
vaja tdendada labori padevust, kuna paralleelselt tehakse positiivset kontrollkatset (testosteroonpropionaat ja fluta-
miid) ja negatiivset kontrollkatset, mis on katse lahutamatud osad.

Loomade arv ja seisund

28.  Igas doosi- ja kontrollrithmas peaks olema vihemalt 6 looma. See kehtib nii androgeense kui ka antiandrogeense
katse-eeskirja kohta.

Kastreerimine

29. Pidrast loomade saamist peaks olema esialgne kohanemisperiood mitu pdeva, et veenduda, et loomad on hea
tervise juures ja tunnevad end histi. Kuna enne 42 pdeva vanuseks saamist (PND 42) kastreeritud loomadel ei
tarvitse eesnahk eralduda, tuleks loomad kastreerida 42. pideval voi hiljem, mitte varem. Loomad kastreeritakse
narkoosi all; munandikotti tehakse sisseldige, kdrvaldatakse mdlemad munandid ja munandimanused ning vere-
sooned ja seemnejuhad ligeeritakse. Kui on kindlaks tehtud, et verejooksu ei ole, tuleks munandikott sulgeda
ombluse voi klambritega. Loomadele tuleks esimestel pdevadel parast operatsiooni anda valuvaigistit, et leeven-
dada operatsioonijirgseid ebamugavusi. Kui loomade tarnijalt ostetakse kastreeritud loomad, teatab tarnija
loomade vanuse ja seksuaalse kiipsuse staadiumi.

(") CV kinnisvddrtus teatava koe jaoks mdaarati CV viartuste graafikult, millele olid kantud koikide valideerimisuuringute konkreetse
mudeliga (agonist vdi antagonist) leitud keskvédrtuste CV-d jirjestatuna viikseimast suurimani. CV kiinnisvéirtuseks loeti punkt,
mille juures CV-véirtuste suurenemised jargmiste kdrgemate CV-de suunas muutusid jarsult suuremaks kui mone eelneva CV vahel —
see loeti murdepunktiks. Tuleks mirkida, et kuigi selle analiiiisiga leiti suhteliselt usaldusvéirsed murdepunktid katse antagonistide
mudeli puhul, olid agonistide mudeli CV kdverad iihtlasemate suurenemistega vdartuste vahel, mistdttu kiinnisvéddrtuse CV leidmine
selle meetodiga oli monevdrra meelevaldne.
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Kohanemine pirast kastreerimist

30. Loomadel tuleks lasta jitkata kohanemist laboritingimustega vahemalt 7 pdeva pdrast kastreerimist, et sihtkoed
saaksid taandareneda (nende mass vdheneb). Loomi tuleb iga piev jilgida ja kdik haiguse voi kehaliste kdrvalekal-
lete mirkidega loomad tuleks kdrvaldada. Dooside manustamist uuringu tegemiseks saab alustada kdige varem
seega 49. pdeval pérast siindimist (PND 49), seda ei tohiks alustada hiljem kui pdeval PND 60. Vanus lahkamise
ajal ei tohiks olla suurem kui PND 70. Selline paindlikkus lubab laboril oma katseid tdhusalt planeerida.

Kehamass ja juhuvaliku alusel rithmadesse jagamine

31.  Loomade kehamassi erinevused pdhjustavad keha kudede massi varieeruvust nii rithma sees kui ka rithmade vahel.
Suurem koemasside varieeruvus suurendab variatsioonikordajat (CV) ja vihendab katse statistilist voimsust (mida
nimetatakse mdnikord katse tundlikkuseks). Seepdrast tuleks kehamassi varieeruvust hoida nii eksperimentaalselt
kui ka statistiliselt kontrolli all.

32.  Eksperimentaalne kontrolli all hoidmine hdlmab kehamassi varieeruvuse vdimalikult viiksena hoidmist nii katse-
rithma piires kui ka rithmade vahel. Kdigepealt tuleks valtida ebatavaliselt viikseid voi suuri loomi ja neid ei tuleks
votta uuritavate loomade hulka. Katse alguses ei tohiks loomade kehamassi varieeruvus olla suurem kui £20 %
keskmisest kehamassist (nt 175 g = 35 g kastreeritud puberteedildhedases vanuses rottide puhul). Teiseks, loomad
tuleks jaotada (kontroll- ja doosi)rithmadesse kehamassi varieeruvuse jirgi juhuvaliku alusel, nii et iga rithma kesk-
mine kehamass ei oleks statistiliselt erinev muu rithma vastavast niitajast. Kasutatud randomiseerimismeetodit
tuleb kirjeldada.

33.  Kuna kemikaali miirgisus voib vihendada kehamassi doosirithmades, vorreldes kontrollrithmaga, v&iks statistilise
kaasmuutujana kasutada kehamassi uuritava kemikaali manustamise esimesel pdeval, mitte kehamassi lahkamise
ajal.

Dooside manustamine

34.  Selleks et teha kindlaks, kas uuritaval kemikaalil v6ib in vivo olla androgeenset toimet, piisab tavaliselt kahest
doosirithmast ning positiivsest kontrollrithmast ja kandeaine (negatiivsest) kontrollrithmast (vt punkt 43); seepa-
rast eelistatakse sellist katse kava loomade heaoluga seotud pohjustel. Kui eesmirk on saada doosi ja toime vahe-
lise sdltuvuse kdver voi ekstrapoleerida toimet madalamatele doosidele, on vaja vihemalt 3 doosirithma. Kui on
vaja ka muud teavet peale androgeense toime kindlakstegemise (niiteks hinnata méju tugevust), tuleks kaaluda
teistsugust dooside manustamise reziimi. Antiandrogeense toime uurimiseks manustatakse uuritavat kemikaali
koos vordluseks kasutatava androgeeniagonistiga. Tuleks kasutada vdhemalt kolme uuritava kemikaali erineva
doosiga katserithma (doosirithmad) ning positiivse kontrolli ja negatiivse kontrolli rithma (vt punkt 44). Kontroll-
rithma loomi tuleks kohelda samamoodi kui doosirithma loomi, vilja arvatud uuritava kemikaali manustamine.
Kui uuritava kemikaali manustamisel kasutatakse kandeainet, tuleb kontrollrithmale manustada kandeainet
suurimas doosirithmade puhul kasutatud mahus.

35. Koikide doosiméddrade valimisel tuleks arvesse votta koiki uuritava kemikaali vi sellega seotud materjalide toksili-
sust kasitlevaid ja (toksiko-)kineetilisi andmeid. Suurima doosi puhul tuleb kdigepealt arvesse votta LD, véartust
jalvoi teavet dgeda miirgisuse kohta, et viltida loomade surma, suuri kannatusi v&i ebamugavusi (17, 18, 19, 20),
ja teiseks olemasolevat teavet dooside kohta, mida on kasutatud subkroonilise ja kroonilise toksilisuse uuringutes.
Uldiselt ei tohiks suurim doos pdhjustada kehamassi vihenemist katse 1dpuks mitte rohkem kui 10 % kontroll-
rithma loomade massist. Suurim doos peaks olema kas: 1) suurim doos, mis tagab loomade ellujddmise ja mis ei
pohjusta erilist mirgistust voi kannatusi loomadele pirast manustamist 10 jarjestikusel pdeval doosis kuni
1 000 mg/kg/pievas (vt punkt 36) vdi 2) doos, mis pShjustab (anti)androgeenset toimet, olenevalt sellest, kumb
on viiksem. Kuna see on sdelkatse, siis vdib kasutada suuri dooside intervalle (niiteks 0,5 logaritmilist iihikut,
mis vastab dooside 3,2-kordsele erinevusele, voi isegi 1 logaritmiline iihik). Kui vajalikke andmeid ei ole, voib
kasutatavate dooside leidmise hdlbustamiseks teha doosipiirkonna maaramise katse (vt punkt 37).

Piirdoosi tase

36.  Kui katse piirdoosiga 1 000 mg/kg/pdevas ja vdiksema doosiga vastavalt kdesolevas eeskirjas kirjeldatud korrale ei
tekita statistiliselt olulist muutust reproduktiivorganite massis, voib tdiendavaid doositasemeid pidada mittevajali-
kuks. Sellist piirdoosi véirtust kasutatakse alati, vélja arvatud sellised juhud, kui inimese kokkupuute andmed
viitavad vajadusele kasutada kdrgemat doositaset.
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Vahemiku leidmise kaalutlused

37.  Vajaduse korral voib viikse arvu loomadega teha esialgse uuringu doosivahemiku leidmiseks, et valida sobivad
doosirithmad (kasutades dgeda miirgisuse tuvastamise katseid (kdesoleva lisa peatiikid B.1b, B.1c (27), OECD
katse-eeskiri 425 (19))). Hershbergeri biokatse puhul on eesmark valida doosid, mis tagaksid loomade ellujadmise,
ei oleks oluliselt miirgised ega pdhjustaks loomadele erilist stressi parast uuritava kemikaali manustamist kiimnel
jarjestikusel pdeval piirdoosiga kuni 1 000 mg/kg/pdevas, nagu on mirgitud punktides 35 ja 36. Selleks voib
kasutada OECD juhenddokumenti (17), milles on mairatletud miirgistusele vdi looma stressile osutavad kliinilised
tunnused. Kui see on doosivahemiku leidmise uuringus teostatav, voib koed pdrast 10-pdevast kemikaali manusta-
mist vilja Idigata ja kaaluda ligikaudu 24 tundi pdrast viimase doosi manustamist. Neid andmeid voib seejdrel
kasutada pdhiuurimuses kasutatavate dooside valimise holbustamiseks.

Vordluskemikaalid ja kandeaine

38.  Vordluseks kasutatav androgeeniagonist peaks olema testosteroonpropionaat (TP), CASi nr 57-82-5. Vordlus-TP
doos vdib olla kas 0,2 vdi 0,4 mg/kg/pievas. Vordluseks kasutatav androgeeniantagonist peaks olema flutamiid
(FT), CASi nr 1311-84-7. Vordlus-FT doos peaks olema 3 mg/kg/pdevas ja FT tuleks manustada koos vordlus-TP
doosiga.

39.  Soovitatav on vdimaluse korral kdigepealt kaaluda manustamist vesilahusena voi suspensioonina vees. Kuid kuna
paljud androgeensed ligandid vdi nende metaboolsed eellased on hiidrofoobsed, kasutatakse kdige sagedamini
lahust vi suspensiooni &lis (nt maisi, maapdhkli-, seesami- voi oliivioli). Uuritava kemikaali voib lahustada mini-
maalses koguses 95 % etanoolis vo6i muus sobivas lahustis ja lahjendada 16pliku to6kontsentratsioonini katses
kasutatavas kandeaines. Lahusti toksilised omadused peaksid olema teada ning need tuleks vilja selgitada eraldi
kontrollrithmaga, kellele manustatakse tiksnes lahustit. Kui uuritavat kemikaali peetakse stabiilseks, voib selle
lahustamise holbustamiseks kasutada ettevaatlikku soojendamist ja tugevat segamist. Tuleks mdirata uuritava
kemikaali stabiilsus kandeaines. Kui uuritav kemikaal on stabiilne kogu uuringu jooksul, v6ib valmistada uuritava
kemikaali ldhtealikvoodi ja teha sellest iga paev vajalikud lahjendused, olles hoolikas, et viltida proovide saastumist
voi rikkumist.

Dooside manustamine

40.  TP-d tuleks manustada nahaaluse siistiga ja FT-d suukaudse sondiga.

41.  Uuritavat kemikaali manustatakse suukaudse sondiga v6i naha alla tehtava siistiga. Manustamistee valimisel tuleb
arvestada loomade heaoluga seotud kaalutlusi ning uuritava kemikaali fuiisikalisi ja keemilisi omadusi. Lisaks tuleb
arvestada toksikoloogilisi aspekte, nagu kokkupuuteviisi asjakohasus inimese kemikaaliga kokkupuute seisukohast
(nt suukaudne sond vastab allaneelamisele, nahaalused siistid — sissehingamisele voi imendumisele naha kaudu),
ning olemasolevaid toksikoloogilist teavet ja andmeid metabolismi ja kineetika kohta (nt vajadus viltida presiis-
teemset metabolismi, suurem téhusus teatava manustamistee korral), enne kui siistimise teel saadud positiivse tule-
muse pdhjal algatatakse ulatuslik pikaajaline uuring.

42.  Loomadele tuleks doose manustada samal viisil ja sama ajakava kohaselt 10 jirjestikusel pdeval umbes 24-tunniste
vaheaegadega. Doosi suurust tuleks kohandada iga pdev, arvestades igapdevaseid kehamassi mddramise andmeid.
Igal doosi manustamise péeval tuleks kirja panna doosi maht ja manustamise kellaaeg. Tuleb jilgida, et ei iiletataks
maksimaalset doosi, mida on kirjeldatud punktis 35, et andmeid oleks vdimalik mdistlikult tdlgendada. Selles
suhtes tuleks hoolikalt hinnata kehamassi vihenemist, kliinilisi tunnuseid ja muid tdhelepanekuid. Tuleks kasutada
suukaudset sondi, maosondi vdi sobivat intubatsioonikaniiiili. Vedeliku suurim kogus, mida saab iihel korral
manustada, sdltub katselooma suurusest. Tuleb jirgida kohalikke loomakaitse eeskirju, kuid lahuse maht ei tohiks
iiletada 5 ml kehamassi kg kohta, vilja arvatud vesilahuse puhul, kus v6ib kasutada mahtu kuni 10 ml kehamassi
kg kohta. Nahaaluse siistiga manustamisel tuleks doose manustada selja abaluu- v6i nimmepiirkonda steriilse
noelaga (kaliiber niiteks 23 voi 25) ja tuberkuliinisiistlaga. Soovi korral voib siistimiskoha puhtaks raseerida.
Registreerida tuleks lahuse kaod, siistekohast valjaimbumine voi doosi mittetdielik manustamine. Pdevas rotile
suistitav vedelikukogus ei tohiks iiletada 0,5 ml kehamassi kg kohta.
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Androgeeniagonistide katsete tegemise meetodid

43, Androgeeniagonistide katsetes on kandeaine negatiivne kontroll ja TP-d saav rithm on positiivse kontrolli rithm.
Androgeeniagonistile omast bioloogilist toimet kontrollitakse uuritava kemikaali manustamisega katserithmadele
valitud doosis 10 jirjestikuse pdeva jooksul. Kemikaali saanud katseriihma loomade paljunemisfunktsiooniga
seotud viie koe massi vorreldakse kandainet saanud loomade vastavate kudede massiga, et leida statistiliselt oluline
massi suurenemine.

Androgeeniantagonistide ja 5a-reduktaasi inhibiitorite katsete tegemise meetodid

44.  Androgeeniantagonistide ja 5a-reduktaasi inhibiitorite katsetes on TP-d saav rithm negatiivne kontroll ja rithm,
mille loomadele manustatakse korraga TP-d ja FT-d, on positiivne kontroll. Androgeeniantagonistide ja 5a-reduk-
taasi inhibiitoritega seotud bioloogilist toimet kontrollitakse TP vdrdlusdoosi ja uuritava kemikaali manustamisega
10 jérjestikuse pdeva jooksul. TP-d ja kemikaali saanud katserithma loomade paljunemisfunktsiooniga seotud viie
koe massi vorreldakse ainult TP-d saanud loomade vastavate kudede massiga, et leida statistiliselt oluline massi
vihenemine.

VAATLUSED

Kliinilised vaatlused

45.  Uldisi kliinilisi vaatlusi tuleks teha vidhemalt kord pédevas ja sagedamini, kui ilmneb toksilisuse mérke. Vaatlusi
oleks soovitatav teha iga pdev samal ajal, v3ttes arvesse oodatava maksimaalse moju avaldumise aega parast doosi
manustamist. Kdigi loomade puhul tuleks jilgida suremust, haigestumust ja selliseid kliinilisi tunnuseid nagu
kiitumise, naha, karvkatte, silmade ja limaskestade muutused, eritiste esinemine, autonoomse narvisiisteemi aktiiv-
suse muutused (nt pisaravool, turris karv, pupilli suurus, muutunud hingamine).

46.  Surnuna leitud loomad tuleks kdrvaldada ning hivitada ilma tdiendava andmete analiiiisita. Iga looma surm enne
lahangut tuleks kanda katseprotokolli koos surma véimalike pdhjustega. Kdik suremas olevad loomad tuleks
humaanselt surmata. Iga suremas olnud ja hiljem eutanaasia teel surmatud loom tuleks kanda katseprotokolli ja
esitada haiguse vdimalikud pohjused.

Kehamass ja so6da tarbimine

47.  Koiki loomi tuleks kaaluda iga pdev tipsusega 0,1 g, alustades hetkest enne esimese doosi manustamist, st kui
loomad on juba jagatud rithmadesse. Lisaks voib mddta dooside manustamise aja jooksul igas puuris tarbitud
sooda koguse sootmisseadmete kaalumisega. S60da tarbimise tulemused viljendatakse grammides iihe roti kohta
pdevas.

Lahkamine ning kudede ja organite massi md6tmine

48.  Ligikaudu 24 tundi pérast uuritava kemikaali viimase doosi manustamist tuleks rotid humaanselt surmata ja lasta
verest tithjaks joosta vastavalt katset tegeva labori tavalisele korrale ning teha lahkamine. Humaanse surmamise
meetod tuleks esitada katseprotokollis.

49.  Ideaaljuhul tuleks kdikide rithmade liikkmete lahkamised teha juhuslikus jirjekorras, et viltida kdige alguses voi
koige 16pus iihe voi teise rithma liikmete lahkamist, mis voiks andmeid mdjutada. Koik lahkamise tahelepanekud,
nagu patoloogilised muutused voi nahtavad kahjustused, tuleks iiles markida ja esitada protokollis.

50. Viis androgeenisdltuvat kude (VP, SV, LABC, COW, GP) tuleks kaaluda. Need koed tuleks vilja 1digata, hoolikalt
vabastada liigsetest nende kiilge kinnitunud kudedest ja rasvast ning méirata nende varske (fikseerimata) mass. Iga
kude tuleks kiidelda eriti hoolikalt, et viltida vedelike kaotust ja kuivamist, mis v6ib pShjustada suuri vigu ja
varieeruvust, kuna viheneb registreeritav mass. Mitmed koed vdivad olla viga viiksed voi raskesti vilja 16igatavad
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ja see tekitab varieeruvust. Seepdrast on oluline, et paljunemisfunktsiooniga seotud kudede eraldamist sooritav isik
tunneks nende kudede eraldamise tavalist korda. Standardse tookorra (SOP) kisiraamatu saab OECD-It (21).
Uuringu tulemuste vdimalikku varieeruvust saab vihendada SOP juhendialase hoolika koolitusega. Ideaaljuhul
peaks teatava konkreetse koe eraldamisi tegema sama isik, et vihendada isikutevahelisi erinevusi kudede tootle-
misel. Kui see ei ole vdimalik, peaks lahkamine olema korraldatud nii, et iga lahkaja eraldab teatavat kude koigi
katserithmade loomadelt, mitte nii, et iiks isik eraldab kdik koed kontrollrithma loomadelt ja teine isik doosirith-
made loomadelt. Iga paljunemisfunktsiooniga kude tuleks ilma kuivaks pithkimata kaaluda 0,1 mg tdpsusega ja
iga looma kudede massid tuleb registreerida.

51.  Mitmed koed vdivad olla vdga vidiksed voi raskesti vilja 1digatavad ja see tekitab varieeruvust. Varasema tooga on
leitud variatsioonikordajate (CV) vahemik, mis niib olevat erinev ja niib séltuvat labori padevuse tasemest. Monel
juhul on tdheldatud kudede, nagu VP ja COW, absoluutmasside suuri erinevusi samas konkreetses laboris.

52.  Soovi korral vdib miidrata ka maksa massi, mdlema neeru massi (koos) ja molemate neerupealiste massi (koos).
Koed tuleks ka sel puhul vabastada nendega ithendatud sidekirmetest ja rasvast. Maks tuleks kaaluda tipsusega
0,1 g, mdlemad neerud ja mdlemad neerupealised — tdpsusega 0,1 mg ning need andmed registreerida. Maksa,
neerusid ja neerupealisi ei mdjuta mitte iiksnes androgeenid; need elundid annavad kasulikku teavet ka siisteemse
miirgisuse kohta.

53.  Soovi korral v3ib mddta luteiniseeriva hormooni (LH), folliikuleid stimuleeriva hormooni (FSH) ja testosterooni (T)
sisalduse seerumis. Testosteroonisisaldust seerumis on kasulik médrata siis, kui uuritav kemikaal pShjustab testos-
terooni metabolismi maksas ja vihendab seerumi testosteroonisisaldust. Kui selliseid T andmeid ei ole, voib ndida,
et mdju avaldub antiandrogeense mehhanismi kaudu. LH tase annab teavet antiandrogeeni omaduse kohta mitte
ainult vihendada elundite massi, vaid mojutada ka hiipotalamuse-ajuripatsi funktsioone, mis pikaajalises katses
voib tekitada munandikasvajaid. FSH on oluline hormoon spermatogeneesi jaoks. Voib miirata ka seerumi T4 ja
T3 sisalduse; see voib anda kasulikku lisateavet kemikaali vdime kohta hdirida kilpnddrme homoostaasi. Kui
tehakse hormoonide md&tmisi, tuleks rotid enne lahkamist tuimastada ja votta neilt veri siidame punktsiooniga;
narkoosimeetod tuleks valida hoolikalt, et mitte mdjutada hormoonitaseme mddtmisi. Seerumi valmistamise
meetod, radioimmuunanaliiiisi- vdi muude md&tmiskomplektide paritolu ja tulemused tuleks registreerida. LH ja T
sisaldus esitatakse ng-des seerumi ml kohta.

54.  Kudede eraldamisel tuleb tugineda iiksikasjalikele fotodega lahkamisjuhenditele, mis on avaldatud valideerimispro-
grammi osana kui lisamaterjal (21). Korea toidu- ja ravimiameti veebisaidil on kittesaadav ka lahkamist kasitlev
video (22).

— Looma keha pannakse lauale kdhuga tilespoole ja tehakse kindlaks, kas suguti eesnahk on eraldunud suguti
peast. Kui see on nii, tdmmatakse eesnahk tagasi, eemaldatakse suguti pea ja kaalutakse see 0,1 mg tdpsusega;
mass registreeritakse.

— Avatakse kohunahk ja kdhuddne sein, paljastatakse siseelundid. Kui tuleb mdairata soovi korral mairatavate
elundite mass, eemaldatakse ja kaalutakse maks tdpsusega 0,1 g, eemaldatakse magu ja soolestik, eemaldatakse
ja kaalutakse neerud (koos) ja neerupealised (koos) tdpsusega 0,1 mg. Sellise lahkamisega paljastatakse kuse-
pois ja joutakse isaslooma paljunemisfunktsiooniga seotud kudede eraldamiseni.

— Ventraalse eesnddrme eraldamiseks eraldatakse kusepdis kohulihaste kihist, milleks 15igatakse labi sidekude
piki keskjoont. Kusepdis nihutatakse ettepoole seemnepdiekeste suunas, millega paljastatakse ventraalse
eesnddrme (ventral prostate, VP) vasak ja parem sagar (mida katab rasvakiht). Rasv pithitakse ettevaatlikult VP
vasakult ja paremalt sagaralt. VP parem sagar tOstetakse kusitilt ja eraldatakse sagar kusitist. Hoides VP
paremat sagarat, tdstetakse VP vasak sagar kusitilt ja eraldatakse; kaalutakse tdpsusega 0,1 mg ja registreeri-
takse mass.

— Seemnepdiekeste ja koagulatsiooninddrmete (seminal vesicles plus coagulating glands, SVCG) eraldamiseks litka-
takse pois saba poole, millega paljastatakse seemnejuhad ning SVCG parem ja vasak sagar. Vedeliku lekke
drahoidmiseks pannakse verejooksu sulgemise klamber SVCG ldhtekohale, kus seemnejuha ithineb kusitiga.
SVCGd eraldatakse ettevaatlikult, hoides klambrit oma kohal, 1digatakse dra rasv ja manused, pannakse teadao-
leva massiga kaalumisndusse, eemaldatakse klamber, kaalutakse 0,1 mg tipsusega ja registreeritakse mass.
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— Selleks et eraldada levator ani ja bulbocavernosus (LABC) lihased, paljastatakse suguti alus ja lihased. LA lihased
timbritsevad kdirsoolt, samal ajal kui eesmised LA ja BC lihased on kinnitunud suguti sibulale. Perianaalse piir-
konna nahk ja manused, mis ulatuvad peenise lihtekohast kuni paraku eesmise otsani, eemaldatakse. BC
lihased eraldatakse jark-jargult suguti sibulast ja kudedest. Kéirsool ligatakse pooleks ja niiiid saab eraldada ja
korvaldada kogu LABC. LABC tuleks puhastada rasvast ja manustest, kaaluda 0,1 mg tipsusega ja registreerida
mass.

— Kui LABC on eemaldatud, tulevad nihtavale immargused Cowperi v8i bulbouretraalndirmed (COW) suguti
sibula lahtekoha juures, veidi selja poole. Loigata tuleb hoolikalt, et védltida dhukese kesta labitorkamist ja vede-
liku viljavoolu. COW (koos) kaalutakse tipsusega 0,1 mg ja registreeritakse mass.

— Lisaks, kui lahkamise voi kudede eraldamise ajal voolas mdnest nddrmest vedelikku vilja, tuleks see registree-
rida.

55.  Kui ithe kemikaali hindamiseks on vaja lahata rohkem loomi, kui ithe pdevaga on vdimalik lahata, vdib uuringu
alguse jaotada kahele jirjestikusele pdevale, millega ka lahkamine ja sellega seotud t66d jaotuvad kahele pievale.
Kui t66 jaotatakse niimoodi jarkudesse, tuleks ithel pdeval kasutada pooled iga doosirithma loomadest.

56. Kehad tuleks parast lahangut kdrvaldada sobival viisil.

PROTOKOLLI KOOSTAMINE
Andmed

57.  Andmed tuleks esitada eraldi iga looma kohta (kehamass, paljunemisfunktsiooniga seotud kudede mass, soovi
korral tehtud tiiendavad modtmised, muud toimed ja tihelepanekud) ja iga loomarithma kohta (arvutatakse
koikide modtmistulemuste keskvéidrtused ja standardhilbed). Andmed tuleb koondada tabelisse. Tuleks esitada
loomade arv katse alguses, katse kdigus surnult vdi miirgistuse tunnustega leitud loomade arv, tiheldatud toksili-
suse tunnuste kirjeldus, sealhulgas tunnuste ilmumise aeg, tunnuste kestus ja raskus.

58.  Ldpp-protokollis tuleks esitada jirgmine.

Uurimislabor:

— nimi ja asukoht;
— uuringu juht, muud t66tajad ja nende kohustused uuringu kiigus;

— uuringu alguse ja 1dpetamise kuupiev, st uuritava kemikaali manustamise esimene pdev ja viimane lahkamis-
pdev.

Uuritav kemikaal:

— allikas, partii number, nimetus, puhtus, tarnija tiielik aadress ja uuritava kemikaali tiielik iseloomustus;
— fuiisikaline olek ja vajaduse korral fuiisikalis-keemilised omadused;

— lahjenduste valmistamise meetod, sagedus ja lahuste hoiutingimused;

— koik andmed, mis on saadud piisivuse kohta;

— k&ik manustamislahuste v3i -suspensioonide analiiiisid.

Kandeaine:

— kandeaine iseloomustus (nimetus, tarnija ja partii nr);

— kandeaine valimise pdhjendus (kui kandeaine on muu kui vesi).

Katseloomad ja nende pidamise tingimused:

— kasutatud liik/liin ja selle valimise pdhjendus;
— pdritolu voi tarnija, kaasa arvatud tdielik aadress;

— tarnitud loomade arv ja vanus;
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— pidamistingimused (temperatuur, valgustus jne);
— 566t (nimetus, tiiiip, tarnija, partii number, koostis ja, kui on teada, fiitodstrogeenide sisaldus);
— allapanu (nimetus, tiiiip, tarnija ja koostis);

— puuridesse paigutamise tingimused ja loomade arv puuris.

Katse tingimused:

— vanus kastreerimise ajal ja kohanemise kestus pirast kastreerimist;
— iga looma mass katse alguses (tdpsusega 0,1 g);

— kasutatud randomiseerimismeetod ning kandeaine rithma, vordlusrithma, uuritava kemikaali rithmadesse ja
puuridesse méddramise andmed;

— iga rithma loomade kehamassi keskviirtus ja standardhilve igal kaalumispieval kogu uuringu kestel;
— doosi valimise podhjendused;

— uuritava kemikaali manustamise tee ja kokkupuuteviisi valiku pdhjendus;

— antiandrogeensuse katse tegemisel TP manustamine (doos ja maht);

— uuritava kemikaali manustamine (doos ja maht),

— manustamise aeg;

— lahkamise kord, sealhulgas veretustamise vahendid ja kasutatud anesteetikumid;

— seerumianaliiiiside tegemise korral tuleks esitada meetodi tiksikasjad. Naiteks, kui kasutatakse radioimmuuna-
nanaliiiisi (RIA), tuleks esitada jargmine: RIA tegemise kord, RIA komplektide tootja, RIA komplektide aegu-
mise kuupiev, sidearvestuse kord ja standardimine.

Tulemused

— Igapdevased tidhelepanekud iga looma kohta dooside manustamise ajal, sealhulgas:

— kehamass (tdpsusega 0,1 g);

— Kliinilised tunnused (kui neid esineb);

— koik andmed ja tihelepanekud sooda tarbimise kohta.

— Lahkamise ajal tehtud tihelepanekud iga looma kohta, sealhulgas:

— lahkamise kuupiev;

— doosirithm;

— looma identifitseerimisnumber;

— lahkaja;

— lahangu ja kudede eraldamise kellaaeg;

— looma vanus;

— 16plik kehamass lahkamise ajal; markida iga statistiliselt oluline suurenemine v6i vihenemine;
— loomade veretustamise ja lahkamise jarjekord;

— viie androgeenisdltuva sihtkoe mass;

— ventraalne eesndire (tdpsusega 0,1 mg);

— seemnepdickesed ja koagulatsioonindirmed, koos vedelikuga (koos, tipsusega 0,1 mg);
— levator ani ja bulbocavernosus lihaste kompleks (tdpsusega 0,1 mg);

— Cowperi nddrmed (mirgkaal, koos, tidpsusega 0,1 mg);

— peenise pea (mirgkaal tipsusega 0,1 mg);
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— soovi korral mddratavate kudede kaal, kui marati:

— maks (tdpsusega 0,1 g);

— neerud (koos, tipsusega 0,1 mg);

— neerupealised (koos, tipsusega 0,1 mg);

— Uldised mirkused ja kommentaarid

— Seerumihormoonide analiiiisid, kui need tehti:
— seerumi luteiniseeriv hormoon (soovi korral; nanogrammi seerumi ml-s) ja
— seerumi testosteroon (soovi korral; nanogrammi seerumi ml-s).

— Uldised markused ja kommentaarid

Andmete kokkuvote

Andmed tuleks esitada kokkuvétliku tabelina, milles ndidatakse valimi suurus iga rithma puhul, keskvéirtus ja
selle standardviga voi standardhilve. Tabelites tuleks esitada surmajirgne kehamass, kehamassi muutus dooside
manustamise algusest kuni lahkamiseni, paljunemisfunktsiooniga seotud kudede mass ja soovi korral médiratud
muude elundite mass.

Tulemuste arutelu

Tulemuste analitiis

59.  Lahkamise ajal méidratud kehamassi ja organite massi tuleks statistiliselt analiitisida ja leida niitajad nagu disper-
siooni homogeensus, mille jaoks on andmeid vaja sobivalt teisendada. Doosirithmi tuleks vorrelda kontrollrith-
maga, kasutades selliseid meetodeid nagu ANOVA, millele jirgnevad paariviisilised vordlused (nt Dunnetti
ithepoolne test) ja statistilise erinevuse kriteerium, naiteks p < 0,05. Tuleb kindlaks teha rithmad, milles on saavu-
tatud statistiline olulisus. Elundite suhtelisi masse kehamassi suhtes tuleks siiski viltida, kuna selline andmet66tlus
tugineb vairadele statistilistele eeldustele.

60.  Androgeeniagonismi puhul tuleks kontrollrithmale manustada ainult kandeainet. Uuritava kemikaali toimimisviisi
omadused vdivad pohjustada eri kudedel suhteliselt erinevat toimet; niiteks trenboloon, mida ei saa 5a-taandada,
avaldab tugevamat mdju LABC-le ja GP-le kui TP. Statistiliselt olulist (p < 0,05) massi suurenemist viiest androgee-
nisoltuvast sihtkoest (VP, LABC, GP, CG ja SVCG) vihemalt kahe puhul tuleks lugeda androgeeniagonisti tuvasta-
mise mdttes positiivseks tulemuseks ja koigi sihtkudede puhul peaks olema ndha vihemalt mingisugust kasvu.
Koikide isassuguorganite kudede reageerimise kombineeritud hindamiseks voib kasutada mitmest korrelatsioona-
naliiiisi. See voib tdsta analiiiisi kvaliteeti, eelkdige juhtudel, kui ainult {ihe koe reaktsioon on statistiliselt oluline.

61. Androgeeniantagonismi puhul tuleks kontrollrithmale manustada ainult vérdlusandrogeeni (ainult testosteroon-
propionaati). Uuritava kemikaali toimimisviisi omadused voivad p&hjustada eri kudede suhteliselt erinevat reagee-
rimist; nditeks 5a-reduktaasi inhibiitorid, nagu finasteriid, mdjutavad tugevamini ventraalset eesnddret kui muid
kudesid, vorreldes tugevate androgeeniretseptori antagonistidega nagu flutamiid. Statistiliselt olulist (p < 0,05)
massi vihenemist viiest androgeenisdltuvast sihtkoest (VP, LABC, GP, CG ja SVCG) vihemalt kahe puhul, vorreldes
ainuiitksi TP-d saanud kontrollrithmaga, tuleks lugeda androgeeniantagonisti tuvastamise mdttes positiivseks tule-
museks ja koigi sihtkudede puhul peaks olema niha vihemalt mingil maaral vahenenud kasvu. Koikide isassu-
guorganite kudede reageerimise kombineeritud hindamiseks voib kasutada mitmest korrelatsioonanaliiiisi. See
voib tdsta analiiiisi kvaliteeti, eelkdige juhtudel, kui ainult iihe koe reaktsioon on statistiliselt oluline.

62. Andmed tuleks esitada kokkuvdtliku tabelina: keskvaartus, keskviddrtuse standardviga (sobib ka standardhilve) ja
iga rithma valimi suurus. Samuti tuleks lisada tiksikandmete tabelid. Tuleks uurida kontrollrithma konkreetseid
védrtusi, keskvédrtust, keskvédrtuse viga (standardhalvet) ja variatsioonikoefitsienti (CV), et teha kindlaks, kas need
vastavad varasemate vairtustega kooskola kriteeriumidele. CV véirtused, mis tiletavad tabelis 1 (vt punktid 25
ja 26) esitatud CV védrtusi iga organi massi puhul, peaksid nditama, kas andmete lugemisel voi registreerimisel on
tehtud vigu voi kas labor ei ole veel saavutanud androgeenisltuvate kudede viljaldikamiseks vajalikku meisterlik-
kust ja vaja oleks tiiendavat koolitust vdi harjutamist. Uldiselt on CV-d (saadakse standardhilbe jagamisel organi
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massi keskviirtusega) eri laborite ja eri uuringute tulemuste vordlemisel korratavad. Esitatud andmed peaksid
hélmama vahemalt jirgmist: ventraalse eesnddrme, seemnepdiekeste, levator ani ja bulbocavernosus lihaste, Cowperi
nddrmete, suguti pea, maksa ja keha mass ning kehamassi muutus dooside manustamise algusest kuni lahkami-
seni. Voib esitada ka parandatud andmed, millesse on kovariatsiooni abil tehtud kehamassi muutumist arvestavad
parandid, kuid see ei tohiks asendada korrigeerimata andmete esitamist. Lisaks sellele, kui eesnaha eraldumist
(preputial separation, PPS) mdnes rithmas ei esine, tuleks registreerida PPS ja vorrelda seda statistiliselt olukorraga
kontrollrithmas, kasutades Fisheri tdpset testi.

63.  Arvutisse sisestatud andmete kontrollimisel vordluses originaalandmete lehtedega tuleb hoolikalt uurida organite
kaalu vairtusi, mis ei ole bioloogiliselt usutavad voi erinevad rohkem kui kolm standardhilvet vastava katserithma
keskvédartusest; sellised andmed tuleb vdib-olla vilja jitta kui tdendolised registreerimisvead.

64. Sageli on uuringu tulemuste vordlemine OECD CV viirtustega (tabel 1) tdlgendamise oluline etapp, mis niitab
uuringu tulemuste kehtivust. Laboris tuleks sailitada vordlusrithmade kohta kogutud varasemaid andmeid. Samuti
tuleks laboris sdilitada andmed positiivsete vordluskemikaalide nagu TP ja FT toime kohta. Laborid vdivad perioo-
diliselt testida ka teadaolevalt norkade androgeeniagonistide ja -antagonistide toimet ning siilitada need andmed.
Neid andmeid voib vorrelda kittesaadavate OECD andmetega selle kontrollimiseks, et labori meetodid annavad
piisava statistilise tdpsuse ja vdimsuse.
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1. liide

MOISTED
Androgeenne - termin, millega kirjeldatakse positiivset mdju androgeenisdltuvate kudede kasvule.
Antiandrogeenne - kemikaali vdime alla suruda testosteroonpropionaadi toimet imetajate organismile.

Doos - manustatav uuritava kemikaali kogus. Hershbergeri biokatse puhul viljendatakse doosi uuritava kemikaali
massina katselooma kehamassi ithiku kohta pdevas (niiteks mg kehamassi kg kohta pdevas).

Doseerimine — iildmdiste, mis hdlmab doosi, dooside manustamise sagedust ja kestust.

Kemikaal - aine voi segu.

Spetsiifilisus — katsemeetodi vdime digesti kindlaks mairata kemikaale, millel ei ole katsega kontrollitavat omadust.
Suremas olev — termin, millega kirjeldatakse surmaeelses seisundis looma.

Siinnijirgne pdev X — X. elupdev pdrast siinnikuupieva.

Siinnikuupiev — siinnijirgne piev 0 (PND 0).

Tundlikkus — katsemeetodi voime Gigesti kindlaks méddrata kemikaale, millel on katsega kontrollitav omadus.
Uuritav kemikaal - iga aine vdi segu, mida uuritakse kiesoleva katsemeetodi abil.

Valideerimine — teaduslik menetlus, mille eesmirk on iseloomustada katsemeetodi libiviimise ndudeid ning tdendada
meetodi usaldusvddrsust ja asjakohasust konkreetse eesmirgi saavutamiseks.



Mirkus: dokumendi on koostanud juhenddokumentide programmi sekretariaat vastavalt kokkuleppele, mis saavutati EDTA t66riihma 6. koosolekul

2. liide

Sisesekretsioonisiisteemi kahjustavate kemikaalide kontrollimise ja hindamise OECD kontseptuaalne raamistik

Tase 1

Sortimine ja prioriteedi omistamine
olemasoleva teabe pShjal

biolagunevus

— fitisikalised ja keemilised omadused, nt molekulmass, reaktsioonivdime, lenduvus,

— inimese ja keskkonna kokkupuude, nt tootmismaht, heide keskkonda, kasutusviisid
— ohud, nt olemasolevad toksikoloogiaandmed

Tase 2
Invitro katsed, mis annavad andmeid
mehhanismi kohta

— OR, AR, TR retseptorile sidumise afiinsus
— Transkriptsiooni aktiveerimine
— Aromataas ja steroidogenees in vitro

— Ariiiilsiisivesinike retseptori dratundmine/sidumine

— kvantit. strukt.-aktiivsuse sdltuvused (QSAR)

— Suure joudlusega sdeluuringud
— Kilpndarmefunktsioon

— Kala hepatotsiiiitide vitellogeniini
(VTG) katse

— Muud (vastavalt vajadusele)

l Tase 3

In vivo assays katsed, mis annavad
andmeid ithe hormooni kohta

Mehhanismid ja toimed

— Uterotroofne katse (strogeenid)

— Hershbergeri katse (androgeenid)

— Hormooni retseptorisdltumatu toime
— Muud (nt kilpnire)

— Kala VTG (vitellogeniin)
katse (6strogeenid)

Tase 4

In vivo assays katsed, mis annavad

andmeid mitme hormooni kohta

— Tdhustatud OECD 407 (néitajad
pdhinevad endokriinmehhanismidel)

— Isas-ja emasloomade puberteedikatsed

— Taiskasvanud opereerimata isasloomade

— Kala sugundirniete
histopatoloogia katse
— Kullese metamorfoosi katse

Invivo katsed, mis annavad andmeid
endokriinse jm mehhanismi
pdhjustatud toime kohta

Mehhanismid ja toined
katse
— 1-pdlvkonna-katse (t3hustatud TG415)"
Tase 5 — 2-pdlvkonna-katse (t3hustatud TG416)"

— reproduktiivsdelumiskatse (tBhustatud
TG421)"

— kombineeritud 28 paeva |
reproduktiivsdelumise katse (t5hustatud TG
422)!

'VMG mamm kaalub v&imalikke t3hustamisi

— Osalise ja tdiseluringi katsed
kalade, lindude, kahepaiksete
ja selgrootutega (areng ja
paljunemine)

VMG mamm: imetajatega tehtavate katsete valideerimist ja hindamist juhtiv rithm

¥10C'8°1C
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MARKUSED RAAMISTIKU JUURDE

Markus 1: koigile tasemetele on voimalik siseneda ja koigilt tasemetelt on voimalik véljuda; see oleneb sellest, millist
teavet on vaja saada ohtude ja riskide hindamiseks.

Markus 2: tasemel 5 peaks okotoksikoloogia hdlmama niitajaid, mis niitavad kahjuliku mdju mehhanisme ja vdima-
likku kahju elanikkonna jaoks.

Markus 3: kui mitme nitaja kohta tulemusi andev katsemudel holmab nditajaid, mida miiratakse iihe nditaja kohta
tulemusi andva katsega, peaks nimetatud mudel asendama iihe niitaja kohta tulemusi andva katsed.

Markus 4: iga kemikaali tuleks eraldi hinnata, vttes arvesse kogu olemasolevat teavet ja pidades silmas raamistiku tase-
mete funktsiooni.

Markus 5: praegust raamistikku ei tuleks kisitleda kdike holmavana. Tasemetel 3, 4 ja 5 hdlmab raamistik katseid, mis
on juba kittesaadavad voi valideerimine on kidimas. Viimast asjaolu arvestades on need ajutiselt lisatud. Kui
need on vilja to6tatud ja valideeritud, saab need ametlikult lisada raamistikku.

Markus 6: raamistikust ei tohiks niimoodi aru saada, et tasemel 5 on iiksnes 16plikud katsed. Arvestatakse, et osutatud
tasemel olevad katsed aitavad kaasa tildisele ohtude ja riskide hindamisele.
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B.56. LAIENDATUD UHE POLVKONNA REPRODUKTIIVTOKSILISUSE UURING

SISSEJUHATUS

1. Kdiesolev katsemeetod on samaviirne OECD katsejuhendiga nr 443 (2012). See pdhineb Rahvusvahelise Biotea-
duste Instituudi (Life Science Institute, ILSI), Tervise- ja Keskkonnateaduste Instituudi (Health and Environmental
Sciences Institute, HESI), pdllumajanduskemikaalide ohutuse hindamise (Agricultural Chemical Safety Assessment,
ACSA) tehnilise komitee ettepanekul votta aluseks elujargu F, laiendatud ithe pdlvkonna reproduktiivtoksilisuse
uuring, mille on avaldanud Cooper et al., 2006 (1). Uuringu eeskirja on tiiustatud ja selgitatud,et tagada paindlik-
kust ja réhutada, et oluline on alustada olemasolevatest teadmistest ja kasutada uuringu suunamiseks ja kohanda-
miseks elusloomadega tehtud tdhelepanekuid. Kdesolevas katsemeetodis on iiksikasjalikult kirjeldatud laiendatud
tithe pdlvkonna reproduktiivtoksilisuse uuringu labiviimist. Katsemeetodis kirjeldatakse kolme F,-loomade kohorti:

kohort 1: hinnatakse paljunemist ja arengut iseloomustavaid niitajaid; seda kohorti voib laiendada, et holmata
F,-pdlvkond;

kohort 2: hinnatakse kemikaaliga kokkupuute vdimalikku mé&ju arenevale nérvisiisteemile;

kohort 3: hinnatakse kemikaaliga kokkupuute voimalikku méju arenevale immuunsiisteemile.
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2. Otsused selle kohta, kas hinnata teist pdlvkonda ja jitta dra arenguhiireid pShjustava neurotoksilisuse kohort
ja[voi arenguhiireid pdhjustava immunotoksilisuse kohort, peaksid pohinema olemasolevatel teadmistel uuritava
kemikaali kohta, samuti mitmesuguste reguleerivate asutuste vajadustel. Katsemeetodi eesmirk on anda tiksikasja-
list teavet selle kohta, kuidas uuringut v&ib teostada ja kuidas iga kohorti tuleks hinnata.

3. Otsustamise kord, millise sisekriteeriumi pdhjal algatatakse 2. polvkonna uuring, on kirjeldatud OECD suunisdo-
kumendis 117 (39) reguleerivate asutuste jaoks, kes kasutavad sisekriteeriume.

LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD

4.  Laiendatud tthe pdlvkonna reproduktiivtoksilisuse uuringu peamine eesmirk on hinnata konkreetseid eluetappe,
mida ei holma muud tiipi mirgisuse uuringud, ja uurida toimet, mis vdib ilmneda kemikaaliga siinnieelse ja
-jargse kokkupuute puhul. Paljunemisfunktsiooniga seotud nditajate uurimiseks on kavandatud, et esimese etapina
tuleb vdimaluse korral kasutada korduvdoosi uuringutest saadud teavet (sh reproduktiivtoksilisuse sdeluuringud,
nagu OECD katsejuhend 422 (32)) voi kiireid sisesekretsioonisiisteemi hdirivate kemikaalide sdelkatseid (nt utero-
troofne katse, katsemeetod B.54 (36), ja Hershbergeri katse, katsemeetod B.55 (37)), et teha kindlaks m&ju isas- ja
emasloomade reproduktiivorganitele. See vdib hdlmata spermatogeneesi (munandite histopatoloogia) isasloomadel
ning innatsiikleid, folliikulite loendamist v6i munarakkude valmimist ja munasarjade kahjustusi (histopatoloogia)
emasloomadel. Laiendatud ithe pdlvkonna reproduktiivtoksilisuse uuring vdimaldab leida paljunemisega seotud
nditajaid, mille madramiseks on vaja isasloomade suhtlemist emasloomadega, emasloomade vastastikust toimet
areneva lootega ning emasloomade suhtlemist jirglaste ja F,-pdlvkonnaga kuni ajani parast seksuaalse kiipsuse
saabumist (vt kdesolevat katsemeetodit toetav OECD juhenddokument nr 151 (40)).

5. Katsemeetod on kavandatud selleks, et hinnata kemikaaliga siinnieelse ja -jargse kokkupuute méju arengule,
samuti selleks, et pohjalikult hinnata siisteemset toksilisust tiinete ja imetavate emasloomade, noorte ja tdiskas-
vanud jdrglaste puhul. Katsega tahetakse tiksikasjalikult uurida peamisi arenguga seotud niitajaid, nagu jirglaste
eluvdime, vastsiindinute terviseseisund, siinniaegsed arenguniitajad ning fuiisiline ja funktsionaalne areng kuni
tdisikka joudmiseni, et teha kindlaks konkreetsed sihtelundid jirglaste puhul. Lisaks annab uuring teavet uuritava
kemikaali m&ju kohta tdiskasvanud isas- ja emasloomade reproduktiivsiisteemi kahjustuste ja toimimise kohta vdi
kinnitab sellist teavet. Muu hulgas vaadeldakse jirgmisi niitajaid: gonaadide toimimine, innatsiikkel, spermatosoi-
dide kiipsemine munandimanustes, paaritumiskditumine, viljastumine, tiinus, poegimine ja imetamine. Lisaks
voimaldab arenguhdireid pdhjustava neurotoksilisuse ja arenguhéireid pShjustava immuuntoksilisuse kohta saadav
teave iseloomustada mdju nimetatud siisteemidele. Nende katsetega saadavad andmed peaksid vdimaldama
maédrata tiheldatavat kahjulikku toimet mitteavaldava doosi (NOAEL), vahima tiheldatavat kahjulikku toimet aval-
dava doosi (LOAEL) ja[vdi vOrdlusdoosid mitmesuguste nditajate puhul ning vdimaldama selgitada varasemates
korduvdoosi uuringutes tiheldatud m&ju voi aitama kavandada edasisi uuringuid.

6.  Katse-eeskirja skeem on esitatud joonisel 1. Uuritavat kemikaali manustatakse erinevates doosides pidevalt
mitmele sugukiipsete isas- ja emasloomade rithmale. Vanemate (P) pdlvkonna katseloomadele manustatakse kemi-
kaali teatava aja jooksul enne paaritumist (aeg valitakse uuritava kemikaali kohta teadaoleva teabe alusel, kuid
vihemalt kaks nddalat) ja kaheniddalase paaritumisperioodi ajal. P isasloomadele manustatakse kemikaali vahemalt
kuni F -jdrglaste vddrutamiseni. Kemikaali tuleks neile manustada vihemalt 10 nddala jooksul. Kemikaali voib
manustada ka kauem, kui on vaja selgitada mdju paljunemisele. P-pdlvkonna emasloomadele jitkatakse kemikaali
manustamist tiinuse ja imetamise ajal kuni katse ldpetamiseni pdrast jirglaste voorutamist (st 8-10 nidalat).
F,-jarglastele manustatakse uuritavat kemikaali edasi vddrutusperioodist kuni tdiskasvanuks saamiseni. Kui hinna-
takse teist polvkonda (vt OECD juhenddokument nr 117 (39)), jitkatakse F,-jdrglastele kemikaali manustamist
kuni F,-pdlvkonna vddrutamiseni vdi uuringu 18petamiseni.

7. Koikidel loomadel tehakse kliinilisi vaatlusi ja patoloogilisi uuringuid miirgistuse siimptomite tuvastamiseks; erilist
tihelepanu pooratakse isas- ja emasloomade reproduktiivsiisteemi rikkumatusele ja selle toimimisele, samuti
jarglaste tervisele, kasvule, arengule ja toimimisele. Vodrutamise ajal mairatakse valitud jirglased allrithmadesse
(kohordid 1-3, vt punktid 33 ja 34 ning joonis 1) edasiseks uurimiseks, mis hdlmab seksuaalse kiipsemise, sugue-
lundite struktuurikahjustuste ja toimimise, neuroloogiliste ja kditumuslike niitajate ning immuunfunktsioonide
uurimist.

8. Uuringu tegemisel jargitakse juhtpShimotteid ja kaalutlusi, mis on esitatud OECD juhenddokumendis nr 19
ohutuse hindamisel kasutatavatel katseloomadel avalduvate kliiniliste tunnuste kui humaansete nitajate kindlaks-
tegemise, hindamise ja kasutamise kohta (34).
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9. Kui on olemas piisav arv uuringuid, et teha kindlaks uue uurimismeetodi maju, vaadatakse katsemeetod libi ja
vajaduse korral muudetakse, et votta arvesse saadud kogemused.

Joonis 1

Laiendatud iihe pdlvkonna reproduktiivtoksilisuse uuringu skeem

P-polvkonna
loomade lahkamine

)

Dooside manustamine
Paarituseelne Paaritus Paaritusjargne
Pg 2 nddalat 2 nddalat 6 nidalat
‘ Po ‘ 2 nédalat 2 nédalat Tiinus Imetamine
‘ F Emakasisene areng Voorutuseelne | Vodrutusjirgne
Viinemate Kohort Oistarve Loomifkohort Sugukup?use Ligikaudne vanus lahkamisel
polvkond saabumine (nddalad)
1A Reproduktiivtoks | 20M+20N Jah 13
Eesmark on 1B Reproduktiivtoks | 20M+20N Jah 14 vbi 20-25, kui algatatakse
20 2A Neurotoksilisus | 10M+ 10N @ Jah 11-12
pesakonda/ 2B Neurotoksilisus | 10M+ 10N @ Ei 3
rithm 3 Immuuntoksilisus | 10M+ 10N @ Jah 3
Ulejadk Varuloomad Ei 3

@ iiks pesakonna kohta ja esindab v6imaluse korral kokku 20 pesakonda

MEETODI KIRJELDUS JA KATSE ETTEVALMISTAMINE

Loomad
Loomaliigi ja -liini valimine

10.  Reproduktiivtoksilisuse katses kasutatava loomaliigi valimist tuleks hoolikalt kaaluda ja votta arvesse kogu kitte-
saadav teave. Kuna rotiga on olemas viga palju taustaandmeid ja on vdimalikud vdrdlused iildise miirgisuse katse-
tega, on eelistatud liigiks tavaliselt rott ning kiesolevas meetodi kirjelduses esitatud kriteeriumid ja soovitused
kehtivad roti kohta. Kui kasutatakse muud liiki, tuleks seda pdhjendada ja teha asjaomased muudatused katse-
eeskirjas. Liine, kellel on madal sigivus vdi kellel teatakse olevat iseeneslikke arenguhiireid, ei tohiks kasutada.

Vanus, kehamass ja katses kasutamise kriteeriumid

11.  Vanematena (parent, P) tuleks kasutada terveid loomi, keda ei ole varem katsetes kasutatud. Tuleks uurida nii isas-
kui ka emasloomi ja emasloomad peaksid olema poegimata ja mitte tiined. P-loomad peaksid olema saavutanud
sugukiipsuse, olema dooside manustamise alguses sarnase kehamassiga (samast soost loomade hulgas), olema
paaritamise ajal sarnases vanuses (ligikaudu 90 pdeva) ning olema tiiipilised uuringus kasutatava loomaliigi ja --
liini jaoks. Loomadel tuleks parast saabumist lasta vahemalt 5 pdeva aklimatiseeruda. Loomad mdiratakse juhuva-
liku alusel kontroll- ja doosirithmadesse niimoodi, et rithmades olevate loomade kehamassi keskvaartused oleksid
vorreldavad (st +20 % keskvdartusest).

Pidamis- ja sootmistingimused

12.  Loomade katseruumi temperatuur peaks olema 22 °C (+3 °C). Suhteline dhuniiskus peaks olema 30-70 %, ideaal-
juhul 50-60 %. Kunstlik valgustus peaks olema jargmine: 12 tundi valgust, 12 tundi pimedust. Kasutada v&ib
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tavapirast katseloomadele ettendhtud so6ta ning joogivee hulk peab olema piiramatu. Erilist tihelepanu tuleks
poorata sooda futodstrogeenisisaldusele, kuna fiitodstrogeenide suur sisaldus s66das vib mdjutada reproduktiiv-
funktsiooni médratavaid niitajaid. Soovitatakse kasutada standarditud, teadaoleva koostisega s66ta, milles ostro-
geensete kemikaalide sisaldus on vihendatud (2, 30). Soodavalikut vdib mdjutada vajadus kindlustada sobiva lisa-
segu lisamine, kui uuritavat kemikaali manustatakse sellisel viisil. Tuleks mdarata uuritava kemikaali sisaldus,
homogeensus ja stabiilsus kandeaines. Soodas ja joogivees tuleks korrapdraselt mairata saasteainete sisaldus.
Uuringu ajal kasutatud iga s66dapartii proovid tuleks siilitada sobivates tingimustes (nt killmutatult —20 °C juures)
kuni uuringu 18puni juhuks, kui tulemustest selgub, et s66da komponente oleks vaja tdiendavalt uurida.

13.  Loomad peavad olema puurides viikeste rithmadena, igas puuris on samast soost ja sama doosirithma loomad.
Loomi voib hoida ka iiksikult, et viltida vdimalikke vigastusi (nt isasloomad piérast paaritumisperioodi). Paaritu-
mine peab toimuma selleks ettendhtud sobivates puurides. Kui on saadud tdendid kopulatsiooni kohta, paiguta-
takse tiineks peetavad emasloomad eraldi poegimis- vdi pesakonnapuuridesse ja varustatakse nad ettendhtud
sobiva ja kindlaksmairatud pesamaterjaliga. Pesakondi peetakse koos emaga kuni vddrutamiseni. F,-loomi tuleb
pidada viikeste rithmadena, igas puuris on samast soost ja sama doosirithma loomad vddrutusperioodist kuni
uuringu 18petamiseni. Kui see on teaduslikult pdhjendatud, voib loomi pidada tiksikult. Fiitodstrogeenide sisaldus
valitud allapanumaterjalis peaks olema minimaalne.

Loomade arv ja mdrgistamine

14.  Tavaliselt peaks igas doosi- ja kontrollrithmas olema piisav arv paarituvaid loomi, nii et igas doosirithmas oleks
vihemalt 20 tiinet emaslooma. Eesmirk on saada piisavalt tiinusjuhtumeid, et oleks vdimalik mdistlikult hinnata
kemikaali vdimet mojutada P-pdlvkonna viljakust, tiinust ja vanemakaitumist ning F,-pdlvkonna jirglaste kasvu ja
arengut viljastumisest kuni sugukiipsuseni. Kui vajalikku arvu tiineid loomi ei saada, ei tdhenda see veel tingimata
katse kehtetuks tunnistamist; iga iiksikjuhtu tuleb eraldi hinnata ja kaaluda, kuivord see voib méjutada uuritava
kemikaali hindamist.

15. Igale P-loomale omistatakse kordumatu tunnusnumber enne dooside manustamise algust. Kui varasemad labori-
andmed niitavad, et olulisel osal emasloomadest ei tarvitse esineda korrapdraseid innatsiikleid (4 voi 5 péeva),
soovitatakse enne dooside manustamise algust hinnata innatsiikleid. Alternatiivina voib rithmasid suurendada, et
vihemalt 20 emasloomal igas rithmas oleksid tagatud korrapirased innatsiiklid (4 voi 5 pdeva) dooside manusta-
mise alguses. Vastsiindinute esmakordsel vaatlusel siindimispéeval voi siindimisele jirgneval pdeval (postnatal day,
PND) 0 vdi 1 margistatakse koik F -jirglased kordumatu mirgisega. Andmeid F -jirglaste ja, vajaduse korral,
Fjarglaste paritolupesakonna kohta tuleb siilitada kogu uuringu jooksul.

Uuritav kemikaal

Olemasolev teave uuritava kemikaali kohta

16.  Oluline on libi vaadata olemasolev teave, et teha otsused manustamisviisi, kandeaine, loomaliigi, dooside valiku
kohta, samuti otsused dooside manustamise ajakava voimaliku muutmise kohta. Laiendatud iihe pdlvkonna repro-
duktiivtoksilisuse uuringu kavandamisel tuleks seepdrast votta arvesse kogu asjakohane olemasolev teave: uuritava
kemikaali fiiiisikalis-keemilised ja toksiko-kineetilised omadused (sealhulgas liigispetsiifiline metabolism), toksiko-
diinaamilised omadused, struktuuri-aktiivsuse sdltuvused (SAR), in vitro kindlaks tehtud metaboolsed protsessid,
miirgisuse uuringute tulemused ja asjakohane teave struktuurianaloogide kohta. Esialgset teavet imendumise,
jaotumise, metabolismi ja viljutamise (ADME) ning bioakumulatsiooni kohta voib tuletada keemilisest struktuu-
rist, fuiisikalis-keemilistest andmetest, plasmavalkude sidumise ulatusest voi toksiko-kineetilistest (TK) uuringutest,

samal ajal kui miirgisusuuringute tulemused annavad lisateavet, nt NOAELi, metabolismi voi selle indutseerimise
kohta.

Toksiko-kineetiliste andmete kaalumine

17.  Kuigi TK andmeid ei nduta, vdivad varasemad TK andmed doosivahemiku médiramise vdi muudest katsetest olla
uuringu kavandamisel, dooside valimisel ja tulemuste tdlgendamisel olla vdga kasulikud. Eriti kasulikud on
andmed, mis: 1) lubavad kontrollida areneva loote ja poegade kokkupuudet uuritava kemikaaliga (v3i asjakohaste
metaboliitidega), 2) véimaldavad saada sisemise dosimeetria hinnangu ja 3) vdimaldavad hinnata véimalikke



21.8.2014 Euroopa Liidu Teataja L 247/63

doosist soltuvaid kiillastunud kineetilisi protsesse. Tdiendavaid TK andmeid, nditeks metaboliidiprofiile, kontsen-
tratsiooni-aja kdveraid jne, tuleks samuti arvesse votta, kui need on kittesaadavad. Tdiendavaid TK andmeid voib
koguda ka pohikatse ajal tingimusel, et see ei takista pdhiuuringu nitajate kogumist ja t6lgendamist.

Uldjuhul on laiendatud ithe pdlvkonna reproduktiivtoksilisuse uuringu kavandamisel kasulikud jirgmised TK
andmed:

— hiline tiinus (nt 20. paev pérast tiinestumispdeva) — emalooma veri ja loote veri;
— keskmine imetamisperiood (PND 10) — ema veri, jirglaste veri ja/vdi piim;
— varajane vodrutusjirgne periood (nt PND 28) — vddrutatud poegade vereproovid.

Konkreetsete analtiiisitavate ainete (nt lihtekemikaal ja/voi metaboliidid) ja proovivotmise kava kindlaksmiidra-
misel tuleks olla paindlik. Naiteks sdltub teataval proovivotupieval vdetavate proovide arv ja votmise aeg kokku-
puutumisteest ja eelteadmistest TK omaduste kohta mittetiine looma puhul. Kui uuritavat kemikaali manustatakse
soodaga, on piisav, kui proove vdetakse kdikidel pdevadel iihel sobival ajal; dooside manustamisel sondi kaudu
voib vaja olla tdiendavaid proovivotuaegu, et saaks paremini hinnata sisemiste dooside vahemikku. Siiski ei ole
vaja tthelgi proovide votmise pdeval saada kontsentratsiooni ajast sdltuvuse téielikku kdverat. Vajaduse korral voib
tihes pesakonnas kummastki soost loodete ja vastsiindinute vereproovid koondada.

Manustamistee

18. Manustamistee valimisel tuleks arvestada kokkupuuteviise, mis on inimese kokkupuute puhul kdige asjakoha-
semad. Kuigi katse-eeskiri on koostatud nii, et uuritavat kemikaali manustatakse soodaga, vdib seda muuta, et
manustada kemikaali muul viisil (joogivee, sondi kaudu, sissehingamise teel, naha kaudu), olenevalt kemikaali
omadustest ja teabest, mida tahetakse saada.

Kandeaine valimine

19.  Vajaduse korral lahustatakse voi suspendeeritakse uuritav kemikaal sobivas kandeaines. Soovitatakse vdimaluse
korral kaaluda kdigepealt vesilahuse/suspensiooni kasutamist, seejirel Slilahuse/6lisuspensiooni (nt maisidli) kasu-
tamist. Muu kandeaine kui vee puhul tuleks teada kandeaine miirgiseid omadusi. Tuleks viltida selliste kandeainete
kasutamist, mis vOivad ise olla miirgised (nt atsetoon, dimetiiiilsulfoksiid). Tuleks mdirata uuritava kemikaali
stabiilsus kandeaines. Kandeaine vdi muu lisaaine kasutamisel tuleks kaaluda jargmist: nende mé&ju uuritava kemi-
kaali imendumisele, jaotumisele, metabolismile vdi peetumisele organismis; moju uuritava kemikaali keemilistele
omadustele, mis vdib muuta selle toksilisi omadusi, ning mdju loomade s66da- vdi veetarbimisele voi toitumu-
sele.

Doosi valimine

20.  Tavaliselt peaks uuring hdlmama vihemalt kolme doosimiira ja samaaegset kontrolli. Sobiva doositaseme vali-
misel peab uurija arvestama kogu kittesaadavat teavet, sealhulgas varasemate uuringutega dooside kohta saadud
teavet, tiinete ja mittetiinete loomadega saadud toksiko-kineetilisi andmeid, imetamisel piimaga edasikandumise
ulatust ja inimeste kemikaaliga kokkupuute hinnanguid. Kui on olemas TK andmed, mis nditavad TK-protsesside
kiillastumist dooside suurendamise korral, tuleks véltida suurte dooside kasutamist, mille juures selgelt esineb kiill-
astumine, loomulikult tingimusel, et inimeste kokkupuude on eeldatavasti tunduvalt allpool kiillastumispunkti
joudmist. Sellistel juhtudel peaks suurim doos olema murdepunkti kohal vdi veidi ile selle punkti, kus algab
mittelineaarne toksiko-kineetika.

21.  Kui asjakohased TK andmed puuduvad, peaksid doositasemed pdhinema miirgisusel, kui neid ei piira uuritava
kemikaali futisikalis-keemilised omadused. Kui doositasemed pShinevad miirgisusel, valitakse kdrgeim doos nii, et
see pohjustaks teatavat siisteemset toksilisust, kuid mitte loomade surma ega tdsiseid kannatusi.

22.  Doosiméddrade alanev jirjestus tuleks valida nii, et nididata doosiga seotud mdju ja teha kindlaks tiheldatavat
kahjulikku toimet mitteavaldav doos vdi m&ju avastamise piiri ldhedane doos, mis voimaldaks leida vordlusdoosi
koige tundlikuma(te) niitaja(te) jaoks. Sageli on optimaalsed kahe- voi neljakordsed dooside vahemikud, et dooside
vahemik NOAELi ja LOAELI vahel ei oleks liiga suur. Viga suure doosivahemiku (nt iile 10 korra) kasutamisele on
sageli eelistatav neljanda doosirithma lisamine.
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23.  Kontrollrithma loomi koheldakse samamoodi kui doosirithma loomi, vilja arvatud uuritava kemikaali manusta-
mine. Kontrollrithm on rithm, kellele doose ei manustata v6i manustatakse kahjutut ainet voi kandeainet, kui uuri-
tava kemikaali manustamisel kasutatakse kandeainet. Kui kasutatakse kandeainet, saab kontrollrithm kandeainet
suurimas kasutatud mahus.

Piirsisalduskatse

24.  Kui korduvdoosi uuringutes ei ole leitud tdendeid miirgisuse kohta doosis vihemalt 1 000 mg kehamassi kg
kohta pdevas vdi kui andmete pdhjal, mis on saadud struktuuri v3i metabolismi poolest sarnaste kemikaalidega
(metabolism on in vivo voi in vitro andmete jirgi sarnane), ei pruugi mitme doositasemega uuring olla vajalik.
Sellisel juhul vdiks laiendatud ithe pdlvkonna reproduktiivtoksilisuse uuringu teha kontrollrithma ja ainult the
doosirithmaga, milles doos on 1 000 mg kehamassi kg kohta péevas. Kui aga sellise piirsisalduskatsega leitakse
tdendeid reproduktiivtoksilisuse voi arenguhdireid pohjustava toksilisuse kohta, tuleb teha uuring madalamate
doositasemetega, et leida NOAEL. Sellised kaalutlused piirsisalduskatse kohta kehtivad ainult juhul, kui inimese
kokkupuude ei viita sellele, et on vaja uurida kdrgemat doositaset.

EESKIRJAD

Jirglaste kokkupuude

25.  Kemikaali manustamine sooda kaudu on eelistatud meetod. Sondiuuringute tegemise kohta tuleks markida, et
imetatavad pojad saavad uuritavat kemikaali tavaliselt iiksnes kaudselt, piimaga; otsene dooside manustamine
algab nende jaoks voorutamise ajal. S66da vdi joogiveega manustamise uuringutes hakkavad pojad uuritavat
kemikaali otse saama siis, kui nad imetamisperioodi viimasel niddalal hakkavad ise s66ma. Kui uuritavat kemikaali
eritub piima sisse vihe ja kui ei saa tdendada jirglaste pidevat kokkupuudet kemikaaliga, tuleks kaaluda uuringu
korralduse muutmist. Sellistel juhtudel tuleks kaaluda vahetut manustamist poegadele imetamise ajal, vottes
arvesse TK kohta olemas olevat teavet, toksilisust jirglastele vdi muutusi biomarkerites (3, 4). Enne imetatavatele
poegadele dooside otsese manustamise uuringu tegemist tuleks hoolikalt kaaluda eeliseid ja puudusi (5).

Doseerimise ajakava ja doseerimine

26. Teave innatsiiklite, isas- ja emassuguelundite histopatoloogia ja munandi/munandimanuse spermaanaliiiisi kohta
voib olla juba varem saadud piisavalt pikkade korduvdoosiuuringutega. Laiendatud ithe pdlvkonna reproduktiiv-
toksilisuse uuringus valitakse paarituseelse dooside manustamise kestus nii, et niha mdju funktsionaalsetele
muutustele, mis vdivad segada paaritumiskditumist ja viljastamist. Paarituseelne dooside manustamine peab olema
piisavalt pikk, et saavutada piisioleku kokkupuutetingimused P pdlvkonna emas- ja isasloomade puhul. Enamikul
juhtudest peetakse molema soo puhul piisavaks kahenddalast dooside manustamist enne paaritumist. Emasloo-
made puhul hdlmab see 3-4 tiielikku innatsiiklit ja see peaks olema piisav, et avastada kdik kahjulikud m&jud
innatsiiklile. Isasloomade puhul vastab see ajale, mis kulub kiipseva spermatosoidi liikumiseks 14bi munandima-
nuse, ja see peaks lubama avastada paaritamisel munandijirgse moju spermale (spermatogeneesi 18ppstaadiumides
ja munandimanuses kiipsemise ajal). Uuringu [dpetamise ajaks, kui uuritakse munandi ja munandimanuse histopa-
toloogiat ja tehakse sperma nditajate analiiis, on P- ja F,-polvkonna isasloomad uuritava kemikaaliga
kokku puutunud vihemalt iithe tiieliku spermatogeneesi protsessi jooksul (6, 7, 8, 9) ja OECD juhenddokument
nr 151 (40)).

27.  Paaritumiseelse kokkupuute stsenaariume isasloomade puhul voiks kohandada, kui varasemate uuringutega on
selgelt kindlaks tehtud miirgisus munandite jaoks (spermatogeneesi hdired) v6i mdjud seemnerakkude struktuurile
ja funktsioonile. Samamoodi v6ib emasloomade puhul olla pdhjendatud kokkupuutestsenaariumi muutmine, kui
on teada, et uuritav kemikaal mojutab innatsiiklit ja seega tiinestumisvdimet. Erijuhtudel véib olla lubatav, et
P-pdlvkonna emasloomadele hakatakse uuritavat kemikaali manustama alles parast seda, kui on saadud sperma
suhtes positiivne tupedie (vt OECD juhenddokument nr 151 (40)).

28.  Kui paaritumiseelne kemikaali manustamise periood on kindlaks madratud, tuleks uuritavat kemikaali loomadele
pidevalt manustada 7 pdeval nddalas kui lahkamiseni. Koigile loomadele tuleks uuritavat kemikaali manustada
sama meetodiga. Dooside manustamist tuleks jitkata 2-nddalase paaritumisperioodi jooksul ja P-pdlvkonna emas-
loomadele kogu tiinuse ja imetamise viltel kuni uuringu 16petamiseni pdrast vodrutamist. Isasloomadele tuleb
doose manustada samal viisil kuni katse 16petamiseni, kui F,-pdlvkonna loomad v&orutatakse. Lahkamise juures
tuleks eelkdige pidada kinni emaste lahkamise ajakavast, kuna emasloomad tuleks lahata iihel ja samal voi
lahedasel imetamispdeval. Isasloomade lahkamine v&ib jaotuda suuremale arvule pievadele, olenevalt labori
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voimalustest. Kui otsest dooside manustamist ei ole alustatud juba imetamise ajal, alustatakse valitud F,-polvkonna
isas- ja emasloomadele kemikaali otsest manustamist vodrutamise ajal ja seda tuleks jitkata kuni kavandatud
lahkamiseni, sdltuvalt kohorti mairamisest.

29.  Kemikaalide puhul, mida manustatakse sooda voi joogiveega, on oluline tagada, et sisseantavad uuritava kemikaali
kogused ei muudaks tavalist toitumise vdi joogivee tarbimise tasakaalu. Kui uuritavat kemikaali manustatakse
soodaga, voib kasutada kas piisivat kontsentratsiooni soodas (ppm) voi piisiva suurusega doosi vastavalt looma
kehamassile; valitud vdimalus tuleks selgelt maaratleda.

30.  Kui uuritavat kemikaali manustatakse sondiga, ei tohiks ithe korraga manustatav vedelikukogus iiletada tavaliselt
1 ml 100 g kehamassi kohta (5li, niiteks maisidli puhul on maksimumkogus 0,4 ml 100 g kehamassi kohta).
Vilja arvatud drritavad v&i soovitavad kemikaalid, mille mojud tavaliselt teravnevad suuremate kontsentratsioonide
korral, tuleks vihendada katses kasutatavate mahtude varieeruvust, reguleerides kontsentratsioone nii, et kogu-
maht kéikide dooside korral jaiks samaks. Doos tuleks manustada iga pdev samal kellaajal. Iga looma doos peab
tavaliselt pohinema kdige viimaselkehamassi maaramisel ja seda kohandatakse vihemalt kord nidalas tiiskasvanud
isas- ja tdiskasvanud viljastamata emaslooma puhul ning iga kahe péeva jdrel tiine emaslooma ja F -pdlvkonna
loomadel, kui kemikaali manustatakse enne vddrutamist ja 2 nidala jooksul parast voorutamist. Kui TK andmed
viitavad uuritava kemikaali vihesele iilekandele labi platsenta, tuleb tiinuse viimasel nidalal vdib-olla kohandada
sondiga manustatavat doosi, et viltida tiinele emasloomale liiga miirgise doosi manustamist. Emasloomale ei
tohiks poegimise pideval kemikaali manustada sondiga v6i muul viisil, mille juures emasloom tuleb kitte votta;
kemikaali manustamata jitmine sel pdeval on parem kui poegimisprotsessi héirimine.

Paaritumine

31. Iga P-polvkonna emane tuleks panna iihte puuri ithe juhuslikult valitud mitte suguluses oleva isasloomaga, kes
kuulub samasse doosirithma (paaritamine 1: 1), kuni tiheldatakse kopulatsiooni tdendeid vdi on moodunud
2 nidalat. Kui isasloomi ei ole piisavalt, kuna isasloomi on nditeks surnud enne paaritumist, vdib panna juba
paaritunud (1: 1) isaslooma kokku teise emasloomaga, nii et kdik emasloomad saavad paaritatud. Tiinuse O-
pdevaks peetakse pdeva, mil leitakse tdendeid paaritumise kohta (leitakse vaginaalkork v&i spermat). Loomad
tuleks teineteisest voimalikult kiiresti eraldada parast tdendite saamist kopulatsiooni toimumise kohta. Kui paaritu-
mine ei ole kahe niddala pirast toimunud, tuleks loomad eraldada, andmata neile tdiendavat vdimalust paaritumi-
seks. Paaritunud paarid tuleks andmetes selgesti dra ndidata.

Pesakonna suurus

32.  Neljandal poegimisjirgsel pieval voib iga pesakonna suurust korrigeerida, eemaldades juhuvalikuga liigsed pojad
nii, et tulemuseks oleks vdimalikult tdpselt viis emast ja viis isast pesakonna kohta. Poegade selektiivne korvalda-
mine, nditeks kehamassi pdhjal, ei ole sobiv. Kui emaste voi isaste poegade arv ei voimalda koostada pesakonda
viiest kummastki soost pojast, on sobiv ka osaline korrigeerimine (nt kuus isast ja neli emast).

Poegade valimine vodrutusjirgsete uuringute jaoks (vt joonis 1)

33.  Voorutamisel (umbes pdeval PND 21) valitakse kdigist kittesaadavatest pesakondadest pojad edasiseks uurimiseks,
kuni 20 poega igasse doosirithma ja kontrollrithma, ning peetakse neid kuni sugukiipsuse saabumiseni (kui katseid
ei ole vaja teha varem). Pojad valitakse juhuvaliku alusel, kuid vilja jaetakse ilmselt kdngujddnud pojad (loomad,
kelle kehamass erineb keskmisest sama pesakonna jirglase kaalust rohkem kui kahe standardhilbe vorra), kuna
selliseid poegi ei saa pidada katserithma suhtes esindavaks.

Pdeval PND 21 madratakse viljavalitud F -polvkonna pojad juhuvaliku alusel ithte loomade kolmest kohordist:

kohort 1 (1A ja 1B) = reproduktiivtoksilisuse/arenguhiireid pohjustava toksilisuse katse;
kohort 2 (2A ja 2 B) = arenguhiireid pdhjustava neurotoksilisuse katse;

kohort 3 = arenguhiireid pdhjustava immuuntoksilisuse katse.
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Kohort 1A: iiks isas- ja iiks emasloom/pesakond/rithm (20/sugu/rithm): eelistatud valik reproduktiivsiisteemi ja
iildise miirgisuse esmaseks hindamiseks.

Kohort 1B: iiks isas- ja itks emasloom/pesakond/rithm (20/sugu/rithm): eelistatud valik paljunemisfunktsiooni
hindamiseks paarituvatel F1-loomadel, kui seda hinnatakse (vt OECD juhenddokument nr 117 (39), ja tdiendavate
histopatoloogiaandmete saamiseks, kui kahtlustatakse reproduktiivsiisteemi vdi sisesekretsiooni kahjustavat miirgi-
sust vdi kui kohordi 1A tulemused ei ole {thesed.

Kohort 2A: kokku 20 poega rithma kohta (10 isast ja 10 emast rithma kohta; iiks isasloom ja iiks emasloom
pesakonna kohta), mis eraldatakse kditumishdirete neuroloogia uurimiseks. millele jirgneb tdiskasvanute neurohis-
topatoloogiline hindamine.

Kohort 2B: kokku 20 poega rithma kohta (10 isast ja 10 emast rithma kohta; iiks isas- ja iiks emasloom pesa-
konna kohta), mis médratakse neurohistopatoloogiauuringuks véorutamise ajal (PND 21 v&i PND 22). Kui loomi
ei ole piisavalt, tuleb loomad esmalt maarata kohorti 2A.

Kohort 3: kokku 20 poega rithma kohta (10 isast ja 10 emast rithma kohta; itks poeg igast pesakonnast kui
voimalik). Vaja vdib minna tdiendavaid poegi kontrollrithmast, et nad toimiksid positiivse kontrolli loomadena
T-rakkudest soltuva antikehareaktsiooni katses (T-cell dependant antibody response assay, TDAR) pdeval PND 56 * 3.

34.  Kui pesakonnas ei ole piisavalt poegi kdigi kohortide komplekteerimiseks, on eelistatav kohort 1, kuna seda saab
laiendada F,-pdlvkonna saamiseks. Konkreetse kiisimuse lahendamiseks voib igasse kohorti mairata tdiendavaid
poegi, nditeks kui kemikaalil kahtlustatakse neuro-, immuun- vdi reproduktiivtoksilisust. Selliseid poegi voib kasu-
tada uuringuteks eri ajahetkedel vdi tiiendavate niitajate madramiseks. Pojad, keda kohortidesse ei mairata, kasu-
tatakse kliinilise biokeemia analiiisideks (punkt 55) ja tildiseks lahkamiseks (punkt 68).

P-loomade teine paaritamine

35.  Teist paaritamist P-loomade puhul tavaliselt ei soovitata, kuna sellega kaotatakse olulist teavet pesastumiskohtade
arvu kohta (ja sellega pesastumisjirgselt ja stinni ldheduses hukkunud loodete arvu kohta, mis voib niidata aine
voimalikku teratogeensust) esimese pesakonna puhul. Kui on vaja kontrollida voi selgitada kemikaali moju kemi-
kaaliga kokkupuutunud emasloomadele, siis on parem laiendada uuringut ja lisada F -pdlvkonna paaritumine.
Siiski on P-p6lvkonna isasloomade teine paaritumine to6tlemata emasloomadega alati iiks voimalus, millega saab
selgitada vastuolulisi tulemusi voi tdiendavalt iseloomustada mdju viljakusele, mida tiheldati esimesel paaritu-
misel.

ELUPUHUSED VAATLUSED

Kliinilised vaatlused

36.  P-pdlvkonna ja valitud F,-pdlvkonna loomade iildine kliiniline vaatlus tehakse kord pievas. Kemikaali sondi kaudu
manustamise korral tuleks kliinilised vaatlused teha enne ja pirast manustamist (et nidha vdimalikke toksilisuse
mirke, mis on seotud maksimaalse kontsentratsiooniga vereseerumis). Asjakohased kiitumise muutused, raske voi
pikaleveniva poegimise mirgid ja kdik miirgistuse tunnused tuleks registreerida. Kaks korda pdevas, nidalavahe-
tusel kord péevas tuleks kontrollida koiki loomi raske miirgistuse, haigestumise v6i surma tuvastamiseks.

37.  Lisaks uuritakse iga nidal iiksikasjalikumalt k&iki P- ja F -pdlvkonna loomi (pirast vodrutamist) ja kdige parem
oleks seda teha looma kaalumise ajal, et vihendada kittevdtmisega seotud stressi. Vaatlused tuleks teha hoolikalt
ja koik leiud registreerida, kasutades katselaboris méiratud punktisiisteeme. Tuleks piiiida tagada, et katsetingi-
muste varieeruvus oleks minimaalne. Ules tuleks markida vihemalt jargmised mérgid: muutused nahal, karvas-
tikus, silmades, limaskestadel, eritiste ja viljaheidete esinemine ning autonoomsed muutused (nt pisaravool, turris
karv, pupillide suurus, muutunud hingamine). Samuti tuleks tiles mirkida muutused kdnnakus, kehaasendis ja
selles, kuidas loomad kittevdtmisele reageerivad, samuti kloonilised vdi toonilised liigutused, stereotiiiibid (nt
iilemidrane karvastiku hooldus, ringiratast keerlemine) voi kummaline kditumine (nt enese vigastamine, tagurpidi
kondimine).
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Kehamass ja soddajvee tarbimine

38.  P-pdlvkonna loomad kaalutakse dooside manustamise esimesel péeval ja seejirel vahemalt kord nidalas. Lisaks
kaalutakse P-polvkonna emasloomi imetamise ajal samadel pdevadel, kui kaalutakse nende pesakonna poegi
(vt punkt 44). Koik F,-pdlvkonna loomad kaalutakse individuaalselt vodrutamisel (PND 21) ja seejdrel vihemalt
kord nidalas. Kehamass registreeritakse ka péeval, kui loomal algab puberteet (eesnaha tdielik eraldumine vdi tupe
avanemine). Koik loomad kaalutakse surmamisel.

39.  Uuringu ajal registreeritakse s66da ja vee tarbimine (kui uuritavat kemikaali manustatakse joogiveega) vihemalt
kord nddalas samal pdeval looma kehamassi registreerimisega (vélja arvatud kooselu ajal). Iga puuri F,-pdlvkonna
loomade soodatarbimine registreeritakse iga nadal, alates teatavasse kohorti valimisest.

Innatsiiklid

40. Eelteave innatsiikli muutuste kohta uuritava kemikaali toimel vdib olla saadud juba varasemate korduvdoosi
miirgisuse uuringutega ja seda voib kasutada konkreetse uuritava kemikaaliga tehtava laiendatud iihe-pdlvkonna
reproduktiivtoksilisuse uuringu eeskirja koostamisel. Tavaliselt alustatakse innatsiikli hindamist (vaginaaltsiito-
loogia abil) dooside manustamise alguses ja jitkatakse kuni paaritumise kinnituse saamiseni voi kahenidalase
paaritumisaja 1dpuni. Kui emasloomi on enne dooside manustamist kontrollitud tavalise innatsiikli seisukohast,
siis on kasulik jitkata tupendre diete tegemist parast dooside manustamise algust, kuid kui dooside manustamise
alguses tekib kahtlus, et esineb mittespetsiifilist moju (nditeks s6dda tarbimise ilmne vihenemine kohe alguses),
voib lasta loomadel dooside manustamisega kohaneda enne kahenddalast tupendre aiete tegemise perioodi, millele
jargneb paaritamine. Kui emasloomale kemikaali manustamist niimoodi pikendatakse (st neljanddalane dooside
manustamine enne paaritumist), tuleks kaaluda nooremate loomade ostmist ja pikendada isasloomadele dooside
manustamist enne paaritumist. Tupe-/emakakaelarakkude votmisel tuleks olla ettevaatlik, et viltida limaskesta
kahjustamist ja seejirel pseudotiinuse teket (10, 11).

41. Tupendre digeid tuleks uurida iga pdev koikide kohorti 1A kuuluvate F,-pdlvkonna emasloomade puhul pirast
seda, kui tupp on avanenud, kuni leitakse esimene sarvestunud rakke sisaldav die, et teha kindlaks ajavahemik
nende kahe siindmuse vahel. Koigi kohorti 1A kuuluvate F,-pdlvkonna emasloomade innatsiikleid tuleks jalgida
kahe nddala jooksul, alates umbes pdevast PND 75. Lisaks sellele, kui F,-pdlvkonna paaritumine peaks olema vaja-
lik, jalgitakse kohordi 1B tupe tsiitoloogiat alates loomade paaridesse paigutamisest kuni kopulatsiooni tdendite
saamiseni.

Paaritumine ja tiinus

42. Lisaks tavapirastele nditajatele (nt kehamass, sooda tarbimine, kliinilised tdhelepanekud, sealhulgas surma ja
haigestumuse kontroll) registreeritakse paaridesse paigutamise, eostamise ja poegimise kuupiev ning arvutatakse
iihtimiseelne ajavahemik (paaridesse paigutamisest kuni eostamiseni) ja tiinusaeg (eostamisest kuni poegimiseni).
P-pdlvkonna emasloomi tuleks hoolikalt uurida eeldatava poegimistdhtaja timbruses, et teha kindlaks poegimishai-
rete tunnused. Registreerida tuleks kdik pesaehituskditumise voi pesakonna eest hoolitsemise kdrvalekalded.

43.  Poegimispdev vOetakse imetamispdevaks 0 (LD 0) emaslooma puhul ja siinnijargseks paevaks 0 (PND 0) jdrglaste
puhul. Teise vdimalusena voivad koik vordlused pohineda iihtimisjargsel ajal, et viltida segadust siinnijirgse
arengu kirjeldamisel, mis on tingitud erinevast tiinusajast; siiski tuleb registreerida ka poegimisel pdhinev ajakava.
See on eriti oluline, kui uuritav kemikaal mdjutab tiinuse kestust.

Jirglaste niitajad

44.  Iga pesakonda vaadeldakse nii ruttu kui vimalik parast poegimist (PND 0 voi 1), et kindlaks méddrata poegade arv
ja sugu, surnult siinnid, elussiinnid ja kdik suuremad anomaaliad (viliselt nihtavad korvalekalded, sh suulaeldhe;
nahaalused verevalumid; ebanormaalne naha virvus voi tekstuur; nabaviidi olemasolu; piima puudumine maos;
kuivanud eritiste esinemine). Lisaks peaks vastsiindinute esimene kliiniline libivaatus hdlmama kehatemperatuuri,
aktiivsusseisundi ja kattevotmisele reageerimise kvalitatiivset hindamist. Poegi, kes leitakse surnult pdeval PND 0
voi hiljem, tuleks uurida, et teha kindlaks voimalikud puuded ja surma p&hjus. Elusad pojad loetakse kokku ja
kaalutakse iikshaaval pdeval PND 0 vi 1 ja edaspidi korrapiraselt, niiteks pdevadel PND 4, 7, 14 ja 21. Kliinilisi
vaatlusi tuleks loomade vanust arvestades korrata jirglaste kaalumise ajal voi sagedamini juhul, kui vastsiindinul
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leiti mingeid konkreetseid puudeid. Tiheldatavad tunnused voiksid muu hulgas hdlmata jargmist: vélised anomaa-
liad, naha, karvastiku, silmade ja limaskestade muutused, eritiste ja viljaheidete esinemine ja autonoomse nérvisiis-
teemi tegevuse muutused. Samuti tuleks {iles markida muutused konnakus, kehaasendis ja selles, kuidas loomad
kittevdtmisele reageerivad, samuti kloonilised vdi toonilised liigutused, stereotiiiibid v&i kummaline kditumine.

45. Iga poja anogenitaalne vahemaa (anogenital distance, AGD) tuleks mddta vahemalt itks kord ajavahemikus
PND 0-4. Jirglaste kehamassi andmed tuleks koguda AGD mddtmise pideval ja AGD tuleks normeerida poja
suurust arvestava nditajaga, eelistatult kuupjuurega kehamassist (12). Isastel jdrglastel tuleks rinnanibude ja nibu-
viljakese olemasolu kontrollida pdeval PND 12 voi 13.

46.  Koiki viljavalitud F -pélvkonna loomi hinnatakse iga pdev sugutiluki ja eesnaha eraldumise (isasloom) voi tupe
avanemise (emasloom) suhtes, alustades juba enne nende seksuaalse kiipsuse nditajate saavutamise eeldatavat aega,
et teha kindlaks varane seksuaalne kiipsemine. Registreerida tuleks kdik suguorganite kdrvalekalded, nagu piisima-
jaav tupevahesein, kusiti alumise seina sulgumatus vdi peeniseldhe. F,-pdlvkonna loomade seksuaalset kiipsust
vorreldakse nende fiiiisilise arenguga, selleks madratakse vanus ja kehamass suguti ja eesnaha eraldumisel (isas-
loom) vdi tupe avanemisel (emasloom) (13).

Voimaliku arenguhiireid pohjustava neurotoksilisuse hindamine (kohordid 2A ja 2B)

47.  Neurotoksilisuse hindamiseks kasutatakse 10 isas- ja 10 emaslooma kohordist 2A ning 10 isas- ja 10 emaslooma
kohordist 2B igast doosirithmast (kumbagi kohorti lihevad 1 isas- ja 1 emasloom igast pesakonnast; iga
pesakonda esindab vihemalt 1 jarglane; kdik on valitud juhuvalikuga). Kohordi 2A loomadel kontrollitakse helisig-
naalile reageerimist, tehakse funktsionaalvaatluste kompleksi katsed, kontrollitakse motoorset aktiivsust
(vt punktid 48-50) ja hinnatakse neuropatoloogiat (vt punktid 74-75). Tuleks piiiida tagada, et kdikide katsetingi-
muste varieeruvus oleks vdimalikult viike ja et ei oleks siistemaatilist viga mdne doosirithma suhtes. Muutujate
hulgas, mis vdivad kiitumist mdjutada, on helivaljuse tase (nt katkendlik miira), temperatuur, niiskus, valgustus,
I16hnad, kellaaeg ja keskkonnapoolsed tihelepanu hiirijad. Neurotoksikoloogiliste katsete tulemuste tdlgendamisel
tuleks arvesse votta asjakohaseid varasemaid kontrollrithmaga médratud vordlusvahemikke. Kohordi 2B loomi
tuleks kasutada neuropatoloogilisteks hindamisteks pdevadel PND 21 v&i 22 (vt punktid 74 ja 75).

48.  Helisignaali katse tuleks teha pdeval PND 24 (t1 piev), kasutades kohorti 2A kuuluvaid loomi. Katse tegemise
pdev peaks olema koigi doosirithmade ja kontrollrihmade suhtes tasakaalustatud. Iga katsesessioon koosneb
50 katsest. Helisignaali katse tegemisel mairatakse keskmine reaktsiooni amplituud igas 10-katselises plokis (10-
katselisi plokke on 5), kusjuures katsetingimusi optimeeritakse, et saavutada sessiooni jooksul toimuv harjumine.
Katse tegemise kord peab olema kooskdlas katsemeetodiga B.53 (35).

49. Sobival ajal PND 63 ja PND 75 vahel korraldatakse koikide kohordi 2A loomadega funktsionaalvaatluste
kompleksi katsed ja automatiseeritud motoorse aktiivsuse katse. Nende katsete tegemise kord peab olema koos-
kolas katsemeetoditega B.43 (33) ja B.53 (35). Funktsionaalvaatluste kompleks holmab looma vilimuse, kaitumise
ja funktsioonide kahjustatuse pohjalikku kirjeldamist. Seda hinnatakse vaatluste jargi algul kodupuuris, pérast
iileviimist vaatlemiseks standardviljakule (avamaa), kus loom liigub vabalt, ja manipuleerimiskatsetega. Katseta-
mine peaks toimuma jirjekorras koige vdhem interaktiivsetelt katsetelt koige interaktiivsematele. 1. liites on
esitatud moddetavate nditajate loetelu. Kdiki loomi peaks hoolikalt jilgima koolitatud vaatleja, kes ei ole teadlik,
mida igale loomale manustatakse, kasutades standarditud korda, et vihendada vaatlejaga seotud varieerumist.
Voimaluse korral on soovitatav, et sama vaatleja hindaks koiki sama katse loomi. Kui see ei ole voimalik, tuleb
tdendada, et tulemused ei sdltu vaatlejast. Kditumiskatsete kompleksi iga nditaja puhul kasutatakse selgeid hinda-
misskaalasid ja punktide andmise kriteeriume. V&imaluse korral tuleks vilja tootada objektiivsed kvantitatiivsed
vaatlemisnditajad, mis holmavad subjektiivset taseme midramist. Iga looma motoorset aktiivsust katsetatakse
eraldi. Vaatlussessioon peab olema piisavalt pikk, et demonstreerida kemikaaliga to6tlemata kontrollrithmas
sessiooni jooksul tekkivat harjumist. Motoorset aktiivsust tuleks mddta salvestusseadmega automaatse aparaadi
abil, millega saab mddrata nii tegevuse hoogustumist kui ka vihenemist (nt tausttegevus, mida seadmega saab
modta, ei tohiks olla nii vihene, et selle vihenemist ei dnnestu registreerida, ega nii hoogne, et selle edasist
hoogustumist ei saa registreerida). Iga seadet tuleb kontrollida standardmeetodiga, et tagada, kuivord see on
voimalik, eri seadmete mddtmiste ja eri pdevadel toimuvate mddtmiste usaldusvéirsus. Doosirithmade loomad
jaotatakse eri seadmete vahel voimalikult tasakaalustatult. Doosiriihmade katsed peavad toimuma tasakaalustatult
eri aegadel, et tulemusi ei mdjutaks tegevuse 66pdevased riitmid.

50. Kui olemasolev teave viitab vajadusele teha muid funktsionaalseid katseid (nt sensoorseid, sotsiaalseid, kognitiiv-
seid), tuleks need lisada muudele uuringus tehtavatele hindamistele nii, et muid hindamisi ei hairitaks. Kui kdne-
aluseid katseid tehakse samade loomadega, keda kasutatakse standardses helisignaali katses, funktsionaalvaatluste
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kompleksi katsetes ja motoorse aktiivsuse katsetes, tuleks kavandada erinevad katsed, et katsete kordumisest
tulenev véddrtulemuste oht viia miinimumini. Tdiendavad uuringud vdivad olla eriti kasulikud, kui empiirilised
vaatlused, oodatav mdju voi toimemehhanism viitavad mingile konkreetsele neurotoksilise maju tiiiibile.

Arenguhiireid pShjustava immuuntoksilisuse voimalikkuse hindamine (kohort 3)

51.  Pideval PND 56 (3 pideva) kasutatakse iga doosirithma kohordist 3 10 isas- ja 10 emaslooma (1 isas- ja 1 emas-
loom pesakonna kohta; iga pesakonda esindab vdhemalt 1 jirglane; loomad on valitud juhuslikult) T-raku-s6ltu-
vate antikehade reaktsiooni katseks, milles uuritakse primaarset IgM-antikeha reaktsiooni T-raku-sdltuvale antigee-
nile, nagu lamba punaverelibled (SRBC) v6i meriteo Megathura crenulata hemotsiianiin (KLH), kooskdlas praeguste
immuuntoksilisuse kindlakstegemise katse-ceskirjadega (14, 15). Reaktsiooni voib hinnata spetsiifiliste naaste
moodustavate rakkude (plaque-forming cells, PFC) loendamisega pdrnas voi SRBC- vdi KLH-spetsiifilise IgM-antikeha
sisalduse médramisega vereseerumis ELISA-analiiiisiga reaktsiooni maksimumi ajal. Reaktsioon saavutab tavaliselt
maksimumi neli (PFC-reaktsioon) voi viis (ELISA) pédeva pdrast intravenoosset immuniseerimist. Kui primaarset
antikehareaktsiooni hinnatakse PFCde loendamisega, siis lubatakse loomade alarithmi hinnata eri pdevadel jirg-
mistel tingimustel: alarithma immuniseerimine ja surmamine on ajastatud nii, et PFCd loendatakse reaktsiooni
maksimumis; alarithmades on vordsel hulgal isas- ja emasjdrglasi kdikidest doosirithmadest, kaasa arvatud kont-
rollrithmad, ning alarithmi hinnatakse ligikaudu samas siinnijirgses vanuses.Kokkupuudet uuritava kemikaaliga
jatkatakse kuni pdevani enne pdrnade kogumist PFC-reaktsiooni méddramiseks vdi seerumi votmist ELISA-analiiiisi
jaoks.

Véimaliku reproduktiivtoksilisuse jirelhindamine (kohort 1B)

52.  Kohordi 1B loomadele v&ib jitkata kemikaali manustamist pdrast pdeva PND 90 ja vajaduse korral lasta neil paari-
tuda, et saada F,-pdlvkond. Samasse doosirithma kuuluvad isas- ja emasloomad pannakse kokku (viltides pesakon-
nakaaslaste kokku elama panemist) kuni kaheks nidalaks ajavahemikul PND 90-120. Katse korraldus on samasu-
gune kui P-pdlvkonna puhul. Olenevalt saadavatest tulemustest voib siiski olla piisav, kui ldpetada katse pieval
PND 4 ja mitte jatkata katset kuni vdorutamiseni voi kauem.

VAATLUSED KATSE LOPETAMISEL

Kliiniline biokeemia ja hematoloogia

53.  Siisteemset mdju tuleks jdlgida P-pdlvkonna loomade puhul. Katse 1dpetamisel vdetakse paastuvereproovid iga
doosirithma kiimnelt juhuvalikuga leitud P-pdlvkonna isas- ja emasloomalt kindlaksmédratud kohast; proove sili-
tatakse asjakohastes tingimustes ning tehakse osaline vdi tiielik hematoloogiline analiiiis, kliinilis-biokeemiline
analiiis, mairatakse T4 ja TSH sisaldus v&i tehakse muud analiiiisid, olenevalt uuritava kemikaali teadaolevast
mdjuspektrist (vt OECD juhenddokument nr 151 (40)). Tuleks médrata jirgmised hematoloogilised niitajad:
hematokrit, hemoglobiini kontsentratsioon, ertitrotsiiiitide arv, leukotsiiiitide wld- ja suhtarv, vereliistakute arv
ning hiiiibimisaeg ja -voime. Vereplasmast vdi -seerumist tuleks madrata: glitkoos, tildkolesterool, karbamiid, krea-
tiniin, tildvalk, albumiin ja vdhemalt kaks hepatotsellulaarset maju peegeldavat ensiitimi (nt alaniinaminotransfe-
raas, aspartaataminotransferaas, leclisene fosfataas, y-glutamiiiltranspeptidaas ja sorbitooldehiidrogenaas). Tdienda-
vate ensiiiimide ja sapihapete mo6tmine voib teatavatel asjaoludel anda kasulikku teavet. Lisaks voib votta koikide
loomade vere ja siilitada hilisemaks analiiiisiks, et aidata selgitada ebaselget mdju voi saada laborisiseseid kokku-
puudet kisitlevaid andmeid. Kui P-loomade teist paaritumist ei ole kavandatud, vOetakse vereproovid vahetult
enne ettendhtud surmamist voi selle osana. Kui loomad jietakse alles, kogutakse vereproovid paar pideva enne
seda, kui loomad teist korda paaritatakse. Vilja arvatud juhul, kui korduvdoosiuuringute andmed osutavad, et
uuritav kemikaal ei mojuta konealust nditajat, tuleks enne katse 1dpetamist teha uriinianaliiiis ja hinnata jirgmised
nditajad: uriini valimus, maht, osmolaalsus voi erikaal, pH, valgusisaldus, glitkoosisisaldus, vere ja vererakkude
sisaldus, surnud rakud. Uriini vdib koguda ka uuritava kemikaali ja/v5i metaboliitide eritumise jalgimiseks.

54.  Siisteemset moju tuleks jilgida ka F,-p&lvkonna loomade puhul. Katse 1&petamisel vetakse paastuvereproovid iga
doosirithma kiimnelt juhuvalikuga leitud kohort 1A isas- ja emasloomalt kindlaksmiiratud kohast; proove siilita-
takse asjakohastes tingimustes ning tehakse tavaline kliinilis-biokeemiline analiiiis, sealjuures maaratakse kilpnaar-
mehormoonide T4 ja TSH sisaldus, tehakse hematoloogiline analiiiis (leukotsiiiitide ild- ja suhtarv ning eriitrot-
stiiitide arv) ja uriinianaliiiisid.
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55.  Liigsetele poegadele tehakse pdeval PND 4 tiielik lahkamine ning kaaluda tuleks kilpndirmehormooni (T4) sisal-
duse modtmist vereseerumis. Vajaduse korral voib vastsiindinute (PND 4) vereproovid koondada pesakondade
kaupa biokeemiliste ja kilpnddrmehormoonide analiiiiside tegemiseks. Hormoonide T4 ja TSH médramiseks kogu-
takse veri ka voorutatud poegadelt, kellele tehakse tdielik lahkamine paeval PND 22 (F,-pdlvkonna pojad, keda ei
valitud kohortidesse).

Sperma niitajad

56.  Sperma niitajad moddetakse koikidel P-pdlvkonna isasloomadel, kui 90-pdevase katsega ei ole kindlaks tehtud, et
uuritav kemikaal sperma niitajaid ei mojuta. Sperma niitajad tuleks méérata koikidel kohordi 1A isasloomadel.

57.  Surmamisel registreeritakse kdikide P- ja F,-pdlvkonna (kohordi 1A) isasloomadel munandite ja munandimanuste
mass. Vihemalt iiks munand ja iiks munandimanus séilitatakse histopatoloogiliseks uuringuks. Ulejadnud munan-
dimanus kasutatakse munandimanuse sabas sisalduvate spermavarude mairamiseks (16, 17). Lisaks kogutakse
seemnerakkude kahjustamist véltivate meetoditega munandimanuse sabas v6i seemnejuhas olev sperma seemne-
rakkude lifkuvuse ja morfoloogia hindamiseks (18).

58.  Seemnerakkude litkuvust saab hinnata kohe pérast surmamist voi hilisemaks analiiiisiks sailitatud spermas. Liik-
umisvoimeliste seemnerakkude protsenti voib mdaarata subjektiivselt voi objektiivselt liikumist analiiiisiva arvuti-
programmiga (19, 20, 21, 22, 23, 24). Seemnerakkude morfoloogia hindamiseks tuleb munandimanusest (voi
seemnejuhast) voetud spermaproovi kdigepealt vaadelda fikseeritult vdi mérgpreparaadis (25) ning iga proovi
kohta vihemalt 200 spermatosoidi tuleb klassifitseerida kas normaalseks (nii pea kui ka keskosa/saba on
normaalse vilimusega) vdi ebanormaalseks. Sperma morfoloogiliste kdrvalekallete niideteks on kokkusulamine,
isoleeritud pead ning peade ja/voi sabade vddrmoodustised (26). Viirmoodustistega vdi suure peaga seemnerakud
voivad osutada spermatogeneesi hairetele.

59.  Kui lahkamise ajal on spermaproovid kiilmutatud, diged fikseeritud ja seemnerakkude litkuvuse analiiiis salves-
tatud (27), voib edasisel analiiisil piirduda kontrollrithma ja suure doosi rithma isasloomadega. Kui tdheldatakse
kemikaali manustamisest tingitud mojusid, tuleks siiski hinnata ka viiksema doosi rithmasid.

Tiielik lahang

60. Katse Iopetamisel vdi loomade enneaegse surma puhul lahatakse kdik P- ja F -pdlvkonna loomad ning uuritakse
makroskoopiliselt strukturaalsete korvalekallete voi patoloogiliste muutuste suhtes. Erilist tihelepanu tuleks
poorata reproduktiivsiisteemi elunditele. Surmaeelses seisundis humaanselt surmatud voi surnud pojad tuleks
registreerida ja (kui nende laibad ei ole matsereerunud) nende laipu uurida vdimalike puuete leidmiseks ja/vdi
surmapdhjuse selgitamiseks; nende laibad tuleks sdilitada.

61. Tiaiskasvanud P- ja F,-pdlvkonna emasloomadel uuritakse tupendre diet lahkamise péeval, et teha kindlaks innat-
siikli staadium ning leida korrelatsioonid suguelundite histopatoloogiaga. Kaikide P-emasloomade (ja F,-plvkonna
emasloomade, kui see on kohaldatav) emakat uuritakse pesastumiskohtade olemasolu ja arvu médramiseks viisil,
mis ei sega histopatoloogilist hindamist.

Elundite mass ja kudede siilitamine — tiiskasvanud P- ja F,-pdlvkonna loomad

62. Katse Idpetamise ajal midratakse kdigi P-pdlvkonna loomade ja kdigi tdiskasvanud F,-pdlvkonna asjakohastesse
kohortidesse (kirjeldatud allpool) kuuluvate loomade kehamass ja koikide allpool loetletud organite mirgmass nii
kiiresti kui véimalik, et viltida kuivamist. Need organid tuleks siilitada sobivates tingimustes. Kui ei ole deldud
teisiti, voib paariselundid kaaluda eraldi voi koos, vastavalt katset tegeva labori tavale.

— Emakas (koos munajuhade ja emakakaelaga, munasarjad);

— munandid, munandimanused (kokku ja munandimanuse sabad, mida kasutatakse seemnerakkude loendami-
seks);

— ecesnddre (dorsolateraalne ja ventraalne osa koos). Eesnddrmekompleksi puhastamisel naaberkudedest tuleb
hoolikalt viltida vedelikuga tdidetud seemnepdiekeste vigastamist. Kui eesnddrme iildmassi madramisel tuleb
nentida kisitlemise moju, tuleb eesnddrme dorsolateraalne ja ventraalne segment pérast fikseerimist hoolikalt
vilja |digata ja kaaluda eraldi;
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— seemnepdickesed koos koagulatsiooninddrmete ja nendes olevate vedelikega (tervikuna);

— aju, maks, neerud, siida, pdrn, harkelund, ajuripats, kilpnaire (parast fikseerimist), neerupealised ja teadaolevad
sihtorganid voi -koed.

63. Lisaks eespool loetletud elunditele tuleks votta ja siilitada sobivates tingimustes jirgmiste elundite proovid: peri-
feersed narvid, lihased, seljaaju, silmad ja nigemisnirv, seedetrakt, kusepdis, kopsud, hingetoru koos kilpnddrme ja
korvalkilpnadrmetega, luutidi, seemnejuha (isasloomad), rinnandirmed (isas- ja emasloomad) ja tupp.

64. Madratakse koigi kohordi 1A loomade elundite mass ja elundid konserveeritakse histopatoloogiliste uuringute
jaoks.

65.  Stnnieelselt ja -jargselt tekitatud immuuntoksiliste mdjude uurimiseks kasutatakse iga doosirithma kohordist 1A
10 isas- ja 10 emaslooma (1 isas- ja 1 emasloom pesakonna kohta; iga pesakonda esindab vidhemalt 1 jirglane;
loomad on valitud juhuslikult), kellel parast projekti 16petamist:

— kaalutakse manustamisviisiga seotud lumfisdlmed ja kokkupuuteteest kaugemal asetsevad liimfisolmed (lisaks
neerupealiste, harkelundi ja pdrna massi méidramisele, mis on tehtud juba kdikidele kohort 1A loomadele);

— tehakse porna limfotsiiiitide alampopulatsiooni analiiiis (CD4+ ja CD8+ T-lumfotsiiiidid, B-limfotsiiiidid ja
looduslikud tapjarakud (NK-rakud); selleks kasutatakse pool pdrna, teine pool pdrna siilitatakse histopatoloo-
giliseks hindamiseks.

Immuniseerimata (kohordi 1A) loomade pérna liimfotsiiiitide alampopulatsioonide analiiiisiga tehakse kindlaks,
kas kokkupuude kemikaaliga on muutnud helperrakkude (CD4+) voi tsiitotoksiliste (CD8+) harkelundipiritoluga
limfotsiiiitide voi looduslike tapjarakkude (NK-rakud) arvukust immunoloogilises piisiolekus (nimetatud rakud
tagavad kiire reageerimise vihirakkudele ja haigusetekitajatele).

66. Kohort 1B loomadel tuleb kaaluda jargmised elundid ja toodelda asjaomased koed plokkpreparaatideks:

— tupp (kaalumata);

— emakas koos emakakaelaga;

— munasarjad;

— munandid (vihemalt {iks);

— munandimanused;

— seemnepdickesed koagulatsiooninddrmed;
— eesnddre;

— ajuripats;

— kindlakstehtud sihtorganid.

Kohordi 1B loomadele tehakse histopatoloogiline uuring, kui kohordi 1A tulemused on ebaselged voi oletatakse
reproduktiivtoksilisust voi sisesekretsioonisiisteemi kahjustavaid omadusi.

67. Kohordid 2A ja 2B: arenguhiireid pohjustava neurotoksilisuse katsed (PND 21-22 ja tdiskasvanud jirglased).
Kohordi 2A loomad surmatakse parast kditumuslikke katseid, maaratakse aju mass ja tehakse tdielik neurohistopa-
toloogiline analiiiis neurotoksilisuse hindamiseks. Kohordi 2B loomad surmatakse paeval PND 21 vdi 22, madra-
takse aju mass ja tehakse aju mikroskoopiline ldbivaatus neurotoksilisuse hindamiseks. Kohordi 2A puhul on vaja-
lik fikseerimine perfusiooniga; kohordi 2B loomade puhul on see valikuline, nagu on ette ndhtud katsemeetodis
B.53 (35).

Elundite mass ja kudede siilitamine — F,-pdlvkonna védrutuseas loomad

68. Pojad, keda ei ole valitud kohortidesse, seejuures kdngujidnud pojad, surmatakse pieval PND 22, kui tulemused ei
osuta tiiendava elupuhuse uurimise vajadusele. Surmatud pojad lahatakse, mille kdigus hinnatakse suguorganeid,
nagu on kirjeldatud punktides 62 ja 63. Iga doosirithma kummastki soost kuni 10 pojal voimalikult paljudest
pesakondadest mairatakse aju, porna ja harkelundi mass ja nimetatud elundid silitatakse sobivates tingimustes.
Lisaks sellele voib osutatud isastel ja emastel poegadel siilitada rinnanddrme koed hilisemaks mikroskoopiliseks
analiiiisiks (!) (vt OECD juhenddokument nr 151 (40)). Selgelt nahtavad vairarendid ja sihtkoed tuleks silitada
voimaliku histoloogilise uuringu jaoks.

(*) Uuringud on ndidanud, et rinnanéére, eriti varases nooruses toimuv rinnandarme areng, on tundlik dstrogeense toime niitaja. On soovi-
tatav, et kiesolevas katsemeetodis ndhtaks ette noorte kummastki soost poegade rinnanddrmete uurimine pérast seda, kui see on validee-
ritud.
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Histopatoloogiline uuring — P-p6lvkonna loomad

69. Koikidel suure doosi ja kontrollrithmade P-pdlvkonna loomadel tuleks teha koikide punktides 62 ja 63 osutatud
elundite tdielik histopatoloogiline uuring. Kemikaaliga kokkupuutest tingitud muutustega elundeid tuleks samuti
uurida koikidel viiksema doosiga rihmade loomadel, et mddrata NOAEL (tdheldatavat kahjulikku toimet mitte-
avaldav doos). Lisaks sellele tuleks loomadel, kellel kahtlustatakse vihenenud viljakust, nt nendel, kellel ei dnnes-
tunud paarituda, viljastuda, sigitada vdi siinnitada terveid jirglasi, voi nendel, kelle innatsiikkel v&i sperma hulk,
liikuvus v6i morfoloogia olid muutunud, uurida suguelundeid ning kd&iki suuremaid kahjustusi tuleks hinnata
histopatoloogiliselt.

Histopatoloogiline uuring — F,-polvkonna loomad

Kohordi 1 loomad

70.  Koikidel suure doosi ja kontrollriihmade tdiskasvanud kohordi 1A loomadel tuleks teha kdikide punktides 62
ja 63 osutatud elundite tdielik histopatoloogiline uuring. Iga pesakonda peaks esindama vdhemalt 1 jirglane
kummastki soost. Kemikaaliga kokkupuutest tingitud muutuste ja nihtavate kahjustustega elundeid ja kudesid
tuleks samuti uurida kdikidel viiksema doosi rithmade loomadel, et mairata NOAEL. Selleks, et hinnata siinnieelse
ja -jargse kokkupuute pdhjustatud mojusid limfisiisteemi organitele, tuleks samuti hinnata kogutud limfisdlmede
ja luuiidi histopatoloogiat kohordi 1A 10 isas- ja 10 emasloomal, lisaks koikidel 1A-loomadel juba tehtavatele
harkelundi, pdrna ja neerupealiste histopatoloogilistele hindamistele.

71.  Kohordi 1B kaikide loomade suguorganite ja sisesekretsiooninddrmete kudesid, mis on toodeldud plokkpreparaa-
diks, nagu on kirjeldatud punktis 66, tuleks uurida histopatoloogia suhtes juhtudel, kui kahtlustatakse reproduk-
tiivtoksilist vdi sisesekretsioonisiisteemi kahjustavat mdju. Kohordi 1B loomadel tuleks teha ka histoloogiline
uuring, kui kohordi 1A tulemused on ebaselged.

72.  Taiskasvanud emasloomade munasarjad peaksid sisaldama esmaseid ja kasvavaid folliikuleid, samuti kollaskehi;
seepirast tuleks F,-emasloomadel piiiida histopatoloogilise uurimisega kvantitatiivselt hinnata esmaseid ja viikseid
kasvavaid munarakke, samuti kollaskehi; loomade arv, munasarjaldigete valik ja ldikeproovi suurus peaksid statis-
tiliselt sobima kasutatava hindamisprotseduuriga. Folliikulite loendamise v6ib kdigepealt teha kontrollrithma ja
suure doosi rithma loomadel, ning kui viimasel juhul leitakse kahjulikku mdju, siis uurida viiksema doosi rithmi.
Uurimisel tuleks arvutada esmaste folliikulite arv, millele saab liita viikeste kasvavate folliikulite arvu, et vorrelda
doosirithma ja kontrollrithma kuuluvate emasloomade munasarju (vt OECD juhenddokument 151 (40)). Kollaske-
hade hindamine peaks toimuma paralleelselt innatsiikli staadiumi méddramisega, nii et tsiikli staadiumi saaks hinda-
misel arvesse votta. Munajuhade, emaka ja tupe puhul uuritakse vastavale organile omast arengut.

73.  F,-isasloomadel uuritakse iiksikasjalikult munandite histopatoloogiat, et teha kindlaks kemikaaliga kokkupuutest
tingitud mdjud kudede diferentseerumisele munandis, munandi arengule ja spermatogeneesile (38). Voimaluse
korral tuleks uurida rete testise 16ikeid. Munandimanuse pead, keha ja saba ning seemnejuha uuritakse vastavale
organile omase arengu suhtes, samuti uuritakse P-isasloomade puhul ndutavaid niitajaid.

Kohordi 2 loomad

74.  Pirast neurokditumuslike katsete lopetamist (pdrast pdeva PND 75, kuid mitte hiljem kui PND 90) tehakse koiki-
dele suure doosi ja kontrollrithmade kohordi 2A kummastki soost loomadele neurohistopatoloogilised uuringud.
Aju histopatoloogiline uuring tehakse koikidel suure doosi ja kontrollrithmadesse kuuluvatel kohordi 2B
kummastki soost loomadel pdeval PND 21 v6i 22. Kemikaaliga kokkupuutest tingitud muutustega elundeid voi
kudesid tuleks samuti uurida vdiksema doosi rithmade loomadel, et mairata NOAEL (tiheldatavat kahjulikku
toimet mitteavaldav doos). Kohortide 2A ja 2B loomade puhul uuritakse mitut aju 15iget, et uurida haistmissibu-
laid, ajukoort, hipokampi, basaalganglione, talamust, hiipotalamust, keskaju (tectum, tegmentum ja ajuvarred),
ajutiive ja viikeaju. Ainult kohordi 2A puhul uuritakse silmi (vorkkest ja nidgemisnirv) ja perifeersete nirvide,
lihaste ja seljaaju proove. Koik neurohistoloogilised médramised tehakse kooskdlas katsemeetodiga B.53 (35).

75.  Morfomeetrilised (kvantitatiivsed) hindamised tuleks teha aju tiitipilistes piirkondades (usaldusviirsete mikroskoo-
piliste markide jargi valitakse hoolikalt homoloogsed 16iked) ning need hindamised vdivad holmata konkreetsete
ajupiirkondade joonmdodtmete voi pindala modtmist. Iga iseloomuliku koha tasandilt vGetakse vahemalt kolm
jarjestikust 15iget, et valida hindamiseks konkreetse ajuosa kdige homoloogsem ja tiiiipilisem 1dige. Neuropato-
loogil peaks olema eksperdi otsustusvdimet, kui ta otsustab, kas md6tmiseks valmistatud 16iked on homoloogsed
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muude 16igetega samade proovide hulgas ja kas neid seepdrast on sobiv votta vordlemiseks, kuna eelkdige joon-
mdodtmed vdivad muutuda juba viikse vahemaa juures (28). Mittehomoloogseid 16ikeid ei tohiks kasutada. Kuigi
eesmdrk on votta proovid koigilt selleks ettenihtud loomadelt (10/sugu/doositase), vdib piisata ka viiksemast
arvust. Vahem kui 6 loomalt/sugu/doositase vdetud proovidest tavaliselt siiski ei piisa kdesoleva katsemeetodi
puhul. Et tuvastada kemikaaliga kokkupuute méju sellistele niitajatele nagu teatava neuroanatoomilise piirkonna
maht voi rakkude arv, vdib kasutada stereoloogiat. Koendidiste ettevalmistamisel tuleks koikidel etappidel —
kudede perfusioon, koeproovide viljaldikamine, kudede to6tlemine ja mikroskoobipreparaatide varvimine —
kasutada tasakaalustatud katsekorraldust, nii et igas partiis oleks iga doosirithma esindav valim. Kui kasutatakse
morfomeetrilist vdi stereoloogilist analiiiisi, tuleks koikide doosirithmade ajukoed panna sobivasse fikseerivasse
keskkonda samaaegselt, et viltida pikaajalisel fiksatiivis hoidmisel ajukoe kokkutdmbumisega seotud artefakte.

UURINGU PROTOKOLL

Andmed

76. Andmed esitatakse eraldi ja tabelisse kokkuvGetuna. Iga doosirithma ja iga pdlvkonna kohta tuleks véimaluse
korral teatada jirgmised andmed: loomade arv katse alguses, katse ajal surnuna leitud v6i humaanselt surmatud
loomade arv, iga looma surma v&i humaanse surmamise aeg, viljakate loomade arv, tiinete emasloomade arv,
poeginud emasloomade arv, miirgistusndhtudega loomade arv. Tuleks teatada ka miirgistuse tunnuste kirjeldus,
sealhulgas avaldumise aeg, kestus ja raskus.

77.  Numbrilisi tulemusi tuleks hinnata sobiva ja heakskiidetud statistilise meetodi abil; Statistilised meetodid tuleks
valida juba uuringu kavandamisel ja nendega tuleks asjakohaselt arvesse vdtta muid kui normaaljaotusega
andmeid (nt loendusandmed), piiratud andmeid (nt piiratud vaatlusaeg), muudest andmetest sdltuvaid andmeid
(nt pesakonna mdju, korduvad mddtmised), ja ebavordset dispersiooni. Uldistatud lineaarsed segamudelid ning
doosi ja toime vahelise sdltuvuse mudelid hdlmavad laia klassi analitiitilisi vahendeid, mis voivad olla asjakohased
kdesoleva katsemeetodi alusel saadud andmete to6tlemisel. Protokollis tuleb esitada piisavalt teavet analiiisimee-
todi kohta ja kasutatud arvutiprogrammi kohta, nii et sdltumatu kontrollija/statistik v6ib hinnata ja uuesti hinnata
analiiiisi.

Tulemuste hindamine

78.  Tulemusi tuleks hinnata tdheldatud mojude suhtes, kaasa arvatud lahangu- ja mikroskoopilised leiud. Hindamisega
tehakse kindlaks, kas on olemas seos doosi ja kdrvalekallete, nende esinemissageduse ja raskusastme, sealhulgas
silmaga tdheldatavate kahjustuste vahel voi sellist seost ei ole. Hinnata tuleb ka md&ju sihtorganitele, viljakusele,
kliinilistele kdrvalekalletele, paljunemiskaitumisele ja pesakonna eest hoolitsemisele, kehamassi muutusi, suremust
ja muid mirgistusega seotud ja arengumdjusid. Erilist tahelepanu tuleks poorata sooga seotud muutustele. Katse-
tulemuste hindamisel tuleks arvesse votta uuritava kemikaali fuiisikalis-keemilisi omadusi ja vdimaluse korral
toksiko-kineetilisi andmeid, sh uuritava kemikaali labipddsemist platsentast ja eritumist piimaga.

Katseprotokoll

79.  Katseprotokollis tuleks esitada jirgmine teave, mis on saadud kdesolevas uurimuses P-, F,- ja F, -loomadega (vaja-
duse korral).
Uuritav kemikaal:

— kogu asjakohane kittesaadav teave uuritava kemikaali ja selle keemiliste, toksiko-kineetiliste ja toksikodiinaami-
liste omaduste kohta;

— tunnusandmed;

— pubhtus.

Kandeaine (vajaduse korral):

— kandeaine valiku pohjendamine, kui kandeaine ei ole vesi.
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Katseloomad:

— kasutatud liik/aretusliin;

— loomade arv, vanus ja sugu;

— pdritolu, pidamistingimused, s66t, pesamaterjalid jne;

— iga looma mass katse alguses;

— P-emasloomade tupeiige andmed enne kemikaali manustamise algust (kui andmeid kogutakse sel ajal);

— P-polvkonna isas- ja emasloomade paaritamise tulemused, ndidatakse isas- ja emasloom ning paaritumise
edukus;

— andmed F,-pdlvkonna tiiskasvanud loomade pesakonnapiritolu kohta.

Katsetingimused:

— doositaseme valimise pdhjendus;
— uuritava kemikaali valmistise/soodavalmistise iiksikasjad, saavutatud kontsentratsioonid;

— uuritava kemikaali stabiilsus kandeainega saadud valmistises, valmistise homogeensus (nt s66t, joogivesi), veres
ja/voi piimas kasutustingimustes ja sailitamisel eri kasutuskordade vahel;

— uuritava kemikaali manustamise iiksikasjad;

— soodafjoogivee hulka segatud uuritava aine kontsentratsiooni (ppm) teisendus tegelikuks doosiks (mg keha-
massi kg kohta péevas), vajaduse korral;

— s00da ja vee kvaliteedi iiksikasjad (sh sooda koostis, kui see on teada);
— poegade surmamiseks ja katserithmadesse madramiseks juhusliku valimise korra tiksikasjalik kirjeldus;
— keskkonnatingimused;

— uuringust osavotnute loetelu koos viljadppe niitamisega.

Tulemused (kokkuvdte ja individuaalsed andmed sugude ja dooside kaupa):

— so6da tarbimine, vee tarbimine, kui see on teada, sdodakasutuse tdhusus (kehamassi lisandumine tarbitud
sooda grammi kohta, vilja arvatud paaritamisperioodil ja imetamise ajal) ning uuritava kemikaali tarbimine
(s66da voi joogiveega manustamise puhul) P- ja F,-pdlvkonna loomade puhul;

— andmed omastamise kohta (kui on mdddetud);

— P-loomade kehamassi andmed;

— valitud F,-pdlvkonna loomade voorutusjirgsed kehamassi andmed;

— surmaaeg katse ajal voi andmed loomade ellujddmise kohta kuni surmamiseni;

— Kliiniliste leidude laad, raskus ja kestus (soltuvalt sellest, kas kahjustused on poorduvad voi mitte);

— vereanaliiiisi, uriinianaliiiisi ja kliinilise keemia andmed, sealhulgas TSH ja T4;

— pornarakkude fenotiiiibianaliitisi tulemused (T-, B-, NK-rakud);

— luuiidi rakuline koostis;

— miirgise toime andmed;

— P- ja F,-pdlvkonna emasloomade arv, kellel on normaalne v&i ebanormaalne innatsiikkel ja tsiikli kestus;
— aeg kuni paaritumiseni (koituseelne ajavahemik, pievade arv kokku paigutamise ja paaritumise vahel);

— toksilised v6i muud mdjud paljunemisele, sealhulgas selliste loomade arv ja osakaal, kellel toimus paaritumine,
tiinestumine, siinnitamine ja imetamine; tiinuse esilekutsunud isasloomade arv ja osakaal, poegimisraskustega,
pika vdi raske poegimisega emaste arv ja osakaal;

— tiinuse kestus ja, kui vdimalik, poegimise kestus;

— pesastumiste arv, pesakonna suurus ja isasloomade protsent poegade hulgas;



21.8.2014

Euroopa Liidu Teataja L 247(75

— pdrast pesastumist toimunud abortide, elussiindide ja surnultsiindinute arv ja protsent;

— pesakonna ja poegade massi andmed (isased, emased ja koos), kingunud jirglaste arv, kui see mairati;
— selgelt nihtavate arenguhilvetega poegade arv;

— miirgistuse vdi muud mdjud jarglastele, sinnijirgsele kasvule, elujdulisusele jne;

— andmed poegade fuisilise arengu jirkude kohta ja muud stinnijargse arengu andmed;

— F,-polvkonna loomade sugukiipsuse saabumise andmed;

— andmed poegade ja tdiskasvanud loomade funktsionaalsete leidude kohta;

— andmed P- ja tdiskasvanud F -polvkonna loomade kehamassi kohta surmamisel ning elundite tdieliku ja suhte-
lise massi kohta;

— lahkamise leiud;
— koikide histopatoloogiliste leidude iiksikasjalik kirjeldus;

— P- ja F,-polvkonna isasloomade munandimanuse sabaosas olevate spermatosoidide koguarv, edasiliikuvate
spermatosoidide protsent, morfoloogiliselt normaalsete spermatosoidide protsent ning tuvastatud kdrvalekal-
dega spermatosoidide protsent;

— P- ja F,-pdlvkonna emasloomade munasarjades olevate eri kiipsemisstaadiumides folliikulite arvud, kui see on
kohaldatav;

— F,-polvkonna emasloomade kollaskehade loendamise andmed;

— vajaduse korral tulemuste statistiline t66tlemine.

Kohordi 2 nditajad:

— iiksikasjalik meetodi kirjeldus: kuidas standarditi tihelepanekud ja protseduurid, samuti margatud nahtustele
hindepunktide andmise t66juhendid;

— koikide katses kasutatud meetodite loetelu ja nende kasutamise pdhjendused;

— koikide kasutatud kiitumuslike, funktsionaalsete, patoloogia-, neurokeemia- vi elektrofiisioloogiameetodite
iiksikasjad, sealhulgas teave automaatseadmete kohta;

— seadmete kaliibrimise meetodid, seadmete samavéirsuse tagamine ja doosirithmade tasakaalustatud jaotamine
katsete tegemisel;

— lithike selgitus kdigi otsuste kohta, milles kasutati eksperdihinnanguid;

— koikide kaitumisega seotud, funktsionaalsete, neuropatoloogiliste ja morfomeetriliste leidude iiksikasjalik
kirjeldus sugude kaupa, sealhulgas nii suurenemised kui ka vihenemised, vorreldes kontrollrithmadega;

— aju mass;

— neuroloogiliste tunnuste pdhjal pandud diagnoosid ja oletatud kahjustused, sealhulgas looduslikult esinevad
haigused voi haigusseisundid;

— tiiiipiliste leidude kujutised;
— madala lahutusvdimega kujutised, et oleks voimalik hinnata morfomeetriaks kasutatud 16igete homoloogsust;

— tulemuste statistiline analiiiis koos andmete analiiiisiks kasutatud statistiliste mudelitega ja tulemused, séltu-
mata sellest, kas need olid olulised vdi mitte;

— muude toksiliste mdjude (sugude ja doosirithmade kaupa) seos uuritud kemikaali véimaliku neurotoksilisuse
kohta tehtud jireldusega;

— toksiko-kineetilise teabe moju jareldustele;

— andmed, mis kinnitavad katsemeetodi usaldusvaarsust ja tundlikkust (st positiivsed ja varasemad kontrolli
andmed);

— seosed neuropatoloogilise ja funktsionaalse mdju vahel, kui on seoseid;
— NOAEL v6i vordlusdoos emaloomade ja jarglaste puhul, sugude ja rithmade kaupa;

— tulemustega saadud andmete ildise tdlgendamise arutelu, sealhulgas jareldus, kas uuritav kemikaal on arengu-
héireid pohjustav neurotoksiline aine, ja tiheldatava kahjuliku toimeta doos.
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Kohordi 3 nditajad:

— seerumi IgM-antikehade tiitrid (SRBC v&i KLH suhtes iilitundlikkuse tekkimine) vdi pdrna IgM PFC iihikud
(SRBC suhtes iilitundlikkuse tekkimine);

— T-rakkudest séltuva antikehareaktsiooni katse (T-cell dependant antibody response assay, TDAR) korrektset labivii-
mist tuleks kinnitada optimeerimise protsessi osana, kui labor teeb seda katset esimest korda, ja regulaarselt
(nt igal aastal) kdikide laborite puhul;

— tulemustega saadud andmete ildise tdlgendamise arutelu, sealhulgas jareldus, kas uuritav kemikaal on arengu-
héireid pohjustav immuuntoksiline aine, ja taheldatava kahjuliku toimeta doos.

Tulemuste arutelu.

Jareldused, sh NOAEL-vddrtused mdjude kohta emadele ja jarglastele

Samuti tuleks esitada kogu muu teave, mida ei saadud uuringu kiigus, kuid mis abistab tulemuste tdlgendamist
(nt m&ju sarnasus muude teadaolevalt neurotoksiliste ainete mdjuga).

Tulemuste tdlgendamine

80. Laiendatud ithe pdlvkonna reproduktiivtoksilisuse uuring annab vajaduse korral teavet selle kohta, kuidas korduv
kokkupuude kemikaaliga mojutab reproduktiivtsiikli kdiki etappe. Eelkdige annab uuring teavet reproduktiivsiis-
teemi ja jarglaste arengu, kasvu, eluvdime ja funktsionaalsete niitajate kohta kuni paevani PND 90.

81. Tulemuste tdlgendamisel tuleb arvesse votta kogu senist teavet uuritava kemikaali kohta, sealhulgas kemikaali
fuiisikalis-keemilisi, toksikokeemilisi ja -diinaamilisi omadusi, asjakohast teavet struktuurianaloogide ning varase-
mate miirgisuse uuringute kohta (nt dge miirgisus, korduvdoosi miirgisus, mehhaanilised uuringud ja uuringud,
millega kvalitatiivselt ja kvantitatiivselt hinnatakse in vivo ja in vitro metabolismi sdltuvust bioloogilisest liigist).
Uldise lahangu ja elundite kaalumise tulemusi tuleks hinnata muudes, korduvate annustega uuringutes tehtud vaat-
luste kontekstis, kui see on teostatav. Jirglaste kasvu vdhenemist voib vaadelda seoses uuritava kemikaali mdjuga
piima koostisele (29).

Kohort 2 (arenguhdireid pdhjustav neurotoksilisus)

82.  Neurokditumuslikke ja neuropatoloogilisi tulemusi tuleks tdlgendada koikide tehtud tihelepanekute kontekstis,
kasutades tdendite kaalukuse ldhenemisviisi ja eksperdiarvamust. Arutada tuleks kaitumuslike ja morfoloogiliste
leidude tiiiipe ning doosi ja toime vahelist sdltuvust. Kdnealuses arenguhdireid pdhjustava neurotoksilisuse iseloo-
mustuses tuleks hinnata inimeste epidemioloogilisi uuringuid vo6i juhtumiaruandeid, katseloomade uuringuid
(nt toksiko-kineetilisi andmeid, struktuuri-aktiivsuse sdltuvusi, muid toksikoloogiauuringute andmeid). Andmete
hindamisel tuleks arutada nii bioloogilist kui ka statistilist tdhtsust. Hindamisel tuleks vaadelda neuropatoloogiliste
ja kditumuslike muutuste vahelist seost, kui tdheldati mingeid muutusi. Arenguhdireid pShjustava neurotoksilisuse
katse tulemuste tdlgendamise suunised vt katsemeetod B.53 (35) ja Tyl et al., 2008 (31).

Kohort 3 (arenguhdireid pohjustav immuuntoksilisus)

83. Immuunsiisteemi funktsiooni allasurumist voi tugevdamist, mida mdddetakse TDAR-meetodiga (T-rakkudest
soltuva antikehareaktsiooni katse), tuleks hinnata koigi muude tahelepanekute kontekstis. TDAR-meetodi tule-
muste olulisust vdivad toetada muud immunoloogiaga seotud niitajad (nt luuiidi rakuline koostis, limfikudede
mass ja histopatoloogia, limfotsiiiidipopulatsioonide suhtarvud). TDAR-meetodiga kindlakstehtud mdju ei pruugi
olla viga oluline, kui juba madalama doosiga kokkupuute juures esineb muid miirgistuse tunnuseid.

84.  Reproduktiivtoksilisuse ja neurotoksilisuse tulemuste tdlgendamisel tuleks vaadata OECD juhenddokumenti
nr 43 (26).
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MOISTED
Kemikaal - aine voi segu.

Uuritav kemikaal — iga aine v6i segu, mida uuritakse kiesoleva katsemeetodi abil.
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B.57. H295R STEROIDOGENEESI KATSE

SISSEJUHATUS

1. Kéesolev katsemeetod on samaviirne OECD katsejuhendiga nr 456 (2011). OECD algatas 1998. aastal priori-
teetse tegevussuunana olemasolevate katsejuhendite ldbivaatamise ja uute viljatootamise, et sdeluuringutega selgi-
tada vilja voimalikud sisesekretsioonisiisteemi kahjustajad ja katsetada neid. OECD 2002. aasta kontseptuaalses
raamistikus sisesekretsioonisiisteemi kahjustavate kemikaalide katsetamiseks ja hindamiseks on viis taset; igale
tasemele vastab erinev bioloogilise keerukuse tase (1). Kdesolevas katsemeetodis kirjeldatud in vitro H29 5R-steroi-
dogeneesi katses (H295R) on kasutatud inimese neerupealisevahi rakuliini (NCI-H295R-rakud) ja see vastab
2. taseme ,in vitro katsele, millega saadakse mehhanistlike andmeid”, mida kasutatakse sdelumiseks ja selleks, et
tunnistada kemikaal erilist tdhelepanu ndudvaks. Katse viljatootamine ja standardimine sdelkatseks, mille abil
saaks avastada kemikaalide poolt steroidogeneesile, eriti 17[-6stradiooli (E2) and testosterooni (T) siinteesile aval-
datavat méju, toimus mitmeastmelise protsessina. H295R-katse on optimeeritud ja valideeritud (2, 3, 4, 5).

2. H295R steroidogeneesi katse eesmirk on teha kindlaks kemikaalid, mis mojutavad E2 ja T stinteesi. H295R-katse
on ette nahtud selliste ksenobiootikute leidmiseks, mis mé&jutavad raku endogeenseid komponente, millest koos-
neb kolesteroolist E2 ja/vi T siinteesini viiv rakusisene biokeemiline siinteesirada. H295R-katse ei ole ette nihtud
selliste kemikaalide kindlakstegemiseks, mis mdjutavad steroidogeneesi hiipotalamuse-ajuripatsi-sugundarmete
(HAS) telje kaudu. Katse eesmirk on saada vastus JAH vdi EI kiisimusele, kas kemikaal voib esile kutsuda voi pars-
sida T ja E2 stinteesi; mdnel juhul voib saada aga ka kvantitatiivse tulemuse (vt punktid 53 ja 54). Katse tulemused
viljendatakse hormoonide siinteesi suhteliste muutustena, vdrreldes lahusti kontrolliga. Katse eesmark ei ole saada
konkreetset mehhanismi kisitlevat teavet, kuidas uuritav kemikaal mojutab sisesekretsioonisiisteemi. Teadlased on
uurinud kdnealuse rakuliini abil mdju konkreetsetele ensiiiimidele ja vahepealsete hormoonide nagu progesterooni
siinteesile (2).

3. Kiesolevas katsemeetodis kasutatud méisted ja lithendid on esitatud liites. Uksikasjalik katse-eeskiri, kuidas valmis-
tada lahuseid, kasvatada rakke ja teha muid katse labiviimiseks vajalikke t6id, on esitatud OECD dokumendi
,Multi-Laboratory Validation of the H295R Steroidogenesis Assay to Identify Modulators of Testosterone and
Estradiol Production” (4) I-III liites.

LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD

4. Steroidsete suguhormoonide siinteesis osalevad viis ensiiiimi, mis kataliiisivad kuue steroidse suguhormooni
biosiinteesi. Kolesterooli ensiimaatiline muundamine pregnenolooniks kolesterooli kdrvalahelat 16hustava tsiito-
kroom P450 (CYP) ensiiimi (CYP11A) poolt on steroidsete 1dppsaadusteni viiva biokeemiliste reaktsioonide rea
esimene etapp. Olenevalt kahe jargmise reaktsiooni jargust hargneb steroidogeenne rada kaheks rajaks, need on
As-hiidroksiisteroidide rada ja A*-ketosteroidide rada, mis ithinevad taas androsteendiooni siinteesi juures (joonis 1).

5. Androsteendioon muudetakse 17B-hiidroksiisteroiddehiidrogenaasi (17p-HSD) poolt testosterooniks (T). Testoste-
roon on nii vahesaadus kui ka 1dpphormoonsaadus. Isaslooma organismis vdib 5a-reduktaas muundada testoste-
rooni (T) dihtidrotestosterooniks (DHT); 5a-reduktaasi leidub androgeenide sihtkudede, nagu eesndire ja seemne-
poiekesed, rakumembraanides, tuumatimbrises ja endoplasmaatilises retilkulumis. DHT on oluliselt tugevam
androgeen kui T ja seda peetakse samuti l6pphormoonsaaduseks. H295R-katse abil ei moddeta DHT-d
(vt punkt 10).

6.  Steroidogeense raja enstiim, mis muundab androgeensed kemikaalid 6strogeenseteks kemikaalideks, on aromataas
(CYP19). CYP19 muundab testosterooni (T) 17f-0stradiooliks (E2) ja androsteendiooni ostrooniks. Hormoone E2
ja T peetakse steroidogeense raja loppsaadusteks.

7. CYP17 luaasse aktiivsuse spetsiifilisus vahepealsete substraatide suhtes oleneb loomaliigist. Inimesel eelistab see
ensiiim A’-hiidroksiisteroidse raja substraate (pregnenolooni), samal ajal kui roti puhul on eelistatud A*-ketoste-
roidse raja substraadid (progesteroon) (19). Sellised erinevused CYP17 litaasses aktiivsuses vdivad selgitada monin-
gaid liigist s6ltuvaid erinevusi in vivo-reaktsioonis steroidogeneesi mojutavatele kemikaalidele (6). On ndidatud, et
H295R-rakud peegeldavad vdga histi tdiskasvanud inimese neerupealise ensiiiimide ekspressiooni ja steroidide
stinteesi (20), kuid nendes on ekspresseeritud androgeenide siinteesi nii AS-hiidroksiisteroidse kui ka A*-ketoste-
roidse raja enstitimid (7, 11, 13, 15).
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Joonis 1

Steroidogeenne rada H295R-rakkudes

LYP1IA {YP17 oIz
Kolesterool » Pregnenoloon » 17a-OH-pregnenoloon > DHEA
3p-4S0
{yp1z LYP17
Progesteroon 17a-OH-progesteroon ‘: f Androsteendioon \
11 desoksiikortikosteroon  Desoksiikortisool
P18

Kortikosteroon Kortisool \ 17p-6stradiool y

Aldosteroon
Markus

Ensiiiimid on esitatud kaldkirjas, hormoonid on paksus kirjas ja nooled niitavad siinteesi suunda. Halli taustaga
on ndidatud kortikosteroidsed rajad ja saadused. Steroidsete suguhormoonide rajad ja saadused on timbritsetud
ringiga. CYP = tsiitokroom P450; HSD = hiidroksiisteroiddehiidrogenaas; DHEA = dehiidroepiandrosteroon.

8. Inimese H295R-adrenokartsinoomi rakud on kasulik in vitro mudel steroidhormoonide siinteesile avaldatava maju
uurimiseks (2, 7, 8, 9, 10). H295R-rakkudes on ekspresseeritud geenid, milles on kodeeritud eespool steroidoge-
neesi jaoks olulised ensiiiimid (11, 15) (joonis 1). See on unikaalne omadus, kuna nende geenide in vivo ekspres-
sioon sdltub koest ja arengustaadiumist; tavaliselt ei ole itheski koes ega iiheski arengustaadiumis ekspresseeritud
koik steroidogeneesis osalevad geenid (2). H295R-rakkudel on inimloote tsonaalselt diferentseerumata neerupeali-
serakkude omadused (11). Need rakud kujutavad endast ainulaadset in vitro-siisteemi, kuna nad on suutelised
sinteesima koiki tdiskasvanute neerupealise koores ja sugunddrmetes leiduvaid steroidhormoone ning see
voimaldab uurida mdju nii kortikosteroidide stinteesile kui ka steroidsete suguhormoonide nagu androgeenide ja
ostrogeenide siinteesile, kui katse on valideeritud ainult T ja E2 médramiseks. Katsesiisteemiga kindlakstehtud T
ja E2 stinteesi muutuste pdhjuseks voivad olla uuritava kemikaali mitmesugused mojud steroidogeensetele funkt-
sioonidele, mis on ekspresseeritud H295R-rakkudes. Need hdlmavad mdju steroidhormoonide siinteesis, muunda-
mises vOi korvaldamises osalevate ensiiimide ekspressioonile, siinteesile voi funktsioonidele (12, 13, 14).
Hormoonide siinteesi pidurdamist vdib pdhjustada otsene konkurents siinteesiraja ensiiiimile sidumise pdrast,
mdju sellistele kofaktoritele nagu NADPH (nikotiinamiidadeniindinukleotiidfosfaat) ja cAMP (tsiikliline adenosiin-
monofosfaat) ja/voi steroidide metabolismi kiirendamine voi steroidogeneesi raja mone ensiiimi geeni ekspres-
siooni allasurumine. Kui siinteesi pidurdamist voib pdhjustada hormoonisiinteesis osalevate protsesside otsene vdi
kaudne mdjutamine, siis siinteesi indutseerimine on tavaliselt seotud kaudse mdjuga, nagu kofaktorite (nt NADPH,
cAMP) m&jutamine (see toimub forskoliini puhul), steroidide metabolismi vahendamine (13) ja/vdi steroidogeen-
sete geenide ekspressiooni suurendamine.

9. H295R-katsel on rida eeliseid:

— see voimaldab kindlaks teha nii T ja E2 siinteesi suurenemist kui ka vihenemist;

— see voimaldab otse hinnata kemikaali voimalikku moju raku eluvdimele voi tsiitotoksilisust. See on oluline,
kuna see vbimaldab eristada tsiitotoksilisusest tingitud mé&ju sellisest mojust, mis tuleneb kemikaalide otsesest
toimest steroidogeensetele radadele; selline eristamine ei ole voimalik koeeksplantaatide korral, milles on palju
eri tundlikkuse ja eri funktsioonidega rakutiiiipe;
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— meetod ei ndua loomade kasutamist;
— rakuliin H295R on kaubanduslikult kittesaadav.

10.  Katsemeetodi peamised piirangud on jargmised:

— rakkude metaboliseerimisvdime ei ole teada, kuid on tdendoliselt iisna piiratud; seepdrast jadvad selle katsega
tdendoliselt avastamata kemikaalid, mida on vaja metabolismi kaudu aktiveerida;

— kuna H295R-rakud on saadud neerupealiste koest, on neis olemas ensiiiimid, mis vdivad siinteesida glitko- ja
mineraalkortikoide, samuti suguhormoone; seetdttu vdib moju glitko- ja mineraalkortikoidide siinteesile maju-
tada katses tiheldatavat T ja E2 taset;

— katsega ei saa méddrata DHTd ja sellepdrast ei saa mdirata kemikaale, mis pidurdavad 5a-reduktaasi; sellisel
juhul voib kasutada Hershbergeri katset (16);

— H295R-katsega ei saa avastada kemikaale, mis segavad steroidogeneesi hiipotalamuse-ajuripatsi-sugundirmete
(HAS-) telje kaudu; seda omadust saab uurida ainult elusloomadel tehtavate katsetega.

KATSE POHIMOTE

11.  Katse eesmirk on teha kindlaks kemikaalid, mis mojutavad T ja E2 stinteesi. T on E2 siinteesi rajal iihtlasi iiks
vaheiithendeid. Katsega saab kindlaks teha kemikaale, mis tavaliselt pidurdavad steroidogeneesi raja ensiiiime.

12.  Katse tehakse tavaliselt standardse rakukultuuri tingimustes 24 siivendiga plaatidel. Katse tegemiseks voib kasutada
ka muu suurusega plaate; sellisel juhul tuleb kiilvamist ja katsetingimusi siiski vastavalt kohandada, et jirgida tule-
muslikkuse kriteeriume.

13.  Parast 24-tunnilist kohanemisperioodi siivenditega plaatidel viiakse rakud 48 tunniks kokkupuutesse uuritava
kemikaali seitsme kontsentratsiooniga (vihemalt kolm paralleelkatset). Paralleelselt tehakse katsed lahusti ja teada
oleva pidurdaja voi aktiveerija ithe kindla kontsentratsiooniga; need on negatiivne ja positiivne kontroll. Kokku-
puuteperioodi 16pus eemaldatakse igast siivendist katsekeskkond. Rakkude elujoulisust igas siivendis kontrollitakse
kohe pirast katsekeskkonna eemaldamist. Hormoonide keskmist kontsentratsiooni katsekeskkonnas saab modta
eri meetoditega; voib kasutada miiiigil olevaid hormoonide mddtmise komplekte ja/vdi kasutada instrumentaalseid
meetodeid, niiteks vedelikkromatograafia-mass-spektromeetriat (LC-MS). Andmed viljendatakse suhtelise muutu-
sena (kordades), vorreldes muutust lahusti kontrolli ja vdhima tdheldatavat toimet avaldava kontsentratsiooniga
(lowest-observed-effect-concentration, LOEC). Kui katse tulemus on negatiivne, teatatakse korgeim uuritud kontsentrat-
sioon kui tdheldatavat toimet mitteavaldav kontsentratsioon (no-observed-effect-concentration, NOEC). Jareldus kemi-
kaali voime kohta mdjutada steroidogeneesi peaks pdhinema vihemalt kahel teineteisest séltumatul katsel.
Esimese katse v6ib teha doosivahemiku otsimise katsena, edaspidi kohandatakse katsetes 2 ja 3 (kui need tehakse)
kontsentratsioone, kui tekivad raskused lahustuvuse ja tsiitotoksilisusega voi kui kemikaali toime hakkab avalduma
alles uuritud kontsentratsioonide vahemiku darel.

RAKUKULTUURI KASVATAMINE

Rakuliin

14.  NCI-H295R-rakke saab osta Ameerika rakukultuuride kollektsioonist (American Type Culture Collections, ATCC)
materjali tileandmise lepingu (Material Transfer Agreement, MTA) (') allakirjutamisel.

Sissejuhatus

15.  Kuna rakkude vdime toota E2 muutub rakkude vanuse voi passaazide arvu suurenemisega (2), tuleks rakke enne
nende kasutamist kasvatada teatavate eeskirjade jirgi, ning tles tuleks mirkida passaazide arv pérast rakkude {iles-
sulatamist ja passaazi number, mille juures rakud kiilmutati ja pandi vedelasse limmastikku. Esimene number on
tegelik rakupassaazi number ja teine number niitab rakupassaazi, milles rakud killmutati ja pandi hoiule. Naiteks
rakud, mis killmutati pdrast viiendat passaaZzi ning sulatati ja seejirel eraldati aluselt kolm korda (4 passaazi, kui
loeme virskelt sulatatud rakud passaaziks 1) pérast seda, kui neid oli jille kasvatatud, saavad mdrgise 4.5.
Nummerdamisskeemi kohta on esitatud niide valideerimisaruande I liites (4).

16.  Siilituskeskkonda kasutatakse tdiendatud keskkonna ja killmutamiskeskkonna alusena. Tiiendatud keskkond on
rakkude kasvatamise vajalik komponent. Kilmutamiskeskkond on spetsiaalselt vilja tootatud selleks, et rakke

(') ATCC CRL-2128; ATCC, Manassas, VA, USA (http:/[www.Igcstandards-atcc.org)).
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saaks kahjustamatult kilmutada pikaajaliseks siilitamiseks. Enne kasutamist tuleks Nu-seerumit (vm sarnaste
omadustega seerumit, mille kohta on niidatud, et see vastab katse tegemise ja kvaliteedikontrolli nduetele), mis on
lisatud keskkonna osa, analiiiisida, et teha kindlaks T ja E2 taustkontsentratsioon. Nende lahuste valmistamist on
kirjeldatud valideerimisaruande II liites (4).

17.  Pidrast H295R-rakkude kultuuri alustamist ATCC-originaalpartiist tuleb rakke kasvatada viie passaazi jooksul
(st rakke eraldatakse aluselt 4 korda). Viienda passaazi rakud kiilmutatakse seejdrel siilitamiseks vedelas limmas-
tikus. Enne rakkude kiilmutamist kasvatatakse eelmise, neljanda passaazi rakke kvaliteedikontrolli plaadil (vt
punktid 36 ja 37), millega kontrollitakse, et hormoonide baasproduktsioon ja reageering positiivse kontrolli kemi-
kaalidele vastaksid katse kvaliteedikontrolli kriteeriumidele, mis on esitatud tabelis 5.

18.  H295R-rakke tuleb kasvatada, kiilmutada ja hoida vedelas limmastikus selle tagamiseks, et alati on kittesaadavad
vajaliku passaaZifvajalikus vanuses rakud kasvatamiseks ja kasutamiseks. H295R-katse puhul lubatav passaazide
maksimaalne arv parast uue (") voi kilmutatud (3 rakupartii kultuuri votmist ei tohiks olla iile 10. Naiteks
sobivad rakukultuuride passaazid, mis on vdetud 5. passaazis kilmutatud partiist, on 4.5 kuni 10.5. Killmutatud
partiist alustatud rakukultuuri puhul tuleb jirgida punktis 19 kirjeldatud korda. Neid rakke tuleks kasvatada vihe-
malt neljas (4) tdiendavas passaazis (passaaz 4.5), enne kui neid kasutatakse katses.

Rakkude votmine kiilmutatud varukultuurist

19.  Rakkude killmutatud varukultuurist votmise korda tuleb kasutada siis, kui uus partii rakke voetakse vilja vedela
lammastikuga hoidlast kasvatamiseks ja katses kasutamiseks. Toimimise iiksikasjad on esitatud valideerimisuu-
ringu II liites (4). Rakud eemaldatakse vedela limmastikuga hoidlast, sulatatakse kiiresti, pannakse tsentrifuugi-
topsis olevasse tdiendatud keskkonda, tsentrifuugitakse toatemperatuuril, suspendeeritakse uuesti tdiendatud kesk-
konnas ja viiakse dile kultuurikolbi. Keskkonda tuleks jargmisel pdeval vahetada. H295R-rakke kasvatatakse inku-
baatoris 37 °C juures dhuatmosfidris, mis sisaldab 5 % CO,, ja keskkonda uuendatakse 2-3 korda nidalas. Kui
rakukultuur saavutab ligikaudu 85-90 % laatumise (konfluentsuse), tuleb kultuur eraldada aluselt. Rakkude aluselt
eraldamine on vajalik nende tervise ja kasvu tagamiseks, et need oleksid biokatse tegemiseks vajalikus seisundis.
Rakke loputatakse kolm korda fosfaatpuhvrit sisaldava soolalahusega (mis ei sisalda Ca?* ega Mg?*) ja vabastatakse
rakud kultuurikolvist, milleks lisatakse sobivat ensiiiimi, mis aitab rakkudel eralduda, nt triipsiiniga fosfaatpuhvrit
sisaldava soolalahusega (mis ei sisalda Ca?* ega Mg?). Kohe pérast rakkude eraldumist kultuurikolvist tuleks
ensiiiimi toime peatada, milleks lisatakse kolm korda suurem kogus tdiendatud keskkonda, kui selle lahuse maht,
mida kasutati ensiiiimiga to6tlemisel. Rakud viiakse iile tsentrifuugitopsi, tsentrifuugitakse toatemperatuuril, super-
natant eemaldatakse ja tsentrifuugitud rakukogum suspendeeritakse uuesti tdiendatud keskkonnas. Sobiv kogus
rakkudega lahust pannakse uude kultuurikolbi. Rakkudega lahuse kogus tuleks reguleerida selliseks, et rakud
laatuvad 5-7 pidevaga. Soovitatav alamkultuuri suhtarv on 1: 3 kuni 1: 4. Tass tuleks hoolikalt margistada. Rakud
on niitid valmis katses kasutamiseks ja liigsed rakud tuleks kilmutada vedelas limmastikus, nagu on kirjeldatud
punktis 20.

H295R-rakkude kiilmutamine (rakkude ettevalmistamine vedelas limmastikus siilitamiseks)

20.  H295R-rakkude ettevalmistamisel killmutamiseks tuleks korrata eespool kirjeldatud rakkude eraldamisel kasutatud
korda kuni tsentrifuugitopsi péhja kogutud rakkude uuesti suspendeerimiseni. Seekord suspendeeritakse tsentri-
fuugitud rakkudekogum kiilmutamiskeskkonnas. Rakkudega lahus viiakse iile kriioviaali, médrgistatakse, nagu vaja,
ja kiilmutatakse 24 tundi — 80 °C juures, mille jirel viaal pannakse hoiule vedelasse limmastikku. Toimimise iiksi-
kasjad on esitatud valideerimisuuringu III liites (4).

Rakkude kandmine plaadile ja eelinkubeerimine katse tegemiseks

21.  Katse tegemiseks vajalike punktis 19 esitatud juhendite kohaselt ettevalmistatud 24 siivendiga plaatide arv soltub
uuritavate kemikaalide arvust ja rakkude laatumisest kultuuritassidel. Uldreeglina saab iihest kultuurikolvist
(75 cm?), milles laatumismair on 80-90 %, piisava hulga rakke 1,5 (24 siivendiga) plaadi jaoks, kui vajalik
rakkude tihedus on 200 000 kuni 300 000 rakku keskkonna ml-s, mis tekitab umbes 50-60 % laatumise siive-
ndites 24 tunniga (joonis 2). See on tavaliselt sobivaim rakkude tihedus katses hormoonide siinteesiks. Suurema
tiheduse juures muutub T ja ka E2 siinteesi ajaline kiik. Enne katse esmakordset tegemist soovitatakse katsetada
mitut killvamistihedust vahemikus 200 000 kuni 300 000 rakku ml-s ja edasisteks katseteks tuleks valida selline
tihedus, mis annab 50-60 % laatumise siivendites 24 tunniga.

(") ,Uus partii” — uus rakkude partii, mis on saadud ATCC-lt.
() ,Kilmutatud partii” — rakke on varem kasvatatud ja siis killmutatud mujal kui ATCC-s.
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Joonis 2

H295R-rakkude mikrofoto kiilvamistihedusel 50 % 24 siivendiga plaadil parast 24 tundi: A — siivendi
direl; B — siivendi keskel

22.  Keskkond eemaldatakse kultuurikolvist pipetiga ja rakke loputatakse 3 korda steriilse fosfaatpuhvrit sisaldava
soolalahusega (mis ei sisalda Ca2* ega Mg?"). Lisatakse enstiimi lahust samas fosfaatpuhvrit sisaldavas soolalahuses,
et eraldada rakud kultuurikolvist. Rakkude eraldumiseks sobiva aja jdrel tuleks ensiiiimi toime peatada, milleks
lisatakse kolm korda suurem kogus tdiendatud keskkonda, kui selle lahuse maht, mida kasutati ensiiiimiga tootle-
misel. Rakud viiakse iile tsentrifuugitopsi, tsentrifuugitakse toatemperatuuril, supernatant eemaldatakse ja tsentri-
fuugitud rakukogum suspendeeritakse uuesti tiiendatud keskkonnas. Arvutatakse rakkude tihedus, kasutades
nditeks hematotsiitomeetrit voi rakuloendajat. Rakkudega lahust tuleks lahjendada kuni vajaliku kiilvamistihedu-
seni ja segada hoolikalt, et tagada rakkude htlane tihedus. Rakud tuleks kanda plaadile, 1 ml rakkudega lahust
igasse siivendisse, ning plaadid ja siivendid margistatakse. Rakkudega plaate inkubeeritakse 24 tundi 37 °C juures
dhuatmosfdaris, mis sisaldab 5 % CO,, et lasta rakkudel kinnituda siivenditele.

KVALITEEDIKONTROLLI NOUDED

23.  On viga oluline, et siivenditesse pandaks tipne maht lahuseid ja dooside lisamisel proove, kuna need mahud
mairavad kontsentratsioonid, mida kasutatakse katsetulemuste arvutamisel.

24.  Enne rakukultuuri loomist ja edasist katsete tegemist peaks iga labor niitama, et tema hormoonide mairamise
siisteemn on piisavalt tundlik (punktid 29-31).

25.  Kui hormoonide mairamiseks kasutatakse antikehapohiseid katseid, tuleks enne katse alustamist kontrollida, kas
uuritavad kemikaalid vdivad segada T ja E2 m&6tmist vastavalt punktis 32 kirjeldatule.
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26. Katse puhul soovitatakse lahustina kasutada dimetiiiilsulfoksiidi (DMSO). Kui kasutatakse muud lahustit, tuleks
maddrata:

— uuritava kemikaali, forskoliini ja prokloraasi lahustuvus selles lahustis ning
— tsiitotoksilisus funktsioonina lahusti kontsentratsioonist.

Soovitatakse, et lahusti suurim lubatav kontsentratsioon ei oleks kdrgem kui solvendi madalaima tsiitotoksilise
kontsentratsiooni 10-kordne lahjendus.

27.  Enne katse esmakordset tegemist peaks labor libi tegema kvalifikatsioonikatse, mis nditab, et labor suudab hool-
dada rakukultuuri ning saavutada rakukultuuri ja eksperimenditingimused, mis on vajalikud kemikaali katsetami-
seks, nagu on kirjeldatud punktides 33-35.

28.  Katsete alustamisel uue partiiga tuleks enne uue partii rakkude kasutamist teha katse kontrollplaadiga, et hinnata
rakkude toimimist, nagu on kirjeldatud punktides 36 ja 37.

Hormoonide miiramise siisteemi toimimine

Meetodi tundlikkus, modtetipsus ja kordustdpsus ning ristreaktsioonid proovi maatriksiga

29. Iga labor vdib ise valida hormoonide mddétmise siisteemi, mida ta kasutab H295R poolt siinteesitud T ja E2
maédramiseks, tingimusel, et see vastab tulemuslikkuse kriteeriumidele, sealjuures mo6tmispiirile (Limit of Quantifi-
cation, LOQ). Nominaalselt on need 100 pg/ml T puhul ja 10 pg/ml E2 puhul; vddrtused pdhinevad valideerimi-
suuringus leitud normaalsetel hormoonitaseme baasviirtustel. Kuid ka kdrgem v6i madalam tase vdib olla sobiv;
see oleneb hormoonide baastasemest, mis on madratud katset tegevas laboris. Enne kvaliteedikontrolli plaadi ja
uuritava kemikaali katsete kdivitamist peaks labor tdendama, et kasutatava hormoonide mairamise katsega saab
hormoonide kontsentratsiooni mddta taiendatud keskkonnas piisava mootmis- ja kordustdpsusega, et tdita tabe-
lites 1 ja 5 esitatud kvaliteedikontrolli kriteeriumid; selleks analitiisitakse tdiendatud keskkonda, mida on tembitud
hormooni sisestandardiga. Tdiendatud keskkonda peaks olema tembitud kummagi hormooniga vihemalt kolmel
kontsentratsioonil (nt 100, 500 ja 2 500 pg/ml T-d; 10, 50 ja 250 pg/ml E2; T ja E2-ga tempimise kdige mada-
lama mdarana voib kasutada ka koige madalamaid voimalikke kontsentratsioone, arvestades valitud hormoonide
médramise siisteemi avastamispiiri) ja need tuleks mdirata. Ekstraheerimata proovides mdddetud hormoonide
kontsentratsioonid tohivad nominaalsest kontsentratsioonist erineda kuni 30 % ja sama proovi paralleelmddtmiste
erinevus ei tohiks olla {ile 25 % (vt ka tabel 8, tdiendavad kvaliteedikontrolli kriteeriumid). Kui need kvaliteedikon-
trolli kriteeriumid on tdidetud, siis eeldatakse, et valitud hormoonide mairamise siisteem on piisavalt tipne,
korratav ja ei esine ristreaktsioone keskkonnaga (proovi maatriks), mis voiksid oluliselt mojutada katse tulemust.
Sellisel juhul ei ole enne hormoonide mddtmist vaja proove ekstraheerida.

30.  Kui tabelites 1 ja 8 esitatud kvaliteedikontrolli kriteeriumid ei ole tdidetud, v6ib olla tegemist olulise maatriksiefek-
tiga; sel juhul tuleb teha katse tembitud keskkonnaga ja ekstraheerida hormoonid. Ekstraheerimise kdigu kohta on
esitatud niide valideerimisaruande I liites (4). Hormoonide kontsentratsiooni mddtmisel ekstraheeritud proovidest
tuleks teha kolm paralleelkatset (!). Kui on vdimalik ndidata, et pdrast ekstraheerimist keskkonna komponendid ei
sega hormoonide médramise meetodit, nagu on mddratletud kvaliteedikontrolli kriteeriumidega, tuleks kdik edas-
pidised katsed teha ekstraheeritud proovidega. Kui pdrast ekstraheerimist ei dnnestu kvaliteedikontrolli kriteeriume
tdita, siis ei ole kasutatav hormoonide mairamise siisteem sobiv H295R steroidogeneesi katses kasutamiseks ja
tuleb kasutada muud hormoonide mairamise meetodit.

Standardkover

31.  Lahusti kontrolli katsetest maaratavad hormoonide kontsentratsioonid peaksid olema standardkévera lineaarse osa
peal. Eelistatavalt peaksid lahusti kontrolli tulemused asuma lineaarse osa keskel, mis tdendaks, et on vdimalik
mddta nii hormoonisiinteesi parssimist kui ka aktiveerimist. Vastavalt sellele tuleks valida keskkonna (vdi ekstrak-
tide) lahjendused, mis tehakse enne mootmist. Lineaarne sdltuvus mdairatakse kindlaks sobiva statistilise meeto-
diga.

Kemikaali hdiriva moju katse

32.  Kui hormoonide mairamiseks kasutatakse antikeha-pohiseid meetodeid nagu ensiiiimimmuunsorptsioonanaliiiis
(ELISA) ja radioimmuunanaliiiis (RIA), tuleks enne kemikaalidega tegelike katsete tegemist kontrollida kemikaalide
voimalikku segavat moju (valideerimisaruande III liide (4)), kuna moni kemikaal vdib neid katseid segada (17). Kui
esineb segamine, mis on > 20 % hormoonide T ja/vdi E2 baastasemest, mis médratakse hormoonianaliiiisiga, tuleb
koigi uuritavate kemikaalide varulahuse lahjendustega teha hormoonide analiiiisile kemikaali poolt avaldatava
segava mdju katse (nagu on kirjeldatud valideerimisaruande (4) III liites, jaotis 5.0), et teha kindlaks lividoos, mille

(") Markus : kui on vajalik ekstraheerimine, tehakse iga ekstraktiga kolm paralleelset mddramist. Iga proovi ekstraheeritakse ainult iks

kord.
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juures esineb oluline (> 20 %) segamine. Kui segamine on alla 30 %, vdib segamise arvestamiseks viia tulemusse
sisse parandi. Kui segamine on iile 30 %, on andmed k&lbmatud ja selliste kontsentratsioonide juures saadud
andmed tuleks jdtta arvestamata. Kui uuritav kemikaal segab oluliselt hormoonide mairamist rohkem kui iihel
kontsentratsioonil, mis ei ole tsiitotoksiline, tuleb kasutada muud hormoonide miiramise siisteemi. Selleks et
viltida saastavate kemikaalide segavat mdju, on soovitatav hormoonid keskkonnast sobiva lahustiga ekstraheerida;
voimalikud meetodid on esitatud valideerimisaruandes (4).

Tabel 1

Tulemuste digsuse kriteeriumid hormoonide mddtmise siisteemide puhul

Naitaja Kriteerium

Modtmismeetodi tundlikkus M&&tmispiir
T: 100 pg/ml; E2: 10 pg/ml ()

Hormoonide ekstraheerimise tShusus | Tembitud hormooniproovide keskmine ekstraheerimismaar (mis
(ainult siis, kui on vaja ekstraheerida) | pShineb kolmel m&otmisel) ei tohiks erineda iile 30 % lisatud kogusest.

Kemikaali segav mdju (ainult antikeha- | Olulisi ristreaktsioone (> 30 % vastava hormooni baastasemest) ei ole
pohised siisteemid) tihegi raku poolt siinteesitava hormooniga (°) ().

() Markus: meetodi mdotmispiirid pohinevad tabelis 5 esitatud hormoonide siinteesi baastaseme véirtustel ja sdltuvad maira-
mise kvaliteedist. Kui saavutatakse kdrgem hormoonide baastase, voib piir olla kdrgem.

(*) Moned T ja E2 antikehad voivad suurema protsendimddra korral ristreageerida vastavalt androsteendiooni ja Ostrooniga.
Sellisel juhul ei ole voimalik digesti madrata moju 17f-hiidroksiisteroiddehiidrogenaasile. Siiski voib andmetest saada kasu-
likku teavet mdju kohta iildisele 6strogeenide vdi androgeenide siinteesile. Sellistel juhtudel tuleks andmed viljendada pigem
androgeeni/ostrogeeni toimena, mitte E2 ja T-na.

(9 Need hdlmavad jargmisi: kolesterool, pregnenoloon, progesteroon, 11-desoksiikortikosteroon, kortikosteroon, aldosteroon,
17a-pregnenoloon, 17a-progesteroon, desoksiikortisool, kortisool, DHEA, androsteendioon, dstroon.

Labori pidevuse katse

33.  Enne tundmatu kemikaali katsetamist peaks labor niitama, et ta suudab saavutada ja siilitada asjakohast rakukul-
tuuri ja katsetingimusi, mis on vajalikud katse edukaks labiviimiseks; selleks tehakse labori padevuse katse. Kuna
katse tulemuslikkus sdltub otseselt laboris analiiiisi tegevatest inimestest, tuleb neid katseid osaliselt korrata, kui
labori to6tajaskonnas on muutusi.

34. Labori padevuse katse tehakse samades tingimustes, mis on loetletud punktides 38-40: rakud viiakse kokkupuu-
tesse tugeva, mddduka ja ndrga aktivaatori ja pérssija 7 kontsentratsiooniga ja negatiivse kemikaaliga (vt tabel 2).
Konkreetselt kuuluvad uuritavate ainete hulka jargmised kemikaalid: tugev aktivaator forskoliin (CASi
nr 66575-29-9); tugev parssija prokloraas (CASi nr 67747-09-5); mdddukas aktivaator atrasiin (CASi
nr 1912-24-9); mdddukas pirssija aminoglutetimiid (CASi nr 125-84-8); ndrk (E2 siinteesi) aktivaator ja ndrk
(T siinteesi) pérssija bisfenool A (CASi nr 80-05-7) ning negatiivne kemikaal inimese kooriongonadotropiin (HCG)
(CASi nr 9002-61-3), vt tabel 2. Eraldi plaatidel tehakse katsed koigi kemikaalidega, kasutades tabelis 6 naidatud
formaati. Iga pdev tuleb koos katsetega teha ka iiks katse kvaliteedikontrolli plaadiga (tabel 4, punktid 36-37),
millele pannakse labori padevuse kontrollimise kemikaalid.

Tabel 2

Pidevuse kontrollimise kemikaalid ja kokkupuutekontsentratsioonid

Piddevuse kontrollimise kemikaal Uuritavad kontsentratsioonid [pM]

prokloraas 0, 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1, 3, 10

forskoliin 0, 0,03;0,1; 0,3; 1; 3, 10, 30
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Pidevuse kontrollimise kemikaal Uuritavad kontsentratsioonid [pM]
atrasiin 0 (), 0,03; 0,1; 1; 3; 10, 30, 100
aminoglutetimiid 0, 0,03;0,1; 1; 3; 10, 30, 100
bisfenool A 0 (¥, 0,03; 0,1; 1; 3; 10, 30, 100
HCG 0@, 0,03;0,1; 1; 3; 10, 30, 100

35.

36.

37.

(%) Lahusti (DMSO) kontroll (0), 1 pl DMSOd siivendisse.

H295R kokkupuude piddevuse kontrollimise kemikaalidega tuleks teha 24 siivendiga plaatidel labori padevuse
kontrollimise katse ajal. Doosi ithik kdigi uuritavate kemikaalide puhul on uM. Doosid tuleks manustada DMSO-
lahusena, 0,1 mahuprotsenti igasse siivendisse. Iga uuritavat kontsentratsiooni tuleks katsetada kolmes siivendis
(tabel 6). Iga kemikaali uuritakse eraldi plaadil. Iga pdev lisatakse plaatide hulka iiks kvaliteedikontrolli plaat.

Rakkude elujoulisuse ja hormoonide analiiisid tuleb teha vastavalt punktidele 42-46. Teatatakse lavivdartus
(vdhim avastatava mdjuga kontsentratsioon, lowest observed effect concentration, LOEC) ja otsus klassifitseerimise

kohta ning tulemusi vdrreldakse tabelis 3 esitatud véirtustega. Andmed loetakse kasutamiskdlblikuks, kui need
vastavad LOEC-le ja klassifitseerimisotsusele, mis on esitatud tabelis 3.

Tabel 3

Liviviidrtused (LOEC) ja klassifitseerimisotsused pidevuse kontrollimise kemikaalide puhul

LOEC [pM] Klassifitseerimisotsus
CASi number
T E2 T E2

prokloraas 67747-09-5 <0,1 <10 + () (Parssimine) | + (parssimine)
forskoliin 66575-29-9 <10 <0,1 + (aktiveeri- + (aktiveeri-

mine) mine)
atrasiin 1912-24-9 <100 <10 + (aktiveeri- + (aktiveeri-

mine) mine)
aminoglutetimiid 125-84-8 <100 <100 + (pérssimine) + (pdrssimine)
bisfenool A 80-05-7 <10 <10 + (pérssimine) + (aktiveeri-

mine)

HCG 9002-61-3 Puudub Puudub Negatiivne Negatiivne

() +, positiivne

Puudub: ei kohaldata, kuna pirast kokkupuudet negatiivse kontrolli mittetsiitotoksilise kontsentratsiooniga ei tohiks muutusi
olla.

Kvaliteedikontrolli plaat

Kvaliteedikontrolli plaati kasutatakse H295R-rakkude toimimise tdendamiseks rakkude kasvatamise standardtingi-
mustes ja varasemate katsete andmebaasi loomiseks, millesse pannakse hormoonide kontsentratsioon lahusti kont-
rolli katsetes, positiivse ja negatiivse kontrolli katsetes, samuti varasemate katsete muud kvaliteedikontrolli peegel-
davad niitajad.

— H295R-rakkude toimimist tuleks hinnata nii, et kvaliteedikontrolli plaadiga kontrollitakse iga uut ATCC
partiid, samuti varem kiilmutatud rakkude iga sulatatud partiid, kui sama rakkude partiiga ei tehta labori pade-
vuse katset (punktid 32-34).

— Uks kvaliteedikontrolli plaat vdimaldab tiielikult hinnata katse tingimusi (nt rakkude elujdulisus, lahusti kont-
rollid, negatiivsed ja positiivsed kontrollid, samuti katsetevaheline ja katsesisene varieeruvus) kemikaali katseta-
misel ning see peaks kuuluma iga katse juurde.

Kvaliteedikontrolli katse tehakse 24 siivendiga plaadil ja selle puhul kasutatakse samasugust inkubeerimise,
dooside manustamise, rakkude eluvdimelisuse voi tsiitotoksilisuse madramise, hormoonide ekstraheerimise ja
analiiiisimise korda, mida on kirjeldatud punktides 38-46 kemikaalide katsetamiseks. Kvaliteedikontrolli plaadil
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on tithikatsed, lahusti kontrollid ning E2 ja T teadaoleva aktivaatori kaks kontsentratsiooni (forskoliin, 1 ja
10 pM) ning teadaoleva pirssija kaks kontsentratsiooni (prokloraas, 0,1 ja 1 uM). Lisaks kasutatakse MeOH teata-
vates siivendites kui rakkude eluvdimelisuse/tsiitotoksilisuse positiivset kontrolli. Plaadi iiksikasjalik kirjeldus on
esitatud tabelis 4. Kriteeriumid, millele peavad vastama kvaliteedikontrolli plaadi tulemused, on loetletud tabelis 5.
Nii lahusti kontrolli kui ka tithikatsete siivendites tuleb saavutada T ja E2 siinteesi minimaalne baastase.

Tabel 4

Kvaliteedikontrolli plaat, millega kontrollitakse mojutamata H295R-rakkude ja teadaolevate pirssijatega
(PRO — prokloraas) ja aktiveerijate (FOR — forskoliin) kokkupuutes olevate H295R-rakkude E2 ja T
siinteesi. Pirast kokkupuutekatse 16petamist ja keskkonna kdrvaldamist lisatakse koikidesse MeOH siive-
nditesse 70 % metanoolilahust; see on tsiitotoksilisuse positiivne kontroll (vt tsiitotoksilisuse katse vali-
deerimisaruande (4) III liites)

1 2 3 4 5 6
A Tiihikatse (2) Tiihikatse (%) Tiihikatse (%) Tiihikatse (?) Tiihikatse (?) Tiihikatse (2)
(+ MeOH) (°) (+ MeOH) (°) (+ MeOH) (?)
B DMSO () DMSO () DMSO (9 DMSO (9 DMSO () DMSO ()
1ul 1ul 1ul 1u 1ul 1ul
(+ MeOH) () (+ MeOH) () (+ MeOH) ()
C FOR 1 pM FOR 1 pM FOR 1 uM PRO 0,1 uM PRO 0,1 pM PRO 0,1 pM
D FOR 10 pM FOR 10 pM FOR 10 pM PRO 1 pM PRO 1 pM PRO 1 uM

(8) Tiihikatse siivendites olevatele rakkudele lisatakse ainult keskkonda (st lahustit ei lisata).

(") Metanool (MeOH) lisatakse pérast seda, kui kokkupuude on I6petatud ja keskkond on nendest siivenditest eemaldatud.
() DMSO lahusti kontrolli katse (1 pl siivendi kohta).

Tabel 5

Kvaliteedikontrolli plaadi tulemuslikkuse kriteeriumid

T E2

Hormoonide baassiintees lahusti kontrollis (SC)

v

5 korda LOQ > 2,5 korda LOQ

Aktiveerimine (10 uM forskoliin) 1,5 korda SC

v

> 7,5 korda SC

Pirssimine (1pM prokloraas) > 0,5 korda SC > 0,5 korda SC

KEMIKAALIGA KOKKUPUUTESSE VIIMINE

38.  Eelinkubeeritud rakud vdetakse inkubaatorist valja (punkt 21) ja kontrollitakse mikroskoobi all, et teha kindlaks,
kas need on heas seisundis (kleepumine, morfoloogia) enne kemikaaliga kokkupuutesse viimist.

39. Rakud pannakse bioohutuskambrisse ja eemaldatakse tdiendatud keskkond ning asendatakse uue tiiendatud kesk-
konnaga (1 ml siivendi kohta). Kdesoleva katsemeetodi puhul on eelistatud lahusti DMSO. Kui on olemas p&hjusi
muude lahustite kasutamiseks, tuleks esitada teaduslik pdhjendus. Rakud viiakse uuritava kemikaaliga kokkupuu-
tesse, milleks lisatakse 1 pl sobivat pohilahust dimetiiiilsulfoksiidis (vt valideerimisaruande (4) II liide) siivendis
oleva tiiendatud keskkonna 1 ml kohta (siivendi maht). Sellega saavutatakse siivendites DMSO 1dppkontsentrat-
sioon 0,1 %. Vajaliku segamise kindlustamiseks eelistatakse tldiselt segada uuritava kemikaali sobiv pdhilahus
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DMSOs tdiendatud keskkonnaga, et saada iga doosi vajalik 16ppkontsentratsioon, ja selline segu lisatakse igasse
siivendisse kohe pirast vana keskkonna eemaldamist. Kui kasutatakse sellist varianti, peaks DMSO kontsentrat-
sioon (0,1 %) olema ithesugune koikides siivendites. Siivendeid, milles on kaks kdige kdrgemat kontsentratsiooni,
kontrollitakse visuaalselt stereomikroskoobiga, et neis ei oleks sadet ega higu, mis osutaks kemikaali ebapiisavale
lahustuvusele. Kui leitakse higusust voi sademe tekkimist, kontrollitakse ka jirgmise kahe kontsentratsiooniga
siivendeid (jne); kontsentratsioone, mille juures ei saavutatud taielikku lahustumist, ei arvestata edasisel hindamisel
ja analiiiisil. Plaat pannakse tagasi inkubaatorisse 37 °C juurde 5 % CO,-sisaldusega 6hu atmosfdiri 48 tunniks.
Uuritava kemikaaliga katse plaat on néidatud tabelis 6. Pohilahused 1-7 niitavad uuritava kemikaali suurenevate
dooside paigutust.

Tabel 6

Dooside manustamise skeem H295R-rakkude kokkupuutel uuritava kemikaaliga 24-siivendilisel plaadil

1 2 3 4 5 6

A DMSO DMSO DMSO Pohilahus 4 Pohilahus 4 Pohilahus 4

B Pohilahus 1 Pohilahus 1 Pohilahus 1 Pohilahus 5 Pohilahus 5 Pohilahus 5

C Pohilahus 2 Pohilahus 2 Pohilahus 2 Pohilahus 6 Pohilahus 6 Pohilahus 6

D Pohilahus 3 Pohilahus 3 Pohilahus 3 Pohilahus 7 Pohilahus 7 Pohilahus 7

40.  Pirast 48-tunnilist kokkupuudet vdetakse plaadid inkubaatorist ja iga siivendit kontrollitakse mikroskoobiga
rakkude seisundi (kleepumine, morfoloogia, laatumise mdir) ja tsiitotoksikoloogilisuse suhtes. Iga siivendi kesk-
kond jagatakse kaheks vordseks osaks (kumbki ligikaudu 490 pl) ja kantakse kahte korralikult mirgistatud viaali
(st tiks alikvoot annab iga siivendi kohta varuproovi). Rakkude kuivamise viltimiseks eemaldatakse keskkond
korraga ithe rea siivenditest ja asendatakse keskkonnaga rakkude eluvdimelisuse (tsiitotoksilisuse) katseks. Kui
rakkude eluvdimelisust (tsiitotoksilisust) kohe madrama ei hakata, lisatakse igasse siivendisse 200 pl fosfaatpuhvrit
sisaldavat soolalahust, mis sisaldab Ca?* ja Mg?*. Keskkond kiilmutatakse — 80 °C juures kuni edasise to6tlemiseni
hormoonikontsentratsioonide madramiseks (vt punktid 44-46). T ja E2 on — 80 °C juures hoitavas keskkonnas
iildiselt stabiilsed vihemalt kolm kuud, kuid hormoonide stabiilsus siilitamisel tuleks dokumentaalselt tdendada
igas laboris.

41. Kohe pirast keskkonna eemaldamist mairatakse igal kemikaaliga kokkupuute plaadil rakkude eluvdimelisus/tsiito-
toksilisus.

Rakkude eluvdimelisuse miiramine

42.  Rakkude eluvdimelisuse/tsiitotoksilisuse katset voib teha mitmel viisil; katse eesmirk on teha kindlaks kemikaali
voimalik moju rakkude eluvdimele. Katsega peaks saama madrata siivendis olevate eluvdimeliste rakkude tegelikku
protsendimédra voi tuleb ndidata, et see on vorreldav katsega Live/Dead® (on selle lineaarne funktsioon) (vt vali-
deerimisaruande (4) III liide). Samavdrra histi tootab teine katse MTT-ga ([3-(4,5-dimetiiiiltiasool-2-iiiil)-2, 5-dife-
niiiiltetrasooliumbromiid] (18)). Rakkude eluvdimelisuse hindamine nimetatud meetoditega on suhteline ja selle
puhul ei pruugi tingimata olla lineaarset sdltuvust siivendis olevate rakkude absoluutsest arvust. Seeparast tuleks
igas siivendis rakke paralleelselt hinnata ka silmaga ning teha lahusti kontrolli ja kahe kdrgeima mittetsiitotoksilise
kontsentratsiooni katse digitaalpildid arhiivi jaoks, et hiljem oleks vdimalik méirata tegelikku rakkude tihedust,
kui seda on vaja. Kui visuaalne kontrollimine voi eluvdimelisuse/tsiitotoksilisuse katse niitab rakkude arvu suure-
nemist, tuleb seda niilist kasvu kontrollida. Kui rakkude arvu suurenemist kontrollitakse, tuleks see markida katse-
protokolli. Rakkude eluvdimelisus valjendatakse suhtena lahusti kontrolli katsete keskmisse tulemusse; viimast
peetakse 100 % eluvdimelisuseks ja see arvutatakse vastavalt kasutatava rakkude eluvdimelisuse/tsiitoloogilisuse
katse eeskirjale. MTT-katse puhul v&ib kasutada jirgmist valemit:
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eluvdimeliste rakkude % = (vdirtus siivendis — MeOH-ga [= 100 % surnud] siivendite keskviirtus) + (lahusti-
kontrolli siivendite keskvairtus — MeOH-ga [= 100 % surnud] siivendite keskvédrtus)

43, Siivendid, milles eluvdimelisus on alla 80 % vorreldes keskmise eluvdimelisusega lahusti kontrolli katsetes
(= 100 % eluvoimelisus), tuleks 16plikust andmete analiiiisist vilja jatta. Kui steroidogeneesi pdrssimine toimub
peaaegu 20-protsendilise tsiitotoksilisuse juures, tuleb tulemust hoolikalt hinnata ja tdendada, et parssimise pdhju-
seks ei ole tsiitotoksilisus.

Hormoonide analiiiis

44. Iga labor voib kasutada vabalt valitud siisteemi hormoonide T ja E2 mddtmiseks. Iga doosirithma vabasid kesk-
konna alikvoote voib kasutada lahjenduste tegemiseks, et viia kontsentratsioon standardkdvera lineaarsesse osasse.
Nagu mirgitud punktis 29, peaks iga labor tdendama, et tema hormoonide méddramise siisteem (nt ELISA, RIA,
LC-MS, LC-MS/MS) vastab kvaliteedikontrolli kriteeriumidele. Selle jaoks tuleb enne kvaliteedikontrolli katseid voi
kemikaalide katsetamist tdiendatud keskkonda tempida hormooni sisestandardiga. Selleks et tagada, et katsesiis-
teemi komponendid ei segaks hormoonide méiramist, voib olla vajalik need enne médaramist keskkonnast ekstra-
heerida (vt punkt 30, millistel tingimustel ekstraheerimine on v®i ei ole vajalik). On soovitatav teha ekstraheeri-
mine nii, nagu on kirjeldatud valideerimisaruande (4) III liites.

45.  Kui hormoonide stinteesi mdddetakse kaubandusliku katsekomplektiga, tuleb hormoonide analiiiis teha vastavalt
katsekomplekti tootja juhenditele. Enamikul tootjatest on oma individuaalne meetod hormoonide analiiiisi tegemi-
seks. Uuritavaid proove on vaja lahjendada nii, et eeldatavad hormoonide kontsentratsioonid lahusti kontrolli
katsetes langevad iiksikkatse standardkoveral lineaarse osa keskele (valideerimisaruande (4) III liide). Viirtused
viljaspool standardkovera lineaarset osa tuleb jitta arvestamata.

46.  Loplik hormoonide kontsentratsioon arvutatakse jirgmiselt.

Niide:

Ekstraheeriti: 450 pl keskkonda

Lahustati: 250 pl katsepuhvris

Lahjendus analiiiisiks: 1: 10 (proovi tulemuse toomiseks standardkdvera lineaarsesse osasse)

Hormooni kontsentratsioon mdddetud | 150 pg/ml (pdrast kohandamist kontsentratsiooniks mdddetud proovi

proovis: milliliitris)

Taas leitud: 89 %

Loplik hormooni kontsentratsioon = (hormooni kontsentratsioon (milliliitri kohta) + taas leitud) (lahjendus-
tegur)

Loplik hormooni kontsentratsioon = (150 pg/ml) + (0,89) x (250 /450 pl) x 10 = 936,3 pg/ml

Uuritavate kontsentratsioonide valimine

47.  Tuleks teha vihemalt kaks sdltumatut analiiiisikatset. Kui katses kasutatavate kontsentratsioonide valimiseks ei ole
varasemast teavet lahustuvuspiiride vdi tsiitotoksilisuse kohta, siis soovitatakse esimesel katsel votta katsekontsen-
tratsioonid vahega log,,, kusjuures 10> M on maksimaalne kontsentratsioon. Kui kemikaal on lahustuv ja ei ole
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tsiitotoksiline ithelgi uuritud kontsentratsioonil ning esimesel katsel andsid kdik kontsentratsioonid negatiivse tule-
muse, siis tuleb seda kinnitada veel ithe katsega, kasutades samu tingimusi kui esimesel katsel (tabel 7). Kui
esimese katse tulemused on ebaselged (st suuruse suhteline muutus (kordades) on lahusti kontrolliga vorreldes
statistiliselt oluline ainult iihel kontsentratsioonil) vdi positiivsed (st suuruse suhteline muutus lahusti kontrolliga
vorreldes on statistiliselt oluline kahe vdi enama kdrvuti oleva kontsentratsiooni puhul), tuleb katset korrata, nagu
on ndidatud tabelis 7, tdpsustades katseks kontsentratsioonide valimist. Uuritavaid kontsentratsioone teises ja
kolmandas katses (kui see tehakse) tuleks kohandada, arvestades esimeses katses mdju pohjustanud kontsentrat-
sioonivahemikku, kasutades poole logaritmilise iihiku suurusi kontsentratsioonivahemikke (nt kui esimeses katses
kontsentratsioonidega 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1000 uM leiti aktivatsioon kontsentratsioonidel 1 ja 10 pM,
tuleks teises katses valida kontsentratsioonideks 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 pM), kui ei ole vaja kasutada viikse-
maid kontsentratsioone LOEC saavutamiseks. Viimasel juhul kasutatakse vidhemalt viit kontsentratsiooni allpool
madalaimat esimeses katses uuritud kontsentratsiooni poole logaritmilise iihiku suuruse vahega. Kui teine katse ei
kinnita esimest katset (st statistiliselt olulist erinevust ei leita varem positiivse kontsentratsiooni iimbruses 1 kont-
sentratsiooniinkrement), tuleb teha kolmas katse, kasutades esialgseid katsetingimusi. Esimese katse ebaselged tule-
mused loetakse negatiivseks, kui tdheldatud moju ei 6nnestu kinnitada iihegagi jirgmisest kahest katsest. Ebaselged
tulemused loetakse positiivseks toimeks, kui reaktsiooni dnnestub kinnitada vihemalt iithes jargmises katses kont-
sentratsioonil +1 kontsentratsiooniinkrement (vt punkt 55, andmete tdlgendamise meetod).

Tabel 7

Otsuste maatriks voimalike tulemusestsenaariumide korral

1. katse 2. katse 3. katse Otsus
Stsenaarium Otsus Stsenaarium Otsus Stsenaarium Positiivne Negatiivne
Negatiivne Kinnita (%) Negatiivne Stopp X
Negatiivne Kinnita () Positiivne Tépsusta (V) Negatiivne X
Ebaselge (9) Tépsusta () Negatiivne Kinnita (%) Negatiivne X
Ebaselge (9) Tapsusta () Negatiivne Kinnita () Positiivne X
Ebaselge (9) Tépsusta (V) Positiivne X
Positiivne Tapsusta () Negatiivne Kinnita (%) Positiivne X
Negatiivne Kinnita (3 Positiivne Tépsusta (V) Positiivne X
Positiivne Téapsusta (°) Positiivne Stopp X

®) Kinnita eelmist katset, kasutades sama eksperimendiplaani.

) Korda katset poole logaritmilise iihiku suuruste kontsentratsioonivahemikega (mdlemale poole kontsentratsioonist, mis
eelmises katses osutus oluliselt erinevaks).

(9 Suuruse suhteline muutus (kordades) on lahusti kontrolliga vorreldes statistiliselt oluline iihel kontsentratsioonil.

Katseplaadi kvaliteedikontroll

48.  Lisaks kvaliteedikontrolli plaadi kriteeriumide taitmisele tuleks tdita ka muid kvaliteedikriteeriume, mis on seotud
paralleelsiivendite tulemuste lubatavate erinevustega, korduskatsetega, hormooni méddramise siisteemide lineaarsuse
ja tundlikkusega, iithest ja samast proovist hormooni paralleelsete maaramiste erinevustega ja tembitud hormooni-
piikide taasleidmise protsendiméddraga pérast keskkonna ekstraheerimist (kui seda tehakse; vt nduded ekstraheeri-
misele, punkt 30); sellised kvaliteedikriteeriumid on esitatud tabelis 8. Andmed peaksid langema iga nditaja lubata-
vasse vadrtuste vahemikku, ainult siis saab neid arvestada edasisel hindamisel. Kui need kriteeriumid ei ole
tdidetud, tuleks tabelis mirkida, et kvaliteedikontrolli kriteeriumid ei olnud kdnealuses proovis tiidetud; proov
tuleks uuesti analiiiisida voi andmed vilja visata.



21.8.2014 Euroopa Liidu Teataja L 247/93

Tabel 8

H295R-katse plaadi niitajate lubatavad viirtused ja varieerumisvahemik (%)

(LOQ — hormooni médramise siisteemi mddtmispiir (Limit of Quantification); CV — variatsioonikordaja; SC —
lahusti kontrollkatse; DPM — lagunemist minutis)

Vorreldavad suurused T E2
Hormoonide baassiintees lahusti kontrolli Suhteline suurenemine > 5 korda > 2,5 korda
katsetes vorreldes LOQga
Kokkupuutekatsed — plaadisisene CV lahusti Absoluutsed kontsentrat- <30% <30%
kontrolli katsetes (paralleelsiivendid) sioonid
Kokkupuutekatsed — plaatidevaheline CV lahusti Muutus kordades <30 % <30 %
kontrolli katsetes (paralleelkatsed)
Hormoonide moddtmise siisteem — tundlikkus Tuvastatav suhteline vihe- > 5 korda > 2,5 korda
nemine, vorreldes lahusti
kontrolliga
Hormoonide mddtmise siisteem — kordusmddt- | Absoluutsed kontsentrat- <25% <25%
mised lahusti kontrollide CV (%) sioonid
Keskkonna ekstraheerimine — 3H-sisestandardi DPM > 65 % nominaalsest
taasleidmine (vajaduse korral)

(%) Tahendab iihe ja sama proovi kordusmootmisi.

KATSEANDMETE ANALUUS JA PROTOKOLLI KOOSTAMINE

Andmete analitiis

49.  Selleks, et hinnata hormoonide siinteesi suhtelist suurenemist vdi vihenemist kemikaali juuresolekul, tuleb tule-
mused normeerida lahusti kontrolli tulemuste keskviirtusega igal plaadil, ja tulemused esitatakse suhteliste
muutustena, vorreldes lahusti kontrolliga igal katseplaadil. Kdik andmed esitatakse kujul keskvairtus +1 standard-
hilve (SD).

50. Andmete analiiiisil arvestatakse ainult siivendeid, milles tsiitotoksilisus oli alla 20 %. Suhtelised muutused tuleks
arvutada jargmiselt:

suhteline muutus = (hormooni kontsentratsioon igas siivendis) + (koikide lahusti kontrollide hormooni kontsen-
tratsiooni keskvaartus).

51.  Kui siivendi visuaalse kontrollimise vdi punktis 42 kirjeldatud eluvdimelisuse/tsiitotoksilisuse katsega ndidati
rakkude arvu suurenemist, tuleb seda ndilist suurenemist kontrollida. Kui rakkude arvu suurenemist kontrollitakse,
tuleks see mérkida katseprotokolli.

52.  Enne statistilise analiiiisi tegemist tuleks hinnata normaaljaotuse ja dispersiooni homogeensuse eelduste kehtivust.
Normaaljaotust tuleks hinnata standardsete tdendosusgraafikute voi muu sobiva statistilise meetodiga (nt Shapiro-
Wilki katse). Kui andmed (suhtelised muutused kordades) ei ole normaaljaotusega, tuleks piiidda andmeid teisen-
dada, et ldhendada neid normaaljaotusele. Kui andmed on normaaljaotusega voi ligikaudu normaaljaotusega,
tuleks analiiiisida erinevusi kemikaali kontsentratsiooniriihmade ja lahusti kontrollide vahel, kasutades parameetri-
list testi (nt Dunnetti test), milles kontsentratsioon on sdltumatu muutuja, ja toime (suhteline muutus kordades) on
sOltuv muutuja. Kui andmed ei ole normaaljaotusega, tuleb kasutada sobivat mitteparameetrilist testi (nt Kruskal
Wallis, Steeli mitmese vordluse astaktest). Erinevused loetakse oluliseks p < 0,05 puhul. Statistiline hindamine
tehakse iga siivendi keskvdirtuste alusel, mis esindavad sdltumatuid paralleelidega andmepunkte. Eeldatakse, et
kuna esimeses katses on dooside vahel suured vahed (log,, skaala), ei ole paljudel juhtudel voimalik tipselt kirjel-
dada kontsentratsiooni-toime soltuvust, kui kaks kdrgeimat kontsentratsiooni on sigmoidse kdvera lineaarses osas.
Seepdrast kasutatakse esimese katse voi muude andmete puhul, kus see olukord esineb (nt kui ei hinnata maksi-
maalset tShusust), I tiitipi fikseeritud muutuja statistikat, nagu on kirjeldatud eespool.
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53.  Kui rohkem kui kaks andmepunkti asuvad kdvera lineaarsel osal ja on vdimalik arvutada maksimaalseid tShu-
susi — nagu eeldatakse mone teise katse juures, mille tegemisel kasutatakse poole logaritmilise tthiku suurusi
kokkupuutekontsentratsioonide erinevusi — tuleks kasutada probit-, logit- v6i muud sobivat regressioonimudelit,
et arvutada tdhususega seotud kontsentratsioone (nt EC50 ja EC20).

54.  Tulemused tuleks esitada nii graafiliselt (tulpdiagrammid, mis niitavad keskvéirtust 1 SD) kui ka tabelina
(LOEC/NOEC, mgju suund, ja maksimaalse toime tugevus, mis on osa andmete doosi-toime aspektist) (vt ndide
joonisel 3). Andmete hindamine on ainult siis kehtiv, kui see pohineb vihemalt kahel sltumatul katsel. Katset
loetakse sdltumatuks, kui see on ldbi viidud muul kuupéeval, uute lahuste ja kontrollidega. Teises ja (vajaduse
korral) kolmandas katses kasutatava kontsentratsioonivahemiku voib valida esimese katse tulemuste pohjal, et
paremini madratleda doosi-toime vahemik, milles asub LOEC (vt punkt 47).

Joonis 3

H295R-katsega saadud andmete graafikuna ja tabelina esitamise ja hindamise niide

(tirn margib statistiliselt olulisi erinevusi solvendi kontrollist (p < 0,05); LOEC — vahim taheldatavat toimet
avaldav kontsentratsioon (lowest observed effective concentration); suurim muutus — toime maksimaalne tugevus igal
kontsentratsioonil vorreldes lahusti kontrolli keskvairtusega (= 1))
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Andmete tdlgendamise kord

55.  Uuritav kemikaal tunnistatakse positiivseks, kui suhteline aktivatsioon (kordades) on statistiliselt erinev (p < 0,05)
lahusti kontrollist kahel kdrvuti oleval kontsentratsioonil vihemalt kahes sdltumatus katses (tabel 7). Uuritav
kemikaal tunnistatakse negatiivseks parast kahte sdltumatut negatiivset katset voi parast kolme katset, millest kaks
olid negatiivsed ja iiks ebaselge vdi positiivne. Kui andmed, mis on saadud kolme iseseisva katsega, ei vasta
tabelis 7 loetletud otsustamise kriteeriumidele, ei ole uurimistulemused tdlgendatavad. Tulemusi, mis on saadud
lahustuvuspiirist kdrgema vdi tsiitotoksilise kontsentratsiooni juures, ei tohiks kasutada tulemuste tdlgendamiseks.

Katseprotokoll

56.  Katseprotokollis esitatakse jirgmine teave.

Uurimislabor:

— nimi ja asukoht;
— uuringu juht, muud t66tajad ja nende kohustused uuringu kiigus;

— uuringu alguse ja ldpetamise kuupdevad.
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Uuritav kemikaal, reaktiivid ja kontrollid:

— identifitseerimisandmed (nimetus ja CASi number, kui on olemas), péritolu, partii number, puhtus, tarnija,
ning uuritava kemikaali, reaktiivide ja kontrollide iseloomustus;

— uuritava kemikaali fitiisiline olek ja asjaomased fitiisikalis-keemilised omadused;

— uuritavate kemikaalide, reaktiivide ja kontrollide sailitustingimused ning katseks ettevalmistamise meetod ja
sagedus;

— uuritava kemikaali stabiilsus.

Rakud:

— allikas ja rakutiiiip;
— katses kasutatud rakkude passaazide arv (rakupassaaZi tunnus);

— rakukultuuride siilitusmeetodite korra kirjeldus.

Enne katset taidetavad nouded (vajaduse korral):

— uuritava kemikaali vdimalik segav moju hormoonide méddramise siisteemile — kontrollkatse kirjeldus ja tule-
mused;

— hormoonide ekstraheerimise tShususe mddtmised — kirjeldus ja tulemused;
— koigi tehtavate analiiiiside standard- ja kaliibrimiskdverad;

— valitud analiiisimeetodite avastamispiir.

Katsetingimused:

— keskkonna koostis;

— uuritava kemikaali kontsentratsioon;

— rakkude tihedus (hinnatud v6i m&ddetud rakkude kontsentratsioon 24 ja 48 tunni jérel);
— uuritava kemikaali lahustuvus (lahustumispiir, kui see on maaratud);

— inkubatsiooniaeg ja tingimused.

Katsetulemused:

— iga kontrollisiivendi ja kemikaaliga siivendi tootlemata andmed — iga iiksiku mdGtmise tulemus otse sellisel
kujul, mille annab hormoonide mddtmiseks kasutatav vahend (nt optilise tiheduse tihikutes, fluorestsentsi
tthikutes, lagunemiste arv minutis jne);

— normaaljaotuse eelduse kontrollimine vdi andmete teisendamise selgitus;

— keskmine toime #1 standardhilve igas mdddetud siivendis;

— tsiitotoksilisuse andmed (uuritavad kontsentratsioonid, mis olid tsiitotoksilised);
— kinnitus selle kohta, et kvaliteedikontrolli nduded olid tdidetud;

— suhteline muutus vorreldes lahusti kontrolli proovidega, tsiitotoksilisuse parandiga;

— tulpdiagramm, mis niitab suhtelist muutust (kordades) igal kontsentratsioonil, koos standardhilbe ja statistilise
olulisusega, vt punktid 49-54.

Andmete tolgendamine:

— andmete tolgendamise korra kohaldamine tulemustele ja tihelepanekute arutelu.

Arutelu:

— kas tulemustest jareldub midagi vdimaluse kohta, et T ja E2 andmeid vdisid mdjutada kaudsed mojud glitko-
ja mineraalkortikoidide radadele?

Jareldused
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Liide
MOISTED
CV (Coefficient of Variation) — variatsioonikordaja, méiratletud kui jaotuse standardhilbe ja aritmeetilise keskmise
suhtarv.

CYP - tsiitokroom P450 monooksiigenaasid, geenide ja nende jérgi siinteesitud ensiiiimide perekond, mis osaleb viga
paljude biokeemiliste reaktsioonide kataliiiisimises, sealhulgas steroidhormoonide siinteesi ja metabolismi kataliitisimises.

DPM (disintegrations per minute) — lagunemiste arv minutis. See on teatava koguse radioaktiivse aine iithe minuti
jooksul lagunenud aatomite arv.

E2 - 17p-ostradiool, kdige tahtsam ostrogeen imetajate hormoonisiisteemides.

H295R-rakud — inimese adrenokartsinoomi rakud, millel on tsonaalselt diferentseerumata inimloote neerupealise
rakkude fiisioloogilised omadused ning milles on ekspresseeritud kdik steroidogeneesi raja ensiiiimid. Selliseid rakke saab
tellida ATCC-st.

Katse — soltumatu eksperiment, mis tehakse uute lahuste ja uute kontrollidega.

Katseplaat — plaat, millel H295R-rakud viiakse kokkupuutesse uuritavate kemikaalidega. Katseplaadil on lahusti kont-
roll ja uuritav kemikaal seitsmes kontsentratsioonis, igaiiks kolme paralleelina.

Kvaliteedikontroll (QC) — osutab meetmetele, mida on vaja votta kasutamiskdlblike andmete saamiseks.

Kvaliteedikontrolli plaat — 24 siivendiga plaat, millel on positiivse ja negatiivse kontrolli kaks kontsentratsiooni,
millega kontrollitakse uue rakkude partii toimimist voi tehakse katse positiivsed kontrollid kemikaalide katsetamisel.
Kemikaal - aine voi segu.

Kiilmutuskeskkond — keskkond, mida kasutatakse rakkude kiilmutamiseks ja milles hoitakse killmutatud rakke. Selle
koostis on jirgmine: varulahusekeskkond pluss BD NuSerum ja dimetiiiilsulfoksiid.

Laatumismdidr - iseloomustab pinna katmise voi paljunemise maira, mida rakkudele vdimaldatakse kasvukeskkonna
pinnal voi sees.

Lineaarne osa — hormoonide mairamise siisteemi standardkdvera osa, milles tulemus on vordeline proovis oleva
analiiidi kontsentratsiooniga.

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration) — vihim avastatava mdjuga kontsentratsioon, mille juures katse
tulemus on statistiliselt erinev lahusti kontrolli tulemusest.

LOQ (Limit of Quantification) — modtmispiir, viikseim kogus kemikaali, mida saab eristada konealuse kemikaali
puudumisest (tithikatse) teatava usalduspiiri juures. Kdesoleva meetodi puhul on LOQ tavaliselt katsesiisteemi valmistaja
poolt ette antud, kui seda ei ole tdpsustatud teisiti.

NOEC (No Observed Effect Concentration) — korgeim uuritud kontsentratsioon, mille juures analiiiis ei niita posi-
tiivset tulemust.

Passaaz — kordade arv, millal rakud on pdrast kiilmutatud tivikultuurist kultuuri loomist aluselt eraldatud. Lahtepas-
saazile, mis tehakse kiilmutatud tiivikultuurist, omistatakse number iiks (1). Rakud, mis on aluselt eraldatud iiks kord,
nimetatakse passaaziks 2 jne.

PBS - Dulbecco fosfaatpuhvrilisandiga keedusoolalahus.

Steroidogenees — siinteesirada, mille kaudu kolesteroolist siinteesitakse mitmesugused steroidhormoonid. Steroidide
stinteesi raja mitu vahesaadust nagu progesteroon ja testosteroon on ise olulised hormoonid; samas on nad siinteesiraja
edasiste hormoonide eellased.

T — testosteroon, iiks kahest kdige olulisemast androgeenist imetajate hormoonisiisteemides.

Triipsiin 1X - lahjendatud triipsiini (iiks ensiitime, kShuniirme seriinproteaas) lahus, mida kasutatakse rakkude eral-
damiseks rakkude kasvatamise plaadilt, vt valideerimisaruande (4) III liide.

Tiiendatud keskkond — varukeskkond pluss BD Nu-Serum ja ITS+ premium mix, vt valideerimisaruande (4) II liide.
Uuritav kemikaal — iga aine v3i segu, mida uuritakse kiesoleva katsemeetodi abil.

Varukeskkond - lihtekeskkond, mis on alus muude reagendilahuste valmistamiseks. See koosneb Dulbecco modifit-
seeritud Eagle’i keskkonna ja Hami F-12 toitainesegust (DMEM/[F12) vahekorras 1: 1 15 mM HEPES-puhvris, mis ei
sisalda fenoolpunast ega Na-vesinikkarbonaati. Na-vesinikkarbonaat lisatakse puhverdamiseks, vt valideerimisaruande (4)
I liide.
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B.58. TRANSGEENSE NARILISE SOMAATILISTE JA SUGURAKKUDE GEENIDE MUTATSIOONI KATSE

SISSEJUHATUS

1. Kiesolev katsemeetod on samavairne OECD katsejuhendiga nr 488 (2013). ELil on katsemeetodid paljude in vitro
geenmutatsioonide uuringute tegemiseks, millega on vdimalik avastada kromosoomide ja/vdi geenide mutat-
sioone. On olemas katsemeetodid in vivo nditajate (st kromosoomihilvete ja plaanivilise DNA siinteesi) madrami-
seks; kuid nendega ei saa mddta geenimutatsioone. Transgeense ndrilise (transgenic rodent, TGR) mutatsiooni katse
rahuldab vajaduse praktilise ja kergesti kittesaadava in vivo katse jirele, millega saab mairata geenimutatsioone.

2. TGR-mutatsioonikatse kohta on avaldatud pdhjalikke iilevaateid (24, 33). Nendes kasutatakse transgeenseid rotte
ja hiiri, kelle kromosoomidesse on integreeritud rohkesti plasmiidi vdi faagi-ilekandevektorite koopiaid (trans-
geene). Transgeenid sisaldavad reportergeene mitmesugust tiiiipi mutatsioonide avastamiseks, mida in vivo teki-
tavad uuritavad kemikaalid.

3. Narilises tekkivaid mutatsioone loendatakse transgeeni viljavotmise ja reportergeeni fenotiiiibi analiiiisimisega
bakteriaalses peremees-organismis, kellel vastavat reportergeeni ei ole. TGR geenimutatsiooni katsetega mddde-
takse mutatsioone, mis on tekkinud geneetiliselt neutraalsetes geenides, mis eraldatakse praktiliselt koikidest néri-
lise kudedest. Nende katsetega voib seepdrast iile saada paljudest olemasolevatest piirangutest, mis on seotud in
vivo geenimutatsioonide uurimisega endogeensetes geenides (nditeks piiratud hulk analtiisikolblikke kudesid, nega-
tiivne voi positiivne selektsioon mutatsioonide vastu).

4. Olemasolevad tdendid nditavad veenvalt, et transgeenid reageerivad mutageenidele samal viisil kui endogeensed
geenid, eriti mis puutub alusepaari asendustesse, raaminihkemutatsioonidesse ning viikestesse deletsioonidesse ja
insertsioonidesse (24).

5. Genotoksilisuse testimise rahvusvahelistel seminaridel (IWGT) on toetatud TGR-geenimutatsioonikatse kasutamist
geenimutatsioonide avastamiseks in vivo ja on esitatud soovituslik katse-eeskiri selliste katsete tegemiseks (15, 29).
Kiesolev katsemeetod pdhineb kdnealustel soovitustel. Kdesoleva katse-eeskirja kasutamist toetav tiiendav analiiiis
on esitatud viites (16).

6.  Arvatavasti on tulevikus vdimalik ithendada TGR-geenimutatsiooni katse korduvdoosi toksilisuse uuringuga (kdes-
oleva lisa peatiikk B.7). Siiski on vaja veel andmeid selle tdendamiseks, et korduvdoosi toksikoloogia uuringus
kasutatav lithem tthepdevane vahe dooside manustamise 16pu ja proovide votmise vahel ei mdjuta TGR-geenimu-
tatsiooni katseid, mille puhul kasutatakse 3pdevast ajavahemikku. On vaja ka andmeid, mis nditaksid, et trans-
geense ndriliseliini kasutamine tavaliste nériliseliinide asemel ei kahjusta korduvdoosi katse tulemusi. Kui need
andmed saadakse, tuleb kdesolevat katsemeetodit ajakohastada.

7. Peamiste terminite tihendused on esitatud liites.
LAHTEKAALUTLUSED
8. TGR-geenimutatsiooni mudelsiisteemid, mille kohta on kogutud piisavalt andmeid, et toetada nende kasutamist

kiesolevas katsemeetodis, on jirgmised: lacZ-bakteriofaag-hiir (Muta™Mouse); lacZ-plasmiid-hiir; gpt-delta- (gpt- ja
Spi)-hiir ja -rott; lacI-hiir ja -rott (Big Blue®), kui katse tehakse standardtingimustes. Lisaks vdib kasutada cII-
positiivsevaliku katset, et hinnata mutatsioone Big Blue®- ja Muta™Mouse’i mudelites. Mutageneesi hinnatakse
TGR-mudelite puhul tavaliselt mutantide sageduse jargi; vajaduse korral voib kasutada aga ka mutatsioonide mole-
kulaaranaliiiisi tdiendava teabe saamiseks (vt punkt 24).

9. Need niriliste in vivo geenimutatsiooni katsed on eriti olulised mutageensuse ohu hindamisel, kuna katsete tule-
mused soltuvad in vivo metabolismist, farmakokineetikast, DNA parandusprotsessidest ja DNA siinteesimehha-
nismi vdimest kahjustusega toime tulla, kuigi need omadused vdivad eri liikidel ja kudedel olla erinevad ja sdltuda
ka DNA kahjustuse tiiiibist. In vivo meetod geenimutatsiooni tiiendavaks uurimiseks on kasulik edasiseks uurimi-
seks, kui in vitro siisteemis on leitud mutageenne toime, samuti tdiendavate in vivo niitajate valjaselgitamiseks (24).
Lisaks sellele, et geenimutatsioonid on pohjuslikult seotud vihi tekkimisega, on need ka asjakohane niitaja muude
mutatsioonipdhiste haiguste kui vahk (12, 13) ja prilike haiguste tekkimise ennustamiseks.
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10.  Kui on tdendeid, et uuritav kemikaal voi asjakohane metaboliit ei pddse mdne huvipakkuva koeni, siis ei ole trans-
geense ndrilise geenimutatsiooni katse asjakohane.

KATSE POHIMOTE

11.  Punktis 8 kirjeldatud katsetes on sihtgeeniks bakteriaalse voi bakteriofaagse paritoluga geen ning selle transgeeni
ndrilise genoomsest DNAst viljaeraldamise vahendiks on transgeeni viimine A\-bakteriofaagisse vdi plasmiidsesse
siistikvektorisse. Selleks ekstraheeritakse huvipakkuvast nirilisekoest genoomne DNA, toodeldakse seda in vitro
(sustikvektori taastamiseks pakendatakse A-vektorid voi ligeeritakse ja elektroporeeritakse plasmiidid) ja seejirel
tehakse pdrast peremeesorganismi (bakterisse) viimist sobivates tingimustes kindlaks mutatsioonid. Analiiiisiks
kasutatakse neutraalseid transgeene, mida saab enamikust kudedest holpsasti jdlle vilja votta.

12.  Tavaline TGR geenimutatsiooni katse holmab nariliste viimist teatavaks ajaks kokkupuutesse uuritava kemikaaliga.
Kemikaale voib manustada mis tahes asjakohasel viisil, sealhulgas implantatsiooniga (nt meditsiiniseadme testi-
mine). Kogu ajavahemikku, mille jooksul loomale manustatakse kemikaali, nimetatakse manustamisajaks. Manus-
tamisele jirgneb tavaliselt teatav aeg enne surmamist, mille jooksul kemikaali ei manustata ja mille jooksul paran-
damata DNA-kahjustused fikseeruvad piisivateks stabiilseteks mutatsioonideks. Kirjanduses on seda ajavahemikku
nimetatud mitmel viisil: avaldumisaeg, kinnistumisaeg voi viljendumisaeg (manifestation, fixation, expression); see
ajavahemik [6peb proovivotuajaga(15, 29). Kui loom on surmatud, eraldatakse huvipakkuvatest kudedest DNA ja
puhastatakse.

13.  Paljudest pakendamistest vdi ligeerimistest iga looma iihe koe kohta saadud andmed tavaliselt koondatakse ja
muteerumise sagedus hinnatakse tavaliselt kokku 10°-107 lutsilaike voi kolooniaid moodustava ithiku pohjal. Kui
kasutatakse positiivseid selektsioonimeetodeid, mairatakse litiisilaike moodustavad tthikud eraldi mitteselektiivsete
plaatidega.

14.  Positiivsed selektsioonimeetodid on vilja tootatud mutatsioonide avastamiseks nii gpt-geenis[gpt-delta-hiir ja -rott,
gpt-fenotiitip (20, 22, 28)] kui ka lacZ-geenis [Muta™Mouse voi lacZ-plasmiid-hiir (3, 10, 11, 30)]; samas lacl-
geeni mutatsioone Big Blue®-loomades tuvastatakse mitteselektiivse meetodiga, milles mutante avastatakse
varvunud (siniste) liiisilaikude tekkimise jdrgi. Positiivne selektsioonimeetod on loodud ka punktmutatsioonide
avastamiseks \-bakteriofaagsiistikvektori cll-geenis [Big Blue®-hiir voi -rott ja Muta™Mouse (17)] ning deletsioo-
nimutatsioonide leidmiseks A red ja gam geenides [Spi-selektsioon gpt-delta-hiire ja -roti puhul (21, 22, 28)].
Mutatsioonisagedusarvutatakse transgeenis liiiisilaike/plasmiide ~sisaldavate mutatsioonide arvu jagamisel
liiisilaikude/plasmiidide ildarvuga, mis on saadud samast DNA-proovist. Transgeense ndrilise geenimutatsiooni
uuringute puhul esitatav nditaja on mutatsioonide sagedus. Lisaks sellele saab mutatsioonisageduse mdaarata soltu-
matut mutatsiooni sisaldavate rakkude médrana; selle arvutuse jaoks on vaja eraldatud mutantide sekveneerimi-
sega teha klooni kasvu arvestav parand(24).

15.  Mutatsioonid, mis loendatakse lacl, lacZ, Il ja gpt punktmutatsioonide katsetes, kujutavad endast peamiselt aluse-
paari asenduse, raaminihke ning viikeste insertsioonide ja deletsioonidega seotud mutatsioone. Selliste mutatsioo-
nitiipide suhteline osa spontaansete mutatsioonide hulgas sarnaneb selle piirkonna endogeenses HPRT-geenis
tekkivate mutatsioonide suhtelise osaga. Suuri deletsioone avastatakse ainult Spi-selektsioonija lacZ-plasmiidi
katsetega (24). Huvipakkuvad mutatsioonid on in vivo mutatsioonid, mis tekivad hiirtel voi rottidel. In vitro ja ex
vivo mutatsioonid, mis voivad tekkida faagi/plasmiidi tagasisaamisel, replikatsioonil vdi parandamisel, on vordle-
misi haruldased ja mones siisteemis on neid vdimalik spetsiifiliselt tuvastada voi vilistada bakteriaalse peremeesor-
ganismi/positiivse selektsiooni siisteemiga.

MEETODI KIRJELDUS

Ettevalmistused

Loomaliigi valimine

16.  Praegu on olemas mitmesuguseid transgeensete hiirte geenimutatsioonide tuvastamise mudeleid ja neid siisteeme
kasutatakse laialdasemalt kui transgeense roti mudeleid. Kui rott on selgelt sobivam mudel kui hiir (nt kui uuri-
takse iiksnes rottidel esineva kasvaja tekkimise mehhanismi, et korreleerida seda rottide puhul avalduva toksilisuse
uuringuga, vdi kui metabolism rotis on teadaolevalt lihedasem metabolismile inimese organismis), siis tuleks
kaaluda transgeense roti mudeli kasutamist.
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Pidamis- ja sootmistingimused

17.  Temperatuur katseloomade ruumis peaks olema 22 + 3 °C. Kuigi suhteline niiskus peaks olema vihemalt 30 % ja
eelistatavalt mitte tile 70 %, v.a ruumi koristamise ajal, peaks eesmargiks olema hoida niiskust 50-60 %. Valgustus
peab olema kunstlik, 12 tundi valgust ja 12 tundi pimedust. Sootmiseks voib kasutada tavapirast labori s6o6dava-
likut koos piiramatu hulga joogiveega. Soodavalikut vdib mdjutada vajadus tagada uuritava kemikaali sobiv lisa-
mine soodasse, kui kemikaali manustatakse sellisel viisil. Loomi tuleb pidada viikestes rithmades, kuni viis samast
soost looma, kui ei eeldata agressiivset kditumist. Loomi vib hoida eraldi, kui see on teaduslikult péhjendatud.

Loomade ettevalmistamine

18.  Terved noored sugukiipsuse saavutanud tdiskasvanud loomad (vanus 8-12 nidalat katse alguses) mairatakse juhu-
valiku alusel kontrolli- ja doosirithmadesse. Loomad varustatakse individuaalse margisega. Loomi harjutatakse
laboritingimustega vahemalt viis pdeva. Puurid paigutatakse nii, et puuri paigutusest tingitud mdjud oleksid
voimalikult viikesed. Uuringu alguses peaksid loomade kehamassi erinevused olema minimaalsed ja ei tohiks
iiletada £20 % kummagi soo keskmisest massist.

Dooside ettevalmistamine

19. Tahke uuritav kemikaal tuleb lahustada voi suspendeerida sobivas lahustis vdi kandeaines ja segada s6oda voi
joogivee sisse enne loomadele andmist. Vedelat uuritavat ainet v6ib manustada vahetult voi lahjendada enne
manustamist. Sissehingamise kaudu toimuva kokkupuute korral manustatakse uuritavat kemikaali gaasi, auru voi
tahke/vedela aerosoolina, sdltuvalt kemikaali fitiisikalis-keemilistest omadustest. Tuleks kasutada uuritava kemikaali
virskeid valmistisi, vélja arvatud siis, kui andmed piisivuse kohta nditavad, et siilitamine on aktsepteeritav.

Katsetingimused
Lahusti/kandeaine

20.  Lahusti/kandeaine ei tohi avaldada toksilist m&ju kasutatavate dooside korral ega keemiliselt reageerida uuritava
ainega. Kui kasutatakse tuntud lahustist/kandeainest erinevat lahustit v6i ainet, peab olema vordlusandmetega
ndidatud, et see on sobiv. Soovitatav on vdimaluse korral esimesena kaaluda vesilahuste/vee kui kandeaine kasuta-
mist.

Positiivsed kontrollid

21. Tavaliselt tuleks kasutada paralleelselt positiivse kontrolli loomi. Labori puhul, kes on tdendanud oma padevust
(vt punkt 23) ja teeb selliseid katseid tavalises korras, vdib meetodi edukuse tdenduseks lisada igasse katsesse
DNA eelmisest positiivse kontrolli katsest. Selline varasema katse DNA peaks olema saadud sama loomaliigi sama-
dest huvipakkuvatest kudedest ja see peaks olema nduetekohaselt sdilitatud (vt punkt 36). Kui kasutatakse
samaaegset positiivset kontrolli, ei ole kontrollkemikaali vaja tingimata manustada samal viisil kui uuritavat kemi-
kaali; siiski peaks positiivse kontrolli kemikaali kohta olema teada, et see pdohjustab mutatsioone samas
koes[samades kudedes, mis pakuvad huvi uuritava kemikaali puhul. Positiivse kontrolli kemikaali doosid tuleks
valida nii, et moju oleks ndrk voi moddukas, et kriitiliselt hinnata katse tulemuslikkust ja tundlikkust. Positiivse
kontrolli kemikaalide ja mdnede nende sihtkudede niited on esitatud tabelis 1.

Tabel 1

Positiivse kontrolli kemikaalide ja ménede nende sihtkudede niited

Mutatsiooni sihtkude

Positiivse kontrolli EINECSi nimetus ja Kirieldus
kemikaal ja selle CASi nr EINECSi nr ) ..
Rott Hiired

N-etiiiil-N-nitrosokar- N-etitiil-N-nitrosokar- | Otse toimiv mutageen | Maks, Luuiidi, kdirsool, kiir-

bamiid bamiid kopsud soole epiteel, sool,

[CASi nr 759-73-9] [212-072-2] maks, kopsud, pdrn,
neerud, munasarjade
granuloosrakud, isas-
looma sugurakud
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Positiivse kontrolli EINECSi nimetus ja Kirieldus Mutatsiooni sthtkude
kemikaal ja selle CASi nr EINECSi nr ) R .
ott Hiired
Etutilkarbamaat Uretaan Mutageen, vajalik on Luuiidi, eelmagu, peen-
(uretaan) [200-123-1] metabolism, mdju on sool, maks, kopsud,
[CASi nr 51-79-6] aga nork porn
2,4-diaminotolueen 4-metiiiil-m-fenileen- | Mutageen, vajalik on | Maks Maks
[CASi nr 95-80-7] diamiin metabolism, positiivne
[202-453-1] ka Spi-katses
Benso[a]piireen Benso[def]kriiseen Mutageen, vajalik on | Maks, Luuiidi, rinnandire,
[CASi nr 50-32-8] [200-028-5] metabolism rasvikud kddrsool, eelmagu,
nddrmemagu, siida,
maks, kopsud, isas-
looma sugurakud

Negatiivsed kontrollid

22.  Igal proovide votmisel peaksid olema negatiivsed kontrollid, loomad, kellele on manustatud ainult lahustit vai
kandeainet ja kes muidu on ldbinud sama kohtlemise kui doosirithmad. Kui ei ole varasemaid vdi kirjanduses aval-
datud kontrollandmeid, mis naitaksid, et valitud lahustil vdi kandeainel ei ole kahjulikku ega mutageenset toimet,
tuleb igal proovide votmisel kaasata ka loomad, kellele ei ole iildse midagi manustatud, et tdendada kandeaine
kontrolli vastuvdetavust.

Labori padevuse toendamine

23.  Pidevust nende katsete tegemises tuleks tdendada vdimega korrata avaldatud andmetele (24) vastavaid jargmisi
oodatavaid tulemusi: 1) mutatsioonide sagedus positiivse kontrolli kemikaalide puhul (kaasa arvatud ndrgatoime-
lised kemikaalid), nagu tabelis 1 esitatud kemikaalid, mittemutageenide puhul ja kandeaine kontrolli puhul ning 2)
transgeeni tagasisaamine genoomsest DNA-st (nt pakendamise tdhusus).

Mutantide sekveneerimine

24.  Regulatiivsete rakenduste puhul mutantide DNA sekveneerimist ei nduta, eriti kui on saadud selge positiivne voi
negatiivne tulemus. Sekveneerimine vdib siiski olla kasulik, kui individuaalsete loomade vahelised erinevused on
suured. Sellistel juhtudel voib jdrjestuse madramist kasutada nn jackpot'i voi kloonsete siindmuste vdimaluse vilis-
tamiseks: sekveneerimisega madratakse ainulaadsete mutatsioonide osakaal konkreetses koes. Uhe looma iihe koe
ligikaudu 10 mutandi sekveneerimine peaks olema piisav, et lihtsalt kindlaks teha, kas kloonmutandid véivad anda
panuse mutatsioonide sagedusse; mutatsioonisageduse andmete matemaatiliseks parandamiseks klooniefektide
suhtes tuleks sekveneerida kuni 25 mutanti. Mutantide sekveneerimist v&ib kaaluda ka siis, kui leitakse mutatsioo-
nisageduse ndrk suurenemine (st vaid veidi rohkem mutatsioone kui kontrollkatses, kus kemikaali ei manustatud).
Kui kemikaali saanud ja kontrollkatse mutandikolooniate spekter on erinev, vdib see toetada mutageense toime
oletust (29). Mutatsioonide spektrid vdivad olla abiks ka toimemehhanismi kisitlevate hiipoteeside tegemisel. Kui
uuringus nihakse ette sekveneerimine, tuleb uuringu kavandamisel olla eriti hoolikas, eriti ithe proovi kohta
sekveneeritavate mutantide arvu médramisel, et tulemusel oleks vastavalt kasutatavale statistilisele mudelile piisav
statistiline vdimsus (vt punkt 43).

KATSE KORRALDUS

Loomade arv ja sugu

25.  Loomade arv igas rithmas peaks olema eelnevalt kindlaks méiratud nii, et see tagaks piisava statistilise voimsuse,
mis vdimaldaks tuvastada vihemalt mutantide arvu kahekordistumise. Rithmas on vihemalt viis looma; kui statis-
tiline vdimsus ei ole piisav, tuleks loomade arvu vastavalt vajadusele suurendada. Tavaliselt tuleks kasutada isas-
loomi. V&ib esineda juhtusid, kus on &igustatud iiksnes emasloomade kasutamine, niiteks kui uuritakse spetsiaal-
selt naiste jaoks ettendhtud ravimeid voi uuritakse naissoole eriparaseid metabolismi aspekte. Kui kemikaali toksili-
suses vdi metabolismis esineb markimisvédrseid soospetsiifilisi erinevusi, on vaja uurida nii isas- kui ka emas-
loomi.
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Manustamisperiood

26. Kuna on kindlaks tehtud, et mutatsioonid akumuleeruvad iga manustamiskorraga, on vaja kasutada korduvdoosi
manustamise reZiimi — manustamist iga pdev 28 pideva jooksul. Seda peetakse ildiselt rahuldavaks, kuna
niimoodi tekib ka ndrga mutageeniga piisavalt palju mutatsioone ja see on piisav kokkupuuteaeg mutatsioonide
avastamiseks aeglaselt kasvavates organismides. Mone hindamise puhul v&ib olla sobiv muu manustamisreZiim,
mille kasutamist tuleks uuringu protokollis teaduslikult pdhjendada. Kemikaali manustamise aeg ei tohiks olla
lihem kui aeg, mis on vajalik kdikide asjakohaste metabolismiensiiimide tiielikuks induktsiooniks; lithema
manustamisperioodi puhul voib olla vaja kasutada mitut proovide vdtmise aega, mis sobivad eri kasvukiirusega
organite jaoks. Igal juhul tuleks katse-eeskirja pdhjendamiseks kasutada kogu kittesaadavat teavet (nt iildise toksili-
suse, metabolismi ja farmakokineetika kohta), eriti kui kaldutakse kdrvale eespool esitatud standardsoovitustest.
Pikemat manustamisperioodi kui 8 nidalat tuleks selgelt pdhjendada ja digustada, sest kuigi see voib suurendada
katse tundlikkust, v6ib see péhjustada mutantide sageduse niilist suurenemist klooni kasvu tagajdrjel (29).

Doositasemed

27.  Doositasemed peaksid pdhinema tulemustel, mis on saadud doosivahemiku leidmise katsega, milles mdddetakse
iildist miirgisust samasuguse manustamis- v6i kokkupuuteviisi puhul, voi varasemate aladgeda miirgistuse uurin-
gute tulemustel. Doosivahemiku leidmiseks voib kasutada sama ndriliseliini mitte-transgeenseid loomi. Doosi
ja toime vahelist seost kisitleva teabe saamiseks peaks tdielikus pohikatses olema negatiivne kontrollrithm
(vt punkt 22) ja vihemalt kolm sobiva vahemikuga doositaset, vilja arvatud juhul, kui kasutatakse piirdoosi (vt
punkt 28). Suurim doos peaks vastama suurimale talutavale doosile. Suurim talutav doos on doos, mis pdhjustab
selliseid miirgistusenihte, et sama manustamiskava puhul pdhjustaks veel suurem doos juba surma. Kemikaalid
(nditeks hormoonid ja mitogeenid), millel juba madala mittetoksilise doosi juures on teatav bioloogiline aktiivsus,
ja sellised kemikaalid, mille toksiko-kineetilistes omadustes esineb kiillastumine, moodustavad erandi iildistest
doosivaliku kriteeriumidest ja neid tuleks igal juhul hinnata konkreetselt. Doositasemetega tuleks katta kogu
vahemik suurimast talutavast doosist kuni vihese miirgisuseni voi miirgisuse puudumiseni.

Piirdoosikatse

28.  Kui doosivahemiku leidmise katsed voi ldhedaste niriliseliinide andmed osutavad, et vahemalt piirdoosi manusta-
mine ei pdhjusta nirilisele tdheldatavaid toksilisi mojusidja kui struktuurilt ldhedaste kemikaalide andmete pohjal
ei ole karta genotoksilisust, ei tarvitse tdielik uuring kolme doositasemega olla vajalik. 28-pdevase manustamispe-
rioodi (28 manustamist iiks kord pdevas) puhul on piirdoos 1 000 mg kehakaalu kg kohta pdevas. Kui manusta-
misperiood on 14 pdeva voi lithem, on piirdoos 2 000 mg kehakaalu kg kohta pievas (dooside manustamise
kavad, mis erinevad 28-pdevasest manustamisest, peaksid olema katseprotokollis teaduslikult pdhjendatud;
vt punkt 26).

Dooside manustamine

29.  Uuritavat kemikaali manustatakse tavaliselt sunds66tmisega maosondi kaudu vdi sobiva intubeerimiskaniili abil.
Uldiselt tuleks katse kavandamisel silmas pidada inimese vdimalikku kokkupuuteviisi. Seepirast vaib kasutada
muid kokkupuuteviise (niiteks joogiveega, nahaaluse siistiga, intravenoosselt, nahale mairimisega, sissehingami-
sega, trahheasse juhtimisega, soodaga voi implantaadiga), kui neid saab pohjendada. Siistimist kéhukelmesse ei
soovitata, kuna see ei ole inimese kokkupuute seisukohast asjakohane. Vedeliku suurim kogus, mida saab s66gi-
toru kaudu vdi siistides iihel korral manustada, sdltub katselooma suurusest. Kogus ei tohiks iiletada 2 ml 100 g
kehamassi kohta. Suurema mahu kasutamise korral tuleb seda pdhjendada. Vilja arvatud drritavad voi s66vitavad
kemikaalid, mille mdjud tavaliselt teravnevad suuremate kontsentratsioonide korral, tuleks vihendada katses kasu-
tatavate mahtude varieeruvust, reguleerides kontsentratsioone nii, et kogumaht kdoikide dooside korral jdiks
samaks.

Proovivotuaeg
Somaatilised rakud

30. Proovide vdtmise aeg on viga oluline muutuja, sest see on mairatud ajavahemikuga, mis kulub mutatsioonide
fikseerumiseks. See ajavahemik on koespetsiifiline ja niib olevat seotud rakupopulatsiooni uuenemisajaga; luuiidi
ja soolestiku puhul on toime kiire, maksa puhul on see palju aeglasem. Sobiv kompromiss mutatsioonisageduse
mdotmiseks nii kiiresti kui ka aeglaselt kasvavate kudede korral on manustamine 28 jirjestikusel paeval
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(vt punkt 26) ja proovide vdtmine kolm pdeva pdrast viimast manustamist, kuigi maksimaalne mutantide sagedus
ei tarvitse nendes tingimustes aeglaselt kasvavate kudede puhul veel avalduda. Kui aeglaselt kasvavad koed on eriti
olulised, voib hilisem proovide votmise aeg 28 pieva pirast 28-pdevase manustamisperioodi 16ppu olla kohasem
(16, 29). Sellisel juhul asendaks hilisem proovivétuaeg proovide votmise pirast kolme pdeva, ning see nduaks
teaduslikku p&hjendust.

Sugurakud

31. Transgeense ndrilise katse sobib histi isaslooma sugurakkudes p&hjustatud mutatsioonide uurimiseks (7, 8, 27),
kuna spermatogeneesi ajastust ja kineetikat on palju uuritud (27). Analiiiisiks kittesaadavate munarakkude viike
arv, isegi pdrast superovulatsiooni, ning asjaolu, et munarakus ei toimu DNA siinteesi, vilistavad transgeense niri-
lise katse kasutamise mutatsioonide tekkimise uurimiseks emaslooma sugurakkudes (31).

32.  Proovide votmise aeg isaslooma sugurakkude puhul valitakse nii, et proovid kogutakse kdikidest kogu suguraku
arengutsiikli jooksul kemikaaliga kokkupuutunud rakutiitipidest; jalgitakse, et see staadium, mille proove eriti
tahetakse saada, oleks piisavalt kaua kemikaaliga kokku puutunud. Aeg, mis kulub arenevatel sugurakkudel jéud-
miseks spermatogooniumi tiivirakkudest kiipse spermatosoidi staadiumini seemnejuhas v6i munandimanuse
sabas,on ~49 pieva hiire (36) ja ~70 péeva roti (34, 35) puhul. Sperma, mis kogutakse parast 28-pdevast kokku-
puuteperioodi ja sellele jirgnevat kolmepievast ajavahemikku proovide vdtmiseni seemnejuhast ja munandima-
nuse sabast (7, 8), kujutab endast rakkude populatsiooni, mis on olnud kemikaaliga kokkupuutes umbes poole
spermatogeneesi ajast; see spermatogeneesi 1dpp-periood hdlmab meioosi ja sellele jargnevaid etappe, kuid ei
hdlma spermatogooniumi- ega tiivirakuetappi. Selleks, et saada seemnejuhast ja munandimanuse sabast digeid
proove rakkudest, mis olid spermatogooniumi tiivirakud kokkupuuteperioodi ajal, tuleb parast kemikaali manusta-
mise 18ppu proovide votmisele eelnevale ajale lisada hiire puhul vdhemalt 7 nidalat ja roti puhul 10 nidalat.

33.  Parast 28 + 3 pieva pikkust katseperioodi seemnekanalikestest viljasurutud rakud kujutavad endast segapopulat-
siooni, milles on koiki sugurakkude arengu staadiume (7, 8). Nendest rakkudest proovide votmine geenimutatsioo-
nide avastamiseks ei voimalda nii tdpselt hinnata, millistes suguraku arengu etappides tekivad mutatsioonid, kui
seemnejuhast vOi munandimanuse sabast kogutud spermatosoidiproovid (kuna seemnekanalikestest saadud
proovis on palju sugurakutiiiipe ja ka somaatilisi rakke, mis saastavad seda rakupopulatsiooni). Kuid rakuproovi
votmine seemnekanalikestest lisaks spermatosoidiproovile seemnejuhast v6i munandimanuse sabast parast tiksnes
28 + 3 pieva pikkust katseperioodi voimaldab saada mingid proovid koikidest rakkudest, mis on olnud kemikaa-
liga kokkupuutes enamiku suguraku kiipsemise faaside ajal, ja see voib olla kasulik ménede suguraku mutageenide
tuvastamiseks.

Vaatlused

34, Uldisi kliinilisi vaatlusi tuleks teha vihemalt kord péevas, soovitavalt iga kord samal ajal ning véttes arvesse, et
oodatud tulemusi esineb kdige rohkem pérast doseerimist. Ules tuleks mirkida loomade tervislik seisund. Vihe-
malt kaks korda pievas tuleks kontrollida, ega loomad ei ole haigestunud v&i surnud. K&iki loomi tuleks kaaluda
vihemalt kord nidalas ja surmamisel. S66da tarbimist tuleks modta vihemalt kord nidalas. Kui uuritavat kemi-
kaali manustatakse joogiveega, tuleb vee tarbimist mddta pirast iga veevahetust ja vihemalt iiks kord nidalas.
Loomad, kellel leitakse raske miirgistuse tunnuseid, mis ei ole kiill surmavad, tuleks humaanselt surmata enne
katse 16ppu (23).

Kudede kogumine

35.  Kudede kogumise p&hjendus peaks olema selgelt méiratletud. Kuna mutatsioonide tekkimist on vdimalik uurida
peaaegu igas koes, peaks kogutavate kudede valimine pdhinema uuringu tegemise eesmargil ja kdikidel uuritava
kemikaali kohta saadud mutageensuse, kantserogeensuse ja miirgisuse andmetel. Olulised tegurid, mida tuleks
kaaluda, peaksid hdlmama vdhemalt jirgmist: manustamisviis (pShineb inimeste tdendolisel kokkupuuteviisil),
jaotumine kudedes ja voimalik toimemehhanism. Taustteabe puudumise korral tuleks koguda paljusid somaatilisi
kudesid, kuna need voivad pakkuda huvi. Nende hulgas peaks olema kiiresti kasvavaid, aeglaselt kasvavaid ja
kokkupuutekoha kudesid. Lisaks tuleks koguda spermatosoide seemnejuhast ja munandimanuse sabast ning arene-
vaid sugurakke seemnekanalikestest (nagu on kirjeldatud punktides 32 ja 33) ja siilitada hilisema analiiiisi jaoks,
kui on vaja médrata mutageensust sugurakkude suhtes. Tuleks mdirata elundite massid ja suuremate elundite
puhul tuleks kaikidelt loomadelt koguda iiks ja sama piirkond.
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Kudede ja DNA siilitamine

36. Kudesid vdi nende homogenaate tuleb siilitada temperatuuril alla —70 °C ja kasutada DNA eraldamiseks viie
aasta jooksul. Eraldatud DNA, mida siilitatakse temperatuuril 4 °C sobivas puhverlahuses, tuleks kasutada mutat-
sioonide analiiiisiks 1 aasta jooksul.

Kudede valimine mutantide analiiiisiks

37.  Kudede valimisel tuleks arvestada jargmist: 1) manustamistee vdi esimese kokkupuute koht (nt nddrmemagu
suukaudsel manustamisel, kopsud sissehingamisega manustamisel, nahk, kui méaritakse nahale) ja 2) farmakoki-
neetilised niitajad, mida vaadeldakse iildistes miirgisuse uuringutes, mis nditavad levikut kudedesse, piisimist
kudedes voi kogunemist kudedesse, samuti miirgisuse sihtorganid. Kui uuring tehakse kantserogeensusuuringu
jatkuna, tuleks arvestada kantserogeensuse sihtkudesid. Analiiiisi jaoks kudede valimisel tuleks seada eesmirgiks
selliste kemikaalide tuvastamine, mis on otse toimivad in vitro mutageenid, mis kiiresti metaboliseeritakse, on viga
reaktsioonivdimelised voi neelduvad halvasti voi mille sihtkude on méidratud manustamisteega (6).

38.  Kui taustteavet ei ole ning vdttes arvesse kokkupuute kohta, mis on médratud manustamisviisiga, tuleks mutageen-
sust hinnata maksa ja vihemalt iihe kiiresti jaguneva koe (nt nddrmemagu, luuiidi) jargi. Enamikul juhtudel voib
eespool nimetatud nduded tdita kahe hoolikalt valitud koe analiiiisiga, kuid mdnel juhul oleks vaja analiiiisida
kolme voi enamat kude. Kui on p6hjust eriti muretseda mdju parast sugurakkudele, sealhulgas positiivse tulemuse
parast somaatilistes rakkudes, tuleks mutatsioonide suhtes uurida sugurakkude kudesid.

Moodtmismeetodid

39.  Standardsed avaldatud laborimeetodid mutantide avastamiseks on kittesaadavad jargmiste soovitatavate transgee-
nimudelite jaoks: lacZ A-bakteriofaag ja -plasmiid (30); lacl hiir (2, 18); gpt delta hiir (22); gpt delta rott (28);
cI (17). Muudatused peavad olema nduetekohaselt pohjendatud ja dokumenteeritud. Mitme pakendi andmed saab
koondada ja kasutada selleks, et saavutada piisav arv liisilaike voi kolooniaid. Kui vajaliku arvu liiisilaikude
saamiseks on vaja suurt arvu pakendamisreaktsioone, voib see ndidata DNA halba kvaliteeti. Sellisel juhul tuleks
andmeid hoolikalt kaaluda, kuna need ei tarvitse olla usaldusvéirsed. Liiiisilaikude v&i kolooniate optimaalne
koguarv DNA-proovi kohta on madratud statistilise tdendosusega, et onnestub kindlaks teha piisav arv mutante
teatava spontaanse mutatsioonisageduse juures. Uldiselt on vaja vihemalt 125 000 — 300 000 liiiisilaiku, kui
spontaanne mutatsioonisagedus on suurusjirgus 3 x 10~ (15). Big Blue® lacl katse puhul on oluline niidata, et
kogu mutantide varvusfenotiiiipide vahemikku saab avastada; selleks lisatakse sobivad virvuse kontrollid paralleel-
selt igale plaadile. Koed ja saadavad proovid (niidised) tuleks toodelda ja analiiisida plokkskeemi alusel, milles
lahusti/kandeaine kontrollrithma, positiivse kontrolli rithma (kui seda kasutatakse) voi positiivse kontrolli DNA
(kui see on asjakohane) ja iga doosirithma naidised t66deldakse koos.

KATSEANDMED JA PROTOKOLLI KOOSTAMINE

Andmete té6tlemine

40. Andmed iiksikute loomade kohta esitatakse tabeli kujul. Katseithikuks on loom. Protokollis tuleks esitada liiiisi-
laike moodustavate ithikute (plaque-forming units, PFU) vdi kolooniaid moodustavate iihikute (colony-forming units,
CFU) koguarv, mutantide arv ja mutatsioonide sagedus iga looma iga koe puhul. Kui tegemist on paljude paken-
damis- voi vabastamisreaktsioonidega, tuleks esitada reaktsioonide arv iga DNA-ndidise kohta. Andmed iga tiksiku
reaktsiooni kohta tuleks silitada, kuid protokollis on vaja esitada ainult vaid PFU-de v6i CFU-de iildarv. Tuleks
esitada andmed miirgisuse kohta ja kliinilised tunnused, vt punkt 34. Iga analiiiisitud mutandi puhul tuleb esitada
koik sekveneerimisandmed, samuti nendest tulenevad mutatsioonisageduse andmed iga looma ja iga koe kohta.

Tulemuste statistiline hindamine ja télgendamine

41.  On mitmeid kriteeriume positiivse tulemuse maaramiseks, nagu muteerumissageduse suurenemine sdltuvalt kemi-
kaali doosist voi mutatsioonide sageduse selge suurenemine ithes doosirithmas, vorreldes lahusti/kandeaine kont-
rollrithmaga. Doosi-toime sdltuvuse jaoks piisavate andmete saamiseks on vaja uurida vihemalt kolme doosi-
rithma. Peamine arvesse vOetav tegur on tulemuste bioloogiline asjakohasus, kuid katsetulemuste hindamiseks
voib kasutada sobivaid statistilisi meetodeid (4, 14, 15, 25, 26). Kasutatavate statistiliste testide korral tuleks
eksperimendiithikuks pidada tiksiklooma.
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42.

43.

44,

45.

Uuritavat kemikaali, millega saadavad tulemused iithegi koe puhul ei vasta eespool esitatud kriteeriumidele,
peetakse kdesoleva katsemeetodi kohaselt negatiivseks. Et negatiivset tulemust saaks pidada bioloogiliselt asjakoha-
seks, tuleks koe kokkupuudet kemikaaliga tdendada.

DNA sekveneerimisanaliiiiside puhul voib tulemuste tdlgendamisel kasutada mitmeid statistilisi ldhenemisviise
(1,5, 9, 19).

Toime bioloogilise olulisuse hindamisel voib juhinduda sellest, kas leitud vaartused on varasemate kontrollkatsete
vahemikus voi vidljaspool seda vahemikku (32).

Katseprotokoll

Katseprotokollis esitatakse jargmine teave.

Uuritav kemikaal:

identifitseerimisandmed ja CASi nr, kui see on teada;
allikas, partii number, kui on olemas;

tutisikaline olek ja puhtus;

uuringu tegemisel olulised fuiisikalis-keemilised omadused;

uuritava kemikaali stabiilsus, kui see on teada.

Lahusti/kandeaine:

kandeaine valiku pohjendus;
uuritava kemikaali lahustuvus ja piisivus lahustis/kandeaines, kui on teada;
s00da, joogivee vdi sissehingamise kaudu manustamiseks sobiva vormi valmistamine;

osutatud vormi analiiiisid (nt, stabiilsus, ithtlus, nominaalsed kontsentratsioonid).

Katseloomad:

kasutatud liik/liin ja selle valimise pdhjendus;
loomade arv, vanus ja sugu;
paritolu, pidamistingimused, s66t jne;

iga looma mass katse alustamisel, sh kehamassi vahemik, keskvédartus ja standardhilve iga rithma kohta.

Katsetingimused:

positiivseid ja negatiivseid (lahus/kandeaine) kontrollkatseid kisitlevad andmed;
vahemiku leidmise uuringu andmed;

doositaseme valimise pohjendus;

uuritud kemikaali preparaadi iiksikasjad;

uuritud kemikaali manustamise iiksikasjad;

manustamistee pShjendus;

looma suhtes avalduva miirgisuse mdotmise meetodid, sealhulgas histopatoloogilised voi hematoloogilised
analiiiisid, kui need on tehtud, ja loomade vaatluste ja kehamassi madramise sagedus;

meetodid, millega kontrolliti, et uuritav kemikaal jdudis sihtkoesse voi iildvereringesse, kui tulemused olid
negatiivsed;

tegelik doos (mg kehakaalu kg kohta paevas), mis arvutatakse sooda/joogivee tarbimise ja selles uuritava kemi-
kaali sisalduse (ppm) jirgi, kui see on kohaldatav;

s00da ja vee kvaliteedi tiksikasjad;

manustamis- ja proovivotukavade detailne kirjeldus ja nende valiku pohjendused;
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— humaanse surmamise meetod;
— kudede eraldamise ja siilitamise kord;

— niriliste genoomse DNA eraldamise, transgeeni genoomsest DNA-st vabastamise ja transgeense DNA bakte-
riaalsesse peremeesorganismi tilekandmise meetodid;

— koikide rakkude, katsekomplektide ja reaktiivide allikad ja partiide numbrid (vajaduse korral);
— mutantide loendamine meetodid;

— mutantide molekulaarse analiiiisi, kloonsuse paranduse kasutamise ja mutatsioonide sageduse arvutamise
meetodid, kui see on kohaldatav.

Tulemused:

— loomade seisund enne katset ja kogu katse ajal, sealhulgas miirgistuse tunnused;
— keha ja elundite massid surmamisel;
— iga koe ja looma kohta mutantide arv, hinnatud luisilaikude vdi kolooniate arv, mutatsioonide sagedus;

— iga koe ja loomade rithma kohta pakendamisreaktsioonide arv DNA proovi kohta, mutantide iildarv, keskmine
muteerumissagedus, standardhilve;

— doosi ja toime suhe, vdimaluse korral;

— iga koe ja looma kohta sdltumatute mutantide arv ja keskmine mutatsioonisagedus, kui tehti mutatsioonide
molekulaarne analiiiis;

— paralleelsed ja varasemad negatiivse kontrolli andmed, nende vahemikud, keskvéirtused ja standardhilbed;
— paralleelse positiivse kontrolli (v6i mitteparalleelse positiivse kontrolli DNA) andmed;

— analiiiitilised méddramised, kui need on kittesaadavad (nt DNA kontsentratsioon, mida kasutati pakendamisel,
DNA sekveneerimise andmed);

— kasutatud statistilised analiiiisid ja meetodid.

Tulemuste arutelu
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Liide

MOISTED

Alusepaari asendumine - mutatsioonitiiiip, mille tulemusel iiksainus DNA nukleotiidipaar asendub muu nukleotiidi-
paariga.

Cos-sait — 12 nukleotiidi pikkune {iheahelaline DNA-Iik, mis asub \-bakteriofaagi kaheahelalise genoomi méolemas
otsas.

Deletsioon — mutatsioon, millega genoomist liheb kaduma iiks nukleotiid voi (jarjestikuste) nukleotiidide 16ik.

Ekstrabinomiaalne variatsioon - populatsiooni osatihtsuse korduvate hindamiste suurem varieeruvus, kui voiks
oodata juhul, kui populatsioonil on binomiaaljaotus.

Elektroporeerimine — elektriimpulsside kasutamine rakumembraanide libilaskvuse suurendamiseks.

Endogeenne geen — genoomile algselt omane geen.

Insertsioon — genoomile ithe nukleotiidse alusepaari voi (jarjestikuste) nukleotiidsete alusepaaride 16igu lisamine.
Jackpot — suur arv mutante, mis on tekkinud ithestainsast mutatsioonist klooni kasvu tulemusel.

Kapsiid — valgukest, mis iimbritseb viiruseosakest.

Kemikaal - aine voi segu.

Klooni kasv — paljude rakkude tekkimine iihestainsast (muteerunud) rakust.

Kolooniaid moodustav iihik (colony-forming unit, CFU) — eluvdimeliste bakterite arvu néitav suurus.

Konkatameer — pikk pidev biomolekul, mis koosneb paljudest ahelaks ithendatud tthesugustest koopiatest.
Ligeerimine — DNA-molekulide kahe otsa kovalentne linkimine DNA-ligaasi toimel.

Lisiisilaikusid moodustav iihik (plaque forming unit, PFU) — eluvdimeliste bakteriofaagide arvu nditav suurus.
Manustamisperiood — kogu ajavahemik, mille jooksul loomale manustatakse kemikaalidoose.

Mitogeen - kemikaal, mis stimuleerib rakku alustama jagunemist ja kiivitab sellega mitoosi (raku jagunemise).
Neutraalne geen — geen, mida ei mojuta ei positiivne ega negatiivne selektsiooniline surve.

Pakendamine - nakatamisvoimeliste faagiosakeste siinteesimine faagi kapsiidi ja faagi saba valkude valmistisest ning
faagi DNA-molekulide konkatameerist. Kasutatakse tavaliselt kloonitud DNA pakendamiseks A\-vektorisse (mis on eral-
datud cos-saitidega), et saada nakatamisvoimelised A-osakesed.

Pakendamise tShusus — tohusus, millega pakendatud bakteriofaagid leitakse peremeesbakterites.

Positiivne selektsioon — meetod, mille puhul jietakse ellu iiksnes mutandid.

Proovivotuaeg — surmamisele eelneva ajavahemiku 16pp, mille kestel kemikaali ei manustata ja parandamata DNA-
kahjustused fikseeruvad piisivateks stabiilseteks mutatsioonideks.

Punktmutatsioon - ildine termin, millega tihistatakse tiksnes viikses DNA-Idigus toimunud mutatsiooni, hdlmab
insertsioone, deletsioone ja alusepaari asendumisi.

Raaminihke mutatsioon — geneetiline mutatsioon, mis tekib valku vdi peptiidi kodeerivas DNA-jirjestuses, kui insert-
siooniga on lisatud voi deletsiooniga eemaldatud selline arv nukleotiide, mida ei saa jadgita jagada kolmega.

Reportergeen — geen, mille mutantne geenisaadus on kergesti avastatav.

Suur deletsioon — DNA-st mitme tuhande alusepaari viljalangemine (mida saab tohusalt kindlaks teha Spi-selekt-
siooni ja lacZ-plasmiidi katsega).
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Siistikvektor — selliselt konstrueeritud vektor, mis saab paljuneda kahes erinevas peremeesliigis; tinu sellele saab siisti-
kvektorisse sisestatud DNA-d tuvastada v6i muuta kahes erinevat tiiiipi rakus voi kahes erinevas organismis.

Transgeenne - iseloomustab organismi, mille genoomi on muudetud sellesse muu liigi geeni voi geenide sisseviimi-
sega, vOi on sellega seotud.

Uuritav kemikaal — iga aine vdi segu, mida uuritakse kiesoleva katsemeetodi abil.”
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