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II

(Muut kuin lainsddtamisjarjestyksessd hyvaksyttavat saddokset)

ASETUKSET

KOMISSION ASETUS (EU) N:o 900/2014,
annettu 15 piivini heinikuuta 2014,

testimenetelmien vahvistamisesta kemikaalien rekisteroinnistd, arvioinnista, lupamenettelyisti ja
rajoituksista (REACH) annetun asetuksen (EY) N:o 1907/2006 nojalla annetun asetuksen (EY)
N:o 440/2008 muuttamisesta sen mukauttamiseksi tekniikan kehitykseen

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)
EUROOPAN KOMISSIO, joka
ottaa huomioon Euroopan unionin toiminnasta tehdyn sopimuksen,

ottaa huomioon kemikaalien rekister6innistd, arvioinnista, lupamenettelyistd ja rajoituksista (REACH), Euroopan kemi-
kaaliviraston perustamisesta, direktiivin 1999/45/EY muuttamisesta sekd neuvoston asetuksen (ETY) N:o 793/93, komis-
sion asetuksen (EY) N:o 1488/94, neuvoston direktiivin 76/769/ETY ja komission direktiivien 91/155/ETY, 93/67/ETY,
93/105/EY ja 2000/21/EY kumoamisesta 18 paivind joulukuuta 2006 annetun Euroopan parlamentin ja neuvoston
asetuksen (EY) N:o 1907/2006 (') ja erityisesti sen 13 artiklan 2 kohdan,

seki katsoo seuraavaa:

(1)  Komission asetuksessa (EY) N:o 440/2008 (%) vahvistetaan asetuksen (EY) N:o 1907/2006 soveltamiseksi kiytet-
tavit testimenetelmat, joilla médritellddn kemikaalien fysikaalis-kemialliset ominaisuudet, myrkyllisyys ja myrkylli-
syys ympdristolle.

(2)  On tarpeen saattaa asetus (EY) N:o 440/2008 ajan tasalle, jotta sithen sisillytettdisiin ensisijaisena asiana OECD:n
vastikddn hyviksymait uudet ja ajantasaistetut testimenetelmit tekniikassa saavutetun kehityksen huomioon otta-
miseksi ja sen varmistamiseksi, ettd koetarkoituksiin kdytettdvien eldinten méddrdd vihennetddn Euroopan parla-
mentin ja neuvoston direktiivin 2010/63/EU (*) mukaisesti. Sidosryhmid on kuultu tistd sdddosluonnoksesta.

(3)  Tamd mukauttaminen tekniikan kehitykseen sisdltdd kuusi uutta testimenetelmdd myrkyllisyyden ja muiden
terveydelle aiheutuvien vaikutusten madarittimiseksi, mukaan luettuna hermostonkehitykseen kohdistuvia myrkyl-
lisyysvaikutuksia koskeva tutkimus, laajennettu yhtd sukupolvea koskeva lisidntymismyrkyllisyystutkimus, siirto-
geenisten jyrsijoiden in vivo -geenimutaatiokoe, in vitro -koe steroidihormonien synteesin vaikutusten arvioimiseksi
sekd in vivo -kokeet estrogeenisten ja androgeenisten vaikutusten arvioimiseksi.

(4)  Sen vuoksi asetusta (EY) N:o 440/2008 olisi muutettava.

(5)  Tassd asetuksessa sdddetyt toimenpiteet ovat asetuksen (EY) N:o 1907/2006 133 artiklalla perustetun komitean
lausunnon mukaiset,

() EUVLL 396, 30.12.2006,s. 1.

() Komission asetus (EY) N:o 440/2008, annettu 30 piivina toukokuuta 2008, testimenetelmien vahvistamisesta kemikaalien rekisterdin-
nistd, arvioinnista, lupamenettelyistd ja rajoituksista (REACH) annetun asetuksen (EY) N:o 1907/2006 nojalla (EUVL L 142, 31.5.2008,
s. 1).

(*) Euroopan parlamentin ja neuvoston direktiivi 2010/6 3/EU, annettu 22 pdivind syyskuuta 2010, tieteellisiin tarkoituksiin kdytettdvien
eldinten suojelusta (EUVLL 276, 20.10.2010, s. 33).
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ON HYVAKSYNYT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

Muutetaan asetuksen (EY) N:o 440/2008 liite timén asetuksen liitteen mukaisesti.

2 artikla

Tdmad asetus tulee voimaan kolmantena péivind sen jilkeen, kun se on julkaistu Euroopan unionin virallisessa lehdessd.

Tdmd asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaisenaan kaikissa jasenval-
tioissa.

Tehty Brysselissd 15 pdivand heinikuuta 2014.

Komission puolesta
Puheenjohtaja
José Manuel BARROSO
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LIITE

Muutetaan asetuksen (EY) N:o 440/2008 liite seuraavasti:

Lisatdan B.53, B.54, B.55, B.56, B.57 ja B.58 luku seuraavasti:

”B.53. HERMOSTONKEHITYKSEEN KOHDISTUVIA MYRKYLLISYYSVAIKUTUKSIA KOSKEVA TUTKIMUS

JOHDANTO

1.  Timd testimenetelmd vastaa OECD:n testiohjetta 426 (2007); OECD:n lisddntymis- ja kehitystoksisuutta kisittelevd
tyoryhma kisitteli Koopenhaminassa kesidkuussa 1995 tarvetta pdivittdd voimassa olevia OECD:n lisddntymis- ja
kehitystoksisuutta koskevia testiohjeita ja laatia uusia ohjeita paitetapahtumille, joita ei vield ole kasitelty (1). Tyo-
ryhmé suositteli, ettd testiohje hermostonkehitykseen kohdistuvasta neurotoksisuudesta laaditaan Yhdysvaltojen
ympiristonsuojeluviraston ohjeiden perusteella. Nditd ohjeita on sittemmin tarkistettu (2). Koéopenhaminassa
pidettiin kesikuussa 1996 toinen kuulemiskokous, jossa sihteeristolle annettiin ohjeita hermostonkehitykseen
kohdistuvaa neurotoksisuutta koskevien uusien testiohjeiden laadinnasta, mukaan lukien keskeiset nakokohdat,
kuten eldinlajin valinta, annostelujakso, testausajankohta, arvioitavat péitetapahtumat ja tuloksien arviointia
koskevat kriteerit. Yhdysvaltojen ohjeet neurotoksisuutta koskevasta riskiarvioinnista julkaistiin vuonna 1998 (3).
OECD:n asiantuntijakomitean kokous ja International Life Science Institute -organisaation Risk Science Institute
-tiedeinstituutin tyoryhméd kokoontui lokakuussa 2000, ja asiantuntijoiden kuulemiskokous pidettiin Tokiossa
vuonna 2005. Ndissd kokouksissa kasiteltiin nykyisen testiohjeen tieteellisid ja teknisid kysymyksid, ja kokouksien
suositukset (4)(5)(6)(7) otettiin huomioon timin testimenetelmin kehittimisessd. Lisitiedot timin testimene-
telmdn toteutuksesta, tulkinnasta ja terminologiasta sisaltyvit lisidntymistoksisuuden testaamista ja arviointia
koskevaan OECD:n ohjeasiakirjaan 43 (8) ja neurotoksisuuden testaamista koskevaan ohjeasiakirjaan 20 (9).

ALUSTAVAT NAKOKOHDAT

2. Useiden kemikaalien tiedetddn aiheuttavan ihmisten ja muiden lajien hermostonkehitykselle myrkyllisyysvaiku-
tuksia (10)(11)(12)(13). Hermostonkehitykselle mahdollisesti aiheutuvien myrkyllisyysvaikutusten madrittelya
voidaan tarvita kemikaalin myrkyllisen vaikutusten arviointiin. Tutkimukset hermostonkehitykseen kohdistuvista
myrkyllisyysvaikutuksia on suunniteltu siten, ettd niilld tarjotaan tietoja, myos annos-vastesuhteen kuvauksia, sel-
laisista mahdollisista toiminnallisista ja morfologisista vaikutuksista poikasten kehittyvidn hermostojirjestelmain,
jotka voivat aiheutua kemikaalille altistumisesta kohdussa ja varhaisessa kehitysvaiheessa.

3. Tutkimus hermostonkehitykseen kohdistuvista myrkyllisyysvaikutuksista voidaan suorittaa erillisend tutkimuksena,
joka sisillytetddn tutkimukseen lisddntymiselle ja/tai tdysikasvuisille eldimille aiheutuvista myrkyllisyysvaikutuksista
(kuten testimenetelmat B.34 (14), B.35 (15) ja B.43 (16)), tai se voidaan lisitd tutkimukseen syntymda edeltdvistd
myrkyllisyysvaikutuksista (esim. testimenetelmd B.31 (17)). Jos tutkimus hermostonkehitykseen kohdistuvista
myrkyllisyysvaikutuksista sisillytetddn toiseen tutkimukseen, on tirkedd sdilyttdd kummankin tutkimustyypin yhte-
ndisyys. Kaikissa testeissd olisi noudatettava voimassa olevaa lainsdddantod taikka viranomaisten tai instituutioiden
antamia ohjeita koe-eldinten kdytostd tutkimuksissa (kuten 18).

4. Koelaboratorion on otettava huomioon kaikki testikemikaalista saatavilla olevat tiedot ennen tutkimuksen suorit-
tamista. Naihin sisdltyvdt kemikaalin tunnistetiedot ja rakenne, sen fysikokemialliset ominaisuudet, kaikkien
muiden kemikaalilla in vivo tai in vitro suoritettujen toksisuuskokeiden tulokset, rakenteellisesti samanlaisten
aineiden toksikologiset tiedot ja kemikaalin odotettu kayttotapa. Namaé tiedot ovat vélttdimattomid kaikkien asian-
osaisten vakuuttamiseksi siitd, ettd kokeella on merkitystd ihmisten terveyden suojelulle ja ettd sen avulla voidaan
valita sopiva aloitusannos.

TESTIN PERIAATE

5. Testikemikaali annostellaan eldimille tiineys- ja imetysaikana. Emoja testataan tiineisiin ja imettdviin naaraisiin
aiheutuvien vaikutusten arvioimiseksi ja mahdollisesti vertailutietojen tarjoamiseksi (emot poikasiin verrattuna).
Poikaset valitaan poikueista sattumanvaraisesti neurotoksisuuden arviointia varten. Arviointiin sisiltyy nikyvien
neurologisten ja kdytosmuutosten havainnointi, mukaan lukien arviointi fyysisestd kehityksestd, kiytoksen kehi-
tyksestd, motorisesta aktiviteetista, motorisesta ja aistien toiminnasta sekd oppimisesta ja muistista; my9s aivojen
painoa ja neuropatologiaa syntymin jilkeisen kehityksen ja kypsin idn aikana arvioidaan.
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10.

Jos testimenetelmd toteutetaan erillisend tutkimuksena, myos muita kussakin ryhmaéssd kdytettdvissd olevia eldimid
voidaan kdyttdd tiettyihin hermostoperiisiin kdyttaytymisoireisiin liittyviin, neuropatologisiin, neurokemiallisiin tai
sahkofysiologisiin  tutkimuksiin. Ndin voidaan tdydentdd tdssd testimenetelmdssd suositelluista tutkimuksista
saatuja tietoja (16)(19)(20)(21). Taydentavit tutkimukset voivat olla erityisen hyodyllisid, kun empiiriset havainnot
tai ennakoidut vaikutukset taikka menettely/vaikutustapa osoittavat kemikaalin neurotoksisuuden olevan tietyn
tyyppistd. Nditd tdydentdvid toimenpiteitd voidaan soveltaa emoihin ja poikasiin. Lisdksi voidaan kayttdd ex vivo-
tai in vitro -menettelyjd, kunhan ne eivit vaikuta in vivo -menettelyjen yhteniisyyteen.

TESTIN VALMISTELU

Eldinlajin valinta

Suositeltavin testieldinlaji on rotta, mutta muita lajeja voidaan kéyttda tarvittaessa. On kuitenkin pantava merkille,
ettd tdssd testimenetelmissd madritetyt tiineysajan ja synnytyksen jilkeiset pdivdt ovat ominaisia yleisesti kiytetyille
rottakannoille, joten eri lajeja tai epitavallisia kantoja kdytettdessd olisi valittava vertailukelpoiset péivit. Toisen
lajin kayttod olisi perusteltava toksikologisilla, farmakokineettisilld ja/tai muilla tiedoilla. Perusteluun olisi sisallyt-
tava lajispesifisten syntymdn jilkeisiin hermostoperdisiin kéytosoireisiin liittyvien ja neuropatologisten arviointien
saatavuus. Jos aiemmassa testissd ilmeni ongelmia, siind kdytettya lajia/kantaa olisi harkittava tarkemmin. Eri rotta-
kantojen kdytt6n liittyvien tehokkuuskriteerien vuoksi on todistettava, ettd valitun kannan hedelmallisyys ja vaste
on riittdvd. Muiden lajien kidyton luotettavuutta ja herkkyyttd hermostonkehitykseen kohdistuvien myrkyllisyysvai-
kutuksien havaitsemiseksi tulee dokumentoida.

Koe-eldinten hikit ja eldinten ruokinta

Koe-eldinhuoneen lampétilan pitiisi olla 22 + 3 °C. Vaikka suhteellisen kosteuden pitiisi olla vihintddn 30 % eika
mielelldan yli 70 % muulloin kuin huoneen puhdistuksen aikana, pitiisi kuitenkin pyrkid 50-60 %:n suhteelliseen
kosteuteen. Huoneessa tulee kiyttdd keinovalaistusta 12 tunnin jaksoissa (12 tuntia valoa, 12 tuntia pimeid).
Valaistussyklin suuntaa on myos mahdollista muuttaa ennen parittelua ja tutkimuksen keston ajaksi, jotta
toimintaa ja kdytostd koskevia péitetapahtumia voidaan arvioida pimein aikana (punaisessa valossa), eli silloin
kuin eldimet ovat tavanomaisesti aktiivisia (22). Kaikkiin valaistussykliin tehtdviin muutoksiin olisi sisallyttava riit-
tivd sopeutumisaika, jotta eldimet voivat mukautua uuteen sykliin. Eldinten ruokinnassa voidaan kayttdd
normaalia laboratorioruokavaliota, eikd juomaveden mairdd saa rajoittaa. Ravinnon ja veden tyyppi olisi ilmoitet-
tava ja kummankin epdpuhtaudet olisi analysoitava.

Eldimet voidaan pitdd hikeissd yksittdin tai muutaman samaa sukupuolta olevan eldimen ryhmissi. Parituksen
tulee tapahtua tarkoitukseen sopivissa hikeissd. Kun parituksen voidaan todeta tapahtuneen tai viimeistddn
tiineyden 15. pdivand kukin pariutunut naaras siirretddn omaan synnytys- tai poikimishdkkiinsi. Hakit on sijoitet-
tava siten, ettd niiden sijainnista johtuvat vaikutukset ovat mahdollisimman vihdisid. Paritetuille eldimille on
annettava synnytyksen lihestyessd asianmukaiset ja etukiteen mddritellyt pesintekoaineet. On tiedossa, ettd epda-
sianmukainen Kisittely tai tiineyden aikainen stressi voivat johtaa haitallisiin vaikutuksiin, kuten sikién menetyk-
seen sekd sikion ja vastasyntyneen kehityksen muutoksiin. Jotta sikion menettdminen muista kuin altistukseen liit-
tyvistd syistd estettdisiin, tiineiden eldinten tarpeetonta kasittelyd sekd ulkoisten tekijoiden, kuten melun, aiheut-
tamaa stressid pitdisi valttda.

Eldinten valmistelu

Olisi kaytettdavd terveitd eldimid, jotka on totutettu laboratorio-olosuhteisiin ja joita ei ole aiemmin kiytetty
testeihin, ellei tutkimusta sisillytetd toiseen tutkimukseen (ks. 3 kohta). Koe-eldinten laji, kanta, alkuperd, suku-
puoli, paino ja/tai ikd on tunnettava. Kullekin eldimelle olisi annettava oma tunnistenumero ja se olisi merkittiva
silld. Eldinten tulee olla kaikissa testiryhmissd samanpainoisia ja -ikdisid niin tarkasti kuin on kéytdnndssd mahdol-
lista ja olla tutkittavan lajin ja kannan normaaleissa rajoissa. Kullakin annostasolla tulee kiyttdd nuoria tdysikas-
vuisia naaraita, jotka eivit ole synnyttineet. Sisarusten pariutumista tulee valttdd, ja timidn varmistamisesta olisi
huolehdittava. Tiineyspiivi 0 on se piivd, jolloin vaginan tulpitus ja/tai sperma havaitaan. Riittdvd sopeutumisaika
(esim. kahdesta kolmeen paivéin) pitdisi varmistaa, kun toimittajalta ostetaan eldimid, joiden tiineyttd valvotaan.
Paritetut naaraat olisi jaettava satunnaisesti kontrolli- ja testiryhmain, ja eldimet olisi jaettava mahdollisuuksien
mukaan tasaisesti molempiin ryhmiin (jotta kaikki ryhmit jaetaan tasaisesti, suositellaan satunnaista ositettua
menettelyd, kuten sellaista, joka perustuu ruumiinpainoon). Samoin on meneteltivd saman uroksen hedelmaoitti-
mien naaraiden kohdalla.
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TESTIN SUORITTAMINEN

Eldinten lukumiiri ja sukupuoli

11.  Kussakin testi- ja kontrolliryhmaissd pitiisi olla tarpeeksi monta testikemikaalille altistettua tiineend olevaa naar-
asta, jotta varmistetaan, ettd neurotoksisuuden arviointia varten saadaan tuotettua riittdvd maard poikasia. Kutakin
annostasoa varten suositellaan 20 poikuetta. Rinnakkaisia ja porrastettuja ryhmid koskevat annostussuunnitelmat
sallitaan, jos kunkin ryhmin poikueiden kokonaismairit saavutetaan ja rinnakkaiskokeita varten kiytetddn asian-
mukaisia tilastollisia malleja.

12.  Syntymin jilkeisend pdivind, jiljempdnid 'SJP’, 4 tai sitd ennen (synnytyspdivd on syntymin jilkeinen piivd 0)
kunkin poikueen kokoa olisi mukautettava poistamalla ylimairaiset poikaset satunnaisella valinnalla, jotta kaikkien
poikueiden koko on sama (23). Poikueen koko ei saisi ylittdd kdytetyn jyrsijikannan keskiméaraistd poikuekokoa
(8-12). Poikueessa olisi oltava — mahdollisimman suuressa mairin — yhtd monta koiras- ja naaraspuolista
poikasta. Poikasten valikoiva poistaminen esimerkiksi ruumiinpainon perusteella ei ole tarkoituksenmukaista.
Poikueiden yhdenmukaistamisen jilkeen (karsinta) ja ennen toiminnallisten péitetapahtumien testaamista kukin
vieroitusta edeltdvddn tai sitd seuraavaan testiin tarkoitettu poikanen olisi tunnistettava yksilollisesti kdyttden mitd
tahansa inhimillistd keinoa poikasen tunnistamiseksi (esim. 24).

Eldinten jakaminen toiminnallisiin ja kiyttiytymistdi mittaaviin testeihin, aivojen paino ja neuropatolo-
giset arvioinnit

13.  Testimenetelmissd kdytetdin erilaisia tapoja jakaa kohdussa ja imettdmisen aikana altistetut eldimet toiminnallisia
ja kayttdytymistd mittaavia testejd, sukukypsyyttd ja aivojen painon mddrittelyd sekd neuropatologista arviointia
varten (25). Muita hermostoperdisiin kaytosoireisiin (kuten sosiaalinen kayttdytyminen), neurokemiaan tai neuro-
patologiaan liittyvid testejd voidaan lisdtd tapauskohtaisesti silld edellytykselld, ettd alkuperdisten vaadittujen testien
luotettavuutta ei vaaranneta.

14.  Poikaset valitaan kustakin annosryhmistd ja niistd tehdéddn tutkittavien ominaisuuksien arviointi syntyman jalkei-
send paivanid 4. Poikaset valitaan siten, ettd kustakin poikueesta valitaan mahdollisuuksien mukaan kumpaakin
sukupuolta jokaiseen annosryhmiin niin, ettd ne ovat tasapuolisesti edustettuina kaikissa testeissd. Motorista akti-
viteettia koskevassa testissd olisi testattava samaa uros- ja naarasparia kaikissa vieroitusta edeltdvissd ikdryhmissd
(ks. 35 kohta). Kaikkien muiden testien osalta voidaan valita samoja tai erillisid uros- ja naaraspareja erilaisiin
kédyttaytymistd mittaaviin testeihin. Kognitiivisia toimintoja mittaaviin vastavieroitettuja ja tdysikasvuisia vertaile-
viin testeihin voidaan joutua valitsemaan eri poikaset. Niin véltetddn se, ettd ikd ja aikaisempi opetus hdiritsevit
nditd mittauksia (26)(27). Vieroitusajankohdalla (syntymin jilkeinen pdivd 21) poikaset, joita ei ole valittu
testeihin, voidaan lopettaa inhimilliselld tavalla. Kaikki poikasten valintaan liittyvit muutokset olisi raportoitava.
Tilastollisen mittayksikon pitdisi olla poikue (tai emo), ei poikanen.

15.  On erilaisia tapoja valita poikaset vieroitusta edeltdviin ja sitd seuraaviin tutkimuksiin, kognitiivisiin testeihin, pato-
logisiin tutkimuksiin jne. (ks. kuva 1 yleisestd suunnittelusta ja liite 1 valintatapoja koskevista esimerkeistd). Suosi-
tellut eldinten vihimmaismairat kussakin annosryhmadssa vieroitusta edeltdvid ja sitd seuraavia tutkimuksia varten
ovat seuraavat:

Kliiniset havainnot ja ruumiinpaino Kaikki eldimet
Yksityiskohtaiset kliiniset havainnot 20/sukupuoli (1/sukupuoli/poikue)
Aivojen paino (fiksaation jilkeen) SJP 11-22 10/sukupuoli (1/poikue)
Aivojen paino (ilman fiksaatiota) ~ SJP 70 10/sukupuoli (1/poikue)
Neuropatologia (immersio- tai perfuusiofiksaatio) SJP 11-22 10/sukupuoli (1/poikue)
Neuropatologia (perfuusiofiksaatio) SJP ~ 70 10/sukupuoli (1/poikue)
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Sukukypsyys 20/sukupuoli (1/sukupuoli/poikue)
Muut kehitykseen liittyvat tuntomerkit (vapaaehtoinen) Kaikki eldimet
Kaytoksen kehitys 20/sukupuoli (1/sukupuoli/poikue)
Motorinen aktiviteetti 20/sukupuoli (1/sukupuoli/poikue)
Motorinen ja aistien toiminta 20/sukupuoli (1/sukupuoli/poikue)
Oppiminen ja muisti 10/sukupuoli (%) (1/poikue)

(%) Kognitiivista toimintaa koskevien testien herkkyydestd riippuen suuremman eldinmairdn tutkimista olisi harkittava, esimer-
kiksi enintddn 1 koiras- ja 1 naaraspuolinen eldin poikuetta kohti (eldinten valinta, ks. liite 1) (lisdohjeistus otoskoosta anne-
taan OECD:n ohjeasiakirjassa 43 (8)).

Annostasot

16.  On kdytettdvé vihintddn kolmea annostasoa ja rinnakkaista kontrolliryhmai. Annostasojen vilit madritetdén siten,
ettd toksiset vaikutukset saadaan porrastettua. Mikali testiaineen fysikokemialliset ominaisuudet tai biologiset
vaikutukset eivit rajoita korkeimman annostason valintaa, se olisi valittava siten, ettd emoille aiheutetaan joitain
myrkytysoireita (esim. kliinisid 16ydoksid, ruumiinpainon viheneminen (ei yli 10 prosenttia) ja/tai todisteet annos-
tusta rajoittavasta toksisuudesta kohde-elimessd). Korkeinta annostasoa voidaan rajoittaa niin, ettd se on
1 000 mg/painokilofvrk. On my6s joitain poikkeustapauksia. Esimerkiksi odotettavissa oleva ihmisten altistu-
minen voi merkitd, ettd tarvitaan korkeampaa annostasoa. Vaihtoehtoisesti olisi tehtdva esitutkimuksia tai alustavia
raja-annostutkimuksia sellaisen suurimman kéytettdvin annoksen mddarittdmiseksi, jonka pitdisi aiheuttaa emoille
vihiten myrkyllisyysvaikutuksia. Jos testikemikaalin on todettu aiheuttavan sikionkehitykseen kohdistuvia myrkyl-
lisyysvaikutuksia tavanomaisessa kehitystoksisuutta koskevassa tutkimuksessa tai esitutkimuksessa, suurimman
annostason pitdisi olla suurin annos, joka ei aiheuta lifkaa myrkyllisida vaikutuksia poikasissa tai kohdussa taikka
vastasyntyneiden kuolemaa tai epimuodostumia, jotka riittdisivdt estimiin neurotoksisuuden asianmukaisen
arvioinnin. Pienimmdn annostason tavoitteena pitéisi olla se, ettd silld ei aiheuteta mitddn emoihin tai kehitykseen
kohdistuvia myrkyllisyysvaikutuksia, mukaan lukien neurotoksisuus. Annostasot valitaan asteittain alenevasti. Ndin
osoitetaan mahdollinen annosvaste ja haitaton vaikutustaso (NOAEL) tai ldhelld havaitsemisrajaa olevat annokset,
joiden perustella voidaan maéarittdd vertailukohtana oleva annos. Vihintddn kaksinkertaiset ja enintddn nelinker-
taiset annostasojen vilit ovat usein optimaaliset, kun asetetaan alenevat annostasot. Usein on parempi lisitd neljis
annosryhmi kuin kéyttdd hyvin suuria annosvilejd (esimerkiksi yli kymmenkertaisia annosvilejd).

17.  Annostasojen valinnassa olisi otettava huomioon kaikki aikaisemmat toksisuustiedot sekd tiedot testikemikaalin
tai sen kanssa samantyyppisten materiaalien metaboloitumisesta ja toksikokineettisistd ominaisuuksista. Nailld
tiedoilla voidaan myos tukea sen osoittamista, ettd annostus on valittu oikein. Annosten antamista suoraan poika-
sille olisi harkittava altistus- ja farmakokineettisten tietojen perusteella (28)(29). Ennen kuin tehddidn tutkimuksia
suorasta annostuksesta, olisi harkittava huolellisesti etuja ja haittoja (30).

18.  Rinnakkaisen kontrolliryhmén pitiisi olla joko plaseboa saava kontrolliryhmi tai kantaja-ainetta saava kontrollir-
yhmd, mikili testikemikaalin antamisen yhteydessd kiytetdin kantaja-ainetta. Kaikille ryhmille annetaan tavano-
maisesti tilavuudeltaan sama maira joko testikemikaalia tai kantaja-ainetta eldimen painon perusteella. Jos annos-
telun helpottamiseksi kiytetddn kantaja-ainetta tai muuta lisdainetta, on syytd selvittdd: sen vaikutus imeytymiseen,
jakautumiseen, metaboloitumiseen tai elimistossi sdilymiseen; vaikutukset testikemikaalin kemiallisiin ominaisuuk-
siin, jotka saattavat muuttaa sen toksisia ominaisuuksia; sekd vaikutukset koe-eldinten ravinnon ja juoman kulu-
tukseen tai ravitsemustilaan. Kantaja-aine ei saisi aiheuttaa vaikutuksia, jotka voivat olla esteend tutkimuksen tulk-
innalle, eiki silld saisi olla toksisia hermostoperiisid kdyttdytymiseen kohdistuvia vaikutuksia tai vaikutuksia lisddn-
tymiseen tai kehitykseen. Jos kidytetddn uutta kantaja-ainetta, kantaja-ainetta saavan kontrolliryhman lisaksi tutki-
mukseen sisdllytetddn plaseboa saava kontrolliryhmi. Kontrolliryhmin tai -ryhmien eldimid tulee kisitelld samalla
tavoin kuin koeryhmin eldimia.
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Antotapa

19.  Testikemikaalia tai kantaja-ainetta olisi annettava ihmisten altistumiselle asianmukaisinta reittid. Tima perustuu
koe-eldinten metaboloitumisesta ja jakautumisesta saatavilla olevaan tietoon. Ainetta annetaan tavallisesti suun
kautta (esim. letkulla, ravinnon tai juomaveden vilitykselld), mutta my6s muuta reittid voidaan kdyttdd (esim. ihon
tai inhalaation kautta). Tdmd riippuu ominaisuuksista taikka odotettavissa olevista tai tunnetuista ihmisen altistus-
reiteistd (lisdohjeita annetaan ohjeasiakirjassa 43 (8)). Valitusta antoreitistd olisi esitettdvéd perustelu. Testiaine anne-
taan pdivittdin suunnilleen samaan aikaan.

20. Kunkin eldinyksilon annoksen pitdisi yleensd perustua viimeisimpadn eldimen ruumiin painon madritykseen.
Annoskoon mdirittimisessd on kuitenkin toimittava erityisen huolellisesti viimeisen tiineyskolmanneksen aikana.
Jos testikemikaalia saaneissa emoissa havaitaan kuitenkin lifan suuria myrkyllisyysvaikutuksia, ndma eldimet on
lopetettava inhimilliselld tavalla.

21.  Testikemikaalia tai kantaja-ainetta olisi annosteltava vdhintddn paivittdin paritelluille naaraille munasolun kohdun
seindmaidn kiinnittymisestd lahtien (tiineyspdivd 6) koko imetyksen ajan (SJP 21), jotta poikaset altistetaan testike-
mikaalille syntymaa edeltdvin ja sen jilkeisen neurologisen kehityksen aikana. Ikéi, jolloin annostus aloitetaan
sekd annostuksen kestoa ja tiheyttd voidaan mukauttaa, jos on nayttod, jolla tuetaan ihmisten altistumisen suhteen
asianmukaisempaa koejdrjestelyd. Annostuksen kestoa olisi mukautettava toisiin lajeihin ndhden, jotta altistuminen
aivojen kehityksen varhaisessa vaiheessa (joka vastaa ihmisen aivojen syntymdi edeltdvii ja varhaista syntymin
jalkeistd kasvuvaihetta) varmistetaan. Annostelu voidaan aloittaa tiineyden alkamisajankohdasta (tiineyspéivd 0).
On kuitenkin kiinnitettdvd huomiota sithen mahdollisuuteen, ettd testikemikaali voi paittdi tiineyden, ennen kuin
munasolu kiinnittyy kohdun seindmédn. Tiineyspdivind 6 aloitetulla annostuksella valtettdisiin tdimd riski, mutta
kehitysvaiheita tiineyspdivin 0 ja 6 vililli ei katettaisi. Jos laboratorio hankkii aikaparitettuja eldimid, ei ole
kdytannollistd aloittaa annostusta tiineyspéivind 0, vaan asianmukainen aloituspdivd on tiineyspdivé 6. Koelabora-
torion olisi mukautettava annostusta testiaineen vaikutuksia koskevien asianmukaisten tietojen, aikaisempien koke-
musten ja logististen nakokohtien perusteella. Tahidn voi sisdltyd annostuksen jatkaminen vieroituksen jalkeen.
Annostelua ei suoriteta synnytyspdivind niille eldimille, joiden synnytys on kesken. Yleisesti oletetaan, ettd
poikaset altistuvat didinmaidon kautta, mutta poikasille suoraan annettavia annoksia olisi harkittava tapauksissa,
joissa poikasten jatkuvasta altistuksesta puuttuu ndyttdd. Naytto jatkuvasta altistuksesta voidaan saada esimerkiksi
farmakokineettisistd tiedoista, poikasiin kohdistuvasta toksisuudesta tai biomarkkereiden muutoksista (28).

TARKKAILU

Emojen tarkkailu

22.  Kaikkien emojen terveydentilaa, sairastuneisuutta ja kuolleisuutta olisi seurattava ainakin kerran paivissa.

23.  Kisittelytoimenpide- ja havaintojaksojen aikana olisi tehtiva sddnnollisesti yksityiskohtaisempia kliinisid havaintoja
(ainakin kahdesti tiineysajan annosten antamisjaksolla ja kahdesti imetysajan annosten antamisjaksolla) kayttien
ainakin kymmentd emoa annostasoa kohti. Koulutettujen teknikoiden, jotka eivit ole tietoisia eldinten kisittelytie-
doista, olisi tarkkailtava eldimid niiden hikin ulkopuolella. Heiddn pitdisi soveltaa standardoituja menettelyitd, joita
kéytetddn eldinten stressin ja tarkkailijan ennakkokésitysten vahimmaistdmiseksi ja tarkkailijoiden vélisen luotetta-
vuuden maksimoimiseksi. On suositeltavaa, ettd havainnot tietyssd tutkimuksessa tekee sama teknikko, kun tima
on mahdollista.

24.  Havaitut oireet on kirjattava. Myds havaittujen oireiden voimakkuus on kirjattava mahdollisuuksien mukaan. Klii-
nisid havaintoja on tehtdvi muun muassa ihon, karvapeitteen, silmien, limakalvojen, mahdollisten eritteiden
erityksen sekd autonomisen hermoston toiminnan muutoksista (esimerkiksi kyynelvuoto, piloerektio, mustuaisen
koko, poikkeavuudet hengityksessi ja/tai ilman haukkominen, kaikki virtsaamiseen tai ulostamiseen liittyvit epita-
valliset oireet).

25.  My6s kaikki kehon asentoon, aktiivisuustasoon (esimerkiksi vakioalueen vihentynyt tai lisidntynyt tutkiminen) ja
liikekoordinaatioon liittyvit epitavalliset vasteet on kirjattava. Muutokset kdynnissd (esimerkiksi vaappuminen ja
ataksia), asennossa (esimerkiksi seldn koyristiminen) ja kasittelyyn, paikkaan tai muihin ympdriston arsykkeisiin
liittyvissa reaktiivisuudessa sekd klooniset tai tooniset liikkeet, kouristukset tai vapina, stereotypiat (esimerkiksi
ylenmédriinen turkin hoito, epitavalliset paan liikkeet, jatkuva kehdn kiertdminen) tai omituinen kdytds (esimer-
kiksi pureminen tai ylenmdiirdinen nuoleminen, itsensd silpominen, takaperin kdveleminen, dintely) tai aggressiivi-
suus on kirjattava.
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26.  Myrkytysoireet olisi kirjattava, mukaan lukien oireiden alkamispdivd, vuorokaudenaika, voimakkuus ja kesto.

27.  Eldimet punnitaan tutkimuksen aikana annosteluajankohdalla ainakin viikoittain, synnytyspaivina tai sen lihelld ja
syntymédn jalkeisend pdivdnd 21 (vieroitus). Emot olisi punnittava letkuruokintatutkimuksia varten ainakin
kahdesti viikossa. Annoksia olisi mukautettava kunkin painonmadrityksen ajankohdalla tarpeen mukaan. Ravin-
nonkulutusta olisi mitattava viikoittain vdhintddn tiineyden ja imetyksen aikana. Vedenkulutusta olisi mitattava
ainakin viikoittain, jos eldin altistuu veden valitykselld.

Poikasten tarkkailu
28.  Kaikkien poikasten myrkytysoireita, sairastuneisuutta ja kuolleisuutta seurataan ainakin kerran paivissi.

29.  Kasittelytoimenpide- ja havaintojaksojen aikana olisi tehtdvd yksityiskohtaisempia kliinisid havaintoja poikasista.
Koulutettujen teknikoiden, jotka eivit ole tietoisia eldinten kisittelytiedoista, olisi tarkkailtava poikasia (ainakin
yksi poikanen/sukupuoli/poikue). Heidédn pitiisi kdyttdd standardoituja menettelyitd tarkkailijan ennakkokasitysten
vihimmaistdmiseksi ja tarkkailijoiden vilisen luotettavuuden enimmdistimiseksi. On suositeltavaa, ettd havainnot
tekee sama teknikko, kun tdima on mahdollista. Vahintddn 24 ja 25 kohdassa kuvattuja pddtetapahtumia olisi tark-
kailtava, kun se on asianmukaista tarkkailtavassa kehitysvaiheessa.

30. Kaikki poikasten myrkytysoireet olisi kirjattava mukaan lukien oireiden alkamispaivé, vuorokaudenaika, voimak-
kuus ja kesto.

Fyysiset ja kehitysti koskevat tuntomerkit

31.  Muutokset vieroitusta edeltdvissd kehitystd koskevissa tuntomerkeissd (esim. korvalehden avautuminen, silmien
avautuminen, etuhampaan puhkeaminen) korreloivat merkittavasti ruumiinpainon kanssa (30)(31). Ruumiinpaino
voi olla fyysisen kehityksen paras indikaattori. Kehitystd koskevien tuntomerkkien maarittdiminen on tdmén vuoksi
suositeltavaa ainoastaan, kun on ennalta nayttod, ettd ndilld tuloksilla tarjotaan lisdtietoja. Naiden parametrien
arvioinnin ajoitus esitetddn taulukossa 1. Oletetuista vaikutuksista ja ensimmdisten mdadritysten tuloksista riippuen
voi olla suositeltavaa lisitd muita ajankohtia tai tehdd maarityksid muissa kehitysvaiheissa.

32.  Fyysisen kehityksen arvioinnissa on suositeltavaa kdyttdd syntymdn jilkeisen idn sijasta yhdynnin jalkeistd ikad
(33). Jos poikasia testataan vieroituspdivana, on suositeltavaa, ettd testi tehddin ennen varsinaista vieroitusta, jotta
viltetddn vieroitukseen liittyvdn stressin aiheuttama hiiritsevd vaikutus. Lisdksi mitddn vieroituksen jdlkeistd
poikasten testid ei pitdisi suorittaa vieroituksen jilkeisen kahden piivin aikana.

Taulukko 1

Fyysisten ja kehitysti koskevien tuntomerkkien seki toiminnallisten ja kiyttiytymistd mittaavien tulosta-
pahtumien arvioinnin ajoittaminen (*)

llavali Ennen vieroitusta (°) Kasvuidssd (°) . Nuoret .
taysikasvuiset (%)

Péitetapahtumat

Fyysiset ja kehitysti koskevat tuntomerkit

Ruumiinpaino ja kliiniset havainnot viikoittain () vihintddn kahden | vahintddn kahden
viikon vilein viikon vilein
Aivojen paino SJP 22 (9) lopettamisen
yhteydessi
Neuropatologia SJP 22 (9) lopettamisen
yhteydessa
Sukukypsyys — tarvittaessa —

Muut kehitystd koskevat tunnusmerkit (¢) tarvittaessa — —
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Tkavali . . - Nuoret
Piddtetapahtumat Ennen vieroitusta (*) Kasvuiassi (') tdysikasvuiset (?)
Toiminnalliset ja kiyttiytymistd mittaavat tulostapahtumat
Kiytoksen kehitys ainakin kaksi

maadritystd

Motorinen aktiviteetti (mukaan lukien tottu- 1-3 kertaa (/) — kerran
minen)
Motorinen ja aistien toiminta — kerran kerran
Oppiminen ja muisti — kerran kerran

() Tdhdn taulukkoon sisdltyvit vihimmaismaarat niistd kerroista, kun mddritys olisi suoritettava. Oletetuista vaikutuksista ja
ensimmdisten madritysten tuloksista riippuen voi olla suositeltavaa lisitd muita ajankohtia (esim. ikddntyneet eldimet) tai
tehdd madrityksid muissa kehitysvaiheissa.

(*) On suositeltavaa, ettei poikasia testata vieroituksen jilkeisen kahden péivén aikana (ks. 32 kohta). Kasvuidssd olevien eldinten
testien ikasuositukset ovat: oppiminen ja muisti = SJP 25 + 2; motorinen ja aistien toiminta = SJP 25 + 2. Nuorten tdysikas-
vuisten eldinten suositusikd on SJP 60-70.

(9 Ruumiinpaino olisi mitattava ainakin kahdesti viikossa, kun poikaset saavat annokset suoraan, ja annoksia mukautetaan
ajankohdalla, jolloin painonnousu on nopeaa.

49 Aivojen painoa ja neuropatologiaa voidaan arvioida tarvittaessa aiemmin (esim. SJP 11) (ks. 39 kohta).

) Ruumiinpainon lisaksi muut kehitystd koskevat tunnusmerkit (esim. silmien avautuminen) olisi tarvittaessa kirjattava (ks.

31 kohta).

() Ks. 35 kohta.

33.  Elavit poikaset lasketaan ja niiden sukupuoli mddritetddn esim. silmdmddriisesti tai mittaamalla perdaukon ja
sukupuolielinten vilinen etdisyys (34)(35). Poikueen kukin poikanen olisi punnittava erikseen syntymahetkelld tai
pian sen jdlkeen ainakin viikoittain koko imetyksen ajan vihintddn kerran kahdessa viikossa sen jilkeen. Kun
sukukypsyyttd arvioidaan, eldimen ikd ja ruumiinpaino olisi madriteltdvd emdttimen avautuessa (36) tai esinahan
erotessa terskasta (37) ainakin yhdesti uros- ja naarapuolisesta eldimestd poikuetta kohti.

Kiytoksen kehitys

34.  Valikoitujen kiyttdytymistapojen kehittyminen maddritellddn ainakin yhden poikasen/sukupuolen/poikueen osalta
asianmukaisen ikdvilin aikana, ja samoja poikasia kdytetddn kaikkina testipdivind kustakin arvioinnin kohteena
olevasta kdyttdytymistavasta. Mittauspdivit jaetaan tasaisesti kyseiselle ajanjaksolle. Tilld tavoin mddritellddn
kyseisen kdyttdytymistavan kehityksen normaalit tai késittelyyn liittyvdt muutokset (38). Seuraavat ovat esimerk-
kejd kdytostavoista, joiden kehittymistd voitaisiin arvioida: oikaisurefleksi, ylospéin suuntautuva liike ja motorinen
aktiviteetti (38)(39)(40).

Motorinen aktiviteetti

35. Motorista aktiviteettia olisi seurattava (41)(42)(43)(44)(45) vieroitusta edeltavilld ajanjaksolla ja tdysikasvuisen
idssd. Kun testi suoritetaan vieroituksen aikana, ks. 32 kohta. Testin olisi kestettdvd riittdvin pitkdan, jotta voidaan
osoittaa testijakson sisdinen sopeutuminen, kun kyseessd ovat altistamattomat kontrollit. Motorisen aktiviteetin
kaytto kdytoksen kehityksen arviointia varten on erittdin suositeltavaa. Jos sitd kaytetddn kaytoksen kehityksen
testaamiseen, testissd kdytetddn samoja eldimid kaikkien vierotusta edeltdvien testijaksojen osalta. Testejd pitiisi
suorittaa tarpeeksi usein testijakson sisdisen sopeutumiskehityksen arviointia varten (44). Timd saattaa edellyttdd
kolmea tai useampaa ajankohtaa vieroituspdivddn mennessd ja se mukaan lukien (esim. SJP 13, 17, 21). Samojen
eldinten tai saman poikueen eldinten testi olisi suoritettava myos tdysikasvuisilla ldhelld tutkimuksen pdattymisa-
jankohtaa (esim. SJP 60-70). Tutkimuksia lisdpiivind voidaan suorittaa tarpeen mukaan. Motorista toimintaa olisi
valvottava toimintaa mitattavalla automaattilaitteella, jolla voidaan selvittdd toiminnan vdhentyminen ja lisddnty-
minen (eli laitteen mittaaman ldht6tilanteen ei pitéisi olla niin alhainen, ettd toiminnan vihentymisen havaitse-
minen estetddn, eikd niin suuri, ettd estetddn toiminnan lisddntymisen havaitseminen). Kutakin laitetta olisi testa-
ttava vakiomuotoisilla menettelyilld, jotta toiminnan luotettavuus varmistetaan mahdollisuuksien mukaan lait-
teiden ja tutkimuspdivien osalta. Testiryhmia olisi tasapainotettava mahdollisuuksien mukaan laitteisiin nihden.
Kukin eldin olisi testattava erikseen. Testiryhmid olisi tasapainotettava testiajankohtiin nihden, jotta viltetdin
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hdiritseméstd toiminnan vuorokausirytmid. Olisi pyrittdvd varmistamaan, ettd testiolosuhteiden muutokset ovat
mahdollisimman vihiiset ja ettd ne eivit liity jarjestelmallisesti késittelyyn. Muuttujat, jotka voivat vaikuttaa
moniin kéyttdytymistd, myds motorista aktiviteettia, koskeviin mdidrityksiin, ovat &initaso, testihikin koko ja
muoto, lampatila, suhteellinen kosteus, valaistusolosuhteet, hajut, kotihdkin tai uuden testihikin kéytté ja ymparis-
ton héiriotekijat.

Motorinen ja aistien toiminta

36. Motorista ja aistien toimintaa olisi tarkasteltava yksityiskohtaisesti ainakin kerran, kun eldin on kasvuidssi ja
kerran, kun se on nuori tdysikasvuinen eldin (esim. SJP 60-70). Jos testi suoritetaan vieroitusaikana, ks. 32 kohta.
Olisi suoritettava riittava testi, jotta sensorisesta toiminnasta (esim. somatosensorinen, vestibulaarinen) ja motori-
sesta toiminnasta (esim. voimakkuus, koordinaatio) varmistetaan riittivd mdarallinen néytteenotto. Muutamia
esimerkkejd motorisesta ja aistien toiminnasta ovat ojentajalihaksen tyontovoimarefleksi (46), suoristusrefleksi
(47)(48), akustinen sdpsdhdysvaste (40)(49)(50)(51)(52)(53)(54) ja heritepotentiaalit (55).

Oppimisen ja muistin testaaminen

37.  Assosiatiivista oppimista ja muistia koskeva testi olisi suoritettava vieroituksen jilkeen (esim. 25 * 2 paivéd) ja
nuorilla tdysikasvuisilla eldimilld (SJP 60 ja vanhempi). Kun testi suoritetaan vieroituksen aikana, ks. 32 kohta.
Samaa tai eri testid (testejd) voidaan kayttdd ndissd kahdessa kehitysvaiheessa. Vastavieroitettujen ja tdysikasvuisten
rottien oppimista ja muistia koskevien testien valinnan osalta sallitaan jonkin verran joustavuutta. Testit olisi
kuitenkin suunniteltava siten, ettd tdytetddn kaksi kriteerid. Ensinndkin oppimista olisi arvioitava joko usean tois-
tetun oppimista mittaavaan kokeen tai jakson kuluessa tapahtuneena muutoksena tai yhdestd kokeesta muodostu-
vissa testeissd, kun kyseessi on olosuhde, joka ohjaa oppimisen ei-assosiatiivisia vaikutuksia. Toiseksi testiin
(testeihin) pitdisi sisdltyd jonkinlainen (lyhytaikaisen tai pitkdaikaisen) muistin mittaaminen alkuperdisen oppi-
misen (oppimistuloksen) lisdksi, mutta muistin mittaamista ei voida raportoida, jos samasta testistd saadut oppi-
mistuloksen mittaamistoimet puuttuvat. Jos oppimista ja muistia koskeva yksi tai useampi testi osoittaa testikemi-
kaalin vaikutuksen, voidaan harkita tdydentdvid testejd, joilla suljetaan pois sensoristen, motivationaalisten ja/tai
motoristen valmiuksien muutoksiin perustuvat vaihtoehtoiset tulkinnat. Edellisen kahden kriteerin lisiksi suositel-
laan, ettd oppimista ja muistia mittaava testi valitaan sen perusteella, miten sen herkkyys osoitetaan tarkasteltavan
kemikaalin luokan perusteella, jos tillaisia tietoja on saatavilla lihteissd. Jos tietoja ei ole, seuraavassa on esimerk-
kejd testeistd, joita voidaan tehdid edelld mainittujen kriteerien tdyttdmiseksi: passiivinen vélttdminen (43)(56)(57),
viivdstynyt asettuminen asentoon (delayed-matching-to-position), kun kyseessi ovat tdysikasvuiset rotat (58) ja
kun kyseessd on imeviisikdinen rotta (59), hajuihin totuttaminen (43)(60), Morrisin vesisokkelo (61)(62)(63),
Bielin tai Cincinnatin sokkelo (64)(65), sdteittdinen sokkelo (66), T-sokkelo (43) ja aikataululla valvotun kdytoksen
omaksuminen ja sdilyttiminen (26)(67)(68). Taydentdvid testejd kuvataan vastavieroitettuja (26)(27) ja tdysikas-
vuisia rottia (19)(20) koskevissa l3hteissa.

Post mortem -tutkimus

38.  Emot voidaan lopettaa poikasten vieroituksen jilkeen.

39.  Poikasten neuropatologinen arviointi suoritetaan kayttien kudoksia, jotka ovat periisin eldimiltd, jotka lopetetaan
inhimillisesti syntyman jélkeisend pdivdnd 22 tai aikaisemmin syntyman jilkeisend paivind 11-22 taikka tutki-
muksen loppuvaiheessa. SJP 22:een mennessi lopetettujen poikasten aivokudoksia olisi arvioitava; testin loppuvai-
heessa lopetettujen eldinten keskushermoston kudoksia ja ddreishermoston kudoksia olisi arvioitava. SJP 22:een
mennessd lopetettujen eldinten néytteet voidaan fiksoida upottamis- tai perfuusiotekniikalla. Tutkimuksen loppu-
vaiheessa lopetettujen eldinten niytteet olisi fiksoitava perfuusion avulla. Kaikissa kudosniytteiden fiksointia
koskevissa toimenpiteissd eldinten perfuusiosta kudosndytteiden dissektioon, kudosten kisittelyyn ja objektilasien
virjaykseen olisi kdytettdvd sellaista tasapainottavaa mallia, ettd jokaiseen erddn sisdltyy edustavia naytteitd
kustakin annosryhmasti. Lisdohjeita neuropatologiasta sisiltyy OECD:n ohjeasiakirjaan 20 (9), ks. myos (103).

Kudosniytteiden kisittely

40.  Kaikki ruumiinavauksessa paljain silmin havaittavat poikkeavuudet on kirjattava. Otettujen kudosnéytteiden on
katettava kaikki keskeiset hermoston alueet. Kudosndytteet olisi siilytettavd sopivassa kiinnitysaineessa ja niitd olisi
kisiteltava julkaistujen standardimuotoisten histologisten menettelyjen mukaisesti (69)(70)(71)(103). Parafiinivalun
kiyttd on hyviksyttavad keskushermoston kudoksien ja dareishermoston kudoksien osalta, mutta osmiumin
kaytto fiksoinnin jilkeen yhdessd epoksivalun kanssa voi olla asianmukaista, kun tarvitaan suurempaa resoluutiota
(esim. ddreishermoja varten, kun epdillddn perifeeristd neuropatiaa, ja/tai ddreishermojen morfometrista analyysia
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varten). Morfometrista analyysia varten keritty aivokudos olisi valettava sopivaan aineeseen kaikilla annostasoilla
samaan aikaan. Niin viltetddn kutistuneet artefaktit, jotka voivat liittyd pitkdaikaiseen siilytykseen fiksatiivissa (6).

Neuropatologinen tutkimus

41. Kvalitatiivisen tutkimuksen tavoitteena on:

i) tdsmentdd hermoston alueet, joilla esiintyy todisteita neuropatologisista muutoksista,
ii) tdsmentdd testiaineelle altistumisesta johtuvien neuropatologisten muutosten tyypit, ja
i) maarittdd neuropatologisten muutosten vakavuus.

Asianmukaisesti koulutettu patologi tutkii kudosnéytteistd otettuja edustavia histologisia leikkeitd mikroskoopilla
neuropatologisia muutoksia koskevista todisteista. Kaikille neuropatologisille muutoksille olisi annettava yksilol-
linen luokka, joka osoittaa muutoksen vakavuuden. Hekatoksyliini ja eosiinivari voi olla riittdva inhimillisesti lope-
tettujen eldinten aivojen leikkeiden arviointia varten syntymdn jélkeisend paivind 22 tai sitd ennen. Tutkimuksen
loppuvaiheessa lopetettujen eldinten keskushermoston ja dareishermoston kudosten leikkeille suositellaan
kuitenkin myeliinivarjdystd (esim. luxol fast blue/cresyl violet) ja hopeavirjaystd (kuten Bielschowskyn tai Bodianin
virjdys). Patologin ammatillisen harkinnan ja havaittujen muutosten tyypin perusteella muunlaisia vérjdysteknii-
koita voidaan pitdd asianmukaisena tietyntyyppisten muutosten tunnistamiseksi ja kuvaamiseksi (kuten
GFAP-virjdys (gliaalinen fibrillaarinen hapan proteiini) tai lektiinihistokemia gliaalisten ja mikrogliaalisten
muutosten arvioimiseksi (72), fluoro-jade -liuoksella virjaddminen nekroosin havaitsemiseksi (73)(74), tai hermoso-
lujen rappeutumiselle spesifiset hopeavirjaykset (75)).

42.  Morfometrinen (kvantitatiivinen) arviointi olisi suoritettava, koska ndilld tiedoilla voidaan auttaa havaitsemaan
testeihin liittyvd vaikutus ja koska ne ovat hyodyllisid tulkittaessa testeihin liittyvid aivojen painoa koskevia tai
morfologisia muutoksia (76)(77). Hermokudoksesta olisi otettava niyte ja se olisi preparoitava morfometrista
arviointia varten. Morfometrisiin arviointeihin voi sisiltyd esim. aivojen tiettyjen alueiden lineaarinen tai areaa-
linen mittaaminen (78). Lineaarisiin tai areaalisiin mittauksiin on kéytettivd homologisia leikkeiti, jotka on valittu
tarkasti luotettavien mikroskooppisten tuntomerkkien perusteella (6). Stereologiaa voidaan kiyttdd tdsmentdmain
kisittelyyn liittyvat vaikutukset, jotka kohdistuvat parametreihin, kuten erityisten neuroanatomisten alueiden
volyymi tai solumairi (79)(80)(81)(82)(83)(84).

43, Aivot olisi tutkittava, jotta todisteet kisittelyyn liittyvistd neuropatologista muutoksista havaitaan, ja kaikista
aivojen tarkeimmistd alueista (kuten hajukddmit, aivokuori, hippokampus, tyvitumakkeet, talamus, hypotalamus,
keskiaivot (keskiaivojen katto, keskiaivojen peite ja pikkuaivovarret), aivosilta, ydinjatke, pikkuaivot) olisi otettava
riittdvat ndytteet. Nédin varmistetaan perusteellinen tutkimus. On tirkedd, ettd kaikkien eldinten leikkeet otetaan
samasta tasosta. Tutkimuksen lopussa inhimillisesti lopetetuilta taysikasvuisilta eldimiltd olisi otettava niytteeksi
selkdytimen ja ddreishermoston edustavat leikkeet. Tarkasteltaviin alueisiin olisi kuuluttava silmi, nakéhermo ja
verkkokalvo mukaan lukien, selkdydin kaularangan ja lannerangan kohdalta, taka- ja etujuuren hermosiikeet,
proksimaalinen lonkkahermo, proksimaalinen sddrihermo (polven kohdalta) ja sddrihermon puoleiset pohjeli-
haksen haarat. Selkdytimesti ja ddreishermostosta on tehtdva poikittais- ja pitkittdisleikkeet.

44, Neuropatologisessa arvioinnissa tarkastellaan, onko hermostolle aiheutuneista kehityshairioista viitteitd (6)(85)(86)
(87)(88)(89) solumuutoksien (esim. hermosolujen vakuolisaatio, rappeuma, kuolio) ja kudosmuutoksien (esim.
glioosi, leukosyyttien infiltraatio, kystien muodostuminen) lisiksi. Taltd osin on tirkedd, ettd kisittelyyn liittyvat
vaikutukset erotetaan normaalista kehityksestd, jonka tiedetddn tapahtuvan lopetusajankohtaa vastaavassa kehitys-
vaiheessa (90). Esimerkkeihin merkittdvistdi muutoksista, jotka viittaavat kehitysvaurioihin, sisiltyvit mutta eivit
pelkastain:

— hajukéddmien, aivojen tai pikkuaivojen kokonaiskoon tai muodon muutokset

— aivojen eri alueiden suhteellisen koon muutokset, mukaan lukien alueiden koon pienentyminen tai suurentu-
minen, joka aiheutuu normaalisti tilapaisten solupopulaatioiden menettimisesté tai pysyvyydestd taikka akso-
naalisesta kuljetuksesta (esim. pikkuaivojen ulompi jyvassolukerros, aivokurkiainen)

— muutokset solun jakaantumisessa, likkkumisessa ja erilaistumisessa, mitd osoittavat liiallinen apoptoosi tai
kuolio, klusterit tai hajallaan olevat populaatiot ektooppisia, disorientoituneita tai epimuodostuneita neuro-
neja, taikka muutokset aivokuoren rakenteiden eri kerrosten suhteellisessa koossa
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— hermosolujen myeliinin kehittymisen muutokset mukaan lukien yleinen koon pienentyminen tai myelinoitujen
rakenteiden muuttunut virjdys

— todisteet vesipddstd, erityisesti aivokammion laajentuminen, aivonesteviemirin ahtauma ja aivopuoliskojen
ohentuminen.

Neuropatologisten muutosten annosvasteiden suhteen analyysi

45.  Seuraavaa asteittaista menetelmai suositellaan kvalitatiivisia ja kvantitatiivisia neuropatologisia analyyseji varten.
Ensinndkin korkean annostason ryhmistd otettuja leikkeitd verrataan kontrolliryhmin leikkeisiin. Jos korkean
annostason eldinten ryhmissd ei havaita neuropatologisia muutoksia, mydhempad analyysii ei tarvita. Jos korkean
annoksen ryhmdssa havaitaan neuropatologisia muutoksia, keskisuuren ja pienen annoksen ryhmin eldimet tutki-
taan. Jos korkean annoksen ryhmi tulee pditekohtaan kuoleman tai muun hiiritsevin toksisuuden vuoksi,
korkean annoksen ja keskisuuren annoksen ryhmid olisi analysoitava neuropatologisista muutoksista. Jos
pienemman annoksen ryhmissd havaitaan neurotoksisuutta, niissd olisi tehtdvd neuropatologinen analyysi. Jos
kisittelyyn liittyvid neuropatologisia muutoksia havaitaan kvalitatiivisessa tai kvantitatiivisessa tutkimuksessa,
esiintyvyyden annosriippuvuus, vaurioiden tai morfometristen muutosten esiintyvyys ja vakavuus mddritelldin
kaikista annosryhmistd perdisin olevien eldinten arvioinnin perusteella. Kaikki alueet aivoissa, joissa havaitaan
todisteita neuropatologisista muutoksista, olisi sisillytettdva tihdn arviointiin. Jokaisen vauriotyypin osalta kunkin
vakavuusasteen madrittelyyn kéytetyt ominaispiirteet olisi madriteltiva, ja niissd olisi ilmoitettava yksityiskohdat,
joita kdytetddn kunkin luokan erottamiseen. Kunkin vauriotyypin osalta sen yleisyys ja vakavuusaste olisi kirjattava
ja olisi tehtdva tilastollinen analyysi annos-vastesuhteen luonteen arvioimiseksi. Koodattujen objektilasien kayttod
suositellaan (91).

TIEDOT JA RAPORTOINTI

Tiedot

46. Tiedot olisi ilmoitettava erikseen ja esitettivd taulukkomuodossa, josta ilmenevit kunkin testiryhmin osalta
muutostyypit, emojen ja poikasten mdaird sukupuolittain sekd poikueiden médrd kutakin muutosta kohti. Jos
poikasten syntymin jilkeinen suora altistaminen on suoritettu, olisi ilmoitettava altistusreitti, kesto ja altistusajan-
kohta.

Tulosten arviointi ja tulkinta

47.  Tutkimuksessa hermostonkehitykseen kohdistuvista myrkyllisyysvaikutuksista tarjotaan tietoja toistuvasta altistu-
misesta kemikaalille kohdussa ja vastasyntyneen kehitysvaiheessa. Koska tutkimuksessa painotetaan yleisten ja
hermostonkehitykseen vaikuttavien myrkyllisyysvaikutusten péitetapahtumia, tutkimustulosten perusteella voidaan
jossain mddrin erotella toisaalta ne hermoston kehitykseen kohdistuvat vaikutukset, joiden osalta emoilla ei ilmene
myrkyllisyysvaikutuksia, seké toisaalta ne vaikutukset, jotka ilmenevit ainoastaan tasoilla, jotka ovat myrkyllisid
myos emoille. Tutkimussuunnitelman, tilastoanalyysin ja tietojen biologisen merkitsevyyden vilisten monimut-
kaisten yhteyksien vuoksi asiantuntijan on tulkittava asianmukaisesti tietoja hermostonkehitykseen kohdistuvista
myrkyllisyysvaikutuksista (107)(109). Testitulosten tulkintaan olisi kdytettdvd painoarvoanalyysid (20)(92)(93)(94).
Kaytostd koskevia tai morfologisia 16ydoksid, jos niitd on, sekd annosvasteita koskevaa niyttod olisi kisiteltava.
Tahan olisi sisallyttavd tiedot kaikista tutkimuksista, jotka koskevat hermostonkehitykseen vaikuttavia myrkylli-
syysvaikutuksia, mukaan lukien ihmisen epidemiologiset tutkimukset tai tapausselostukset ja eldimilld tehdyt
kokeet (esim. toksikokineettiset tiedot, rakenne-aktiivisuustiedot, tiedot muista toksisuustutkimuksista). Tdhan
sisiltyy testikemikaalin annosten vélinen suhde ja kaikkien neurotoksisten vaikutusten olemassaolo tai puuttu-
minen, esiintyvyys ja laajuus kummankin sukupuolen osalta (20)(95).

48.  Tietojen arviointiin pitdisi sisdltyd pohdinta biologisesta ja tilastollisesta merkittavyydestd. Tilastoanalyysid olisi
pidettavi vilineend, joka ohjaa tietojen tulkintaa sen sijaan, ettd se mddrittdd sitd. Tilastollisen merkittdvyyden
puute ei saisi olla ainoa peruste paatelmalle siitd, ettd altistusvaikutus puuttuu, ja tilastollinen merkittavyys ei saisi
olla ainoa peruste tehdd pddtelmd altistusvaikutuksesta. Jotta mahdollisia vdarid negatiivisia havaintoja ei esitettdisi
ja negatiivisilla kontrolleilla saatujen tulosten todistamiseen liittyvdt hankaluudet valtettdisiin, olisi kasiteltava
kiytettdvissd olevia positiivisia ja aikaisempia kontrollitutkimuksien tietoja erityisesti, jos mitddn altistukseen liit-
tyvid vaikutuksia ei esiinny (102)(106). Vairien positiivisten 1oydoksien mahdollisuutta olisi pohdittava tietojen
kaikkien tilastollisten arvioiden pohjalta (96). Arviointiin pitdisi sisiltyd havaittujen neuropatologisten ja kayttayty-
miseen liittyvien muutosten vilinen mahdollinen suhde.
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49.

50.

Kaikkia tuloksia olisi analysoitava kdyttimilld koesuunnittelun kannalta asianmukaisimpia tilastollisia malleja
(108). Parametrisen tai ei-parametrisen analyysin valintaa olisi perusteltava ottaen huomioon esimerkiksi tietojen
laatu (onko niitd muunneltu) ja niiden jakelu sekd valitun tilastoanalyysin suhteellinen luotettavuus. Tutkimuksen
tarkoituksen ja suunnittelun pitéisi ohjata tilastoanalyysien valintaa tyypin I (vddrd positiivinen) ja tyypin II (vddrd
negatiivinen) virheiden vahimmdistimiseksi (96)(97)(104)(105). Hermostonkehitystd koskevissa tutkimuksissa,
joissa kdytetddn useita poikasia kerrallaan synnyttdvid lajeja, joiden poikueesta testataan useita poikasia, poikue
olisi sisillytettdvi tilastolliseen malliin. Tarkoitus on valttdd lisddmaistd tyypin I virheiden maarad (98)(99)(100)
(101). Tilastollisen mittayksikon pitidisi olla poikue, ei poikanen. Kokeet olisi suunniteltava siten, ettd samaan
poikueeseen kuuluvia poikasia ei késitelld erillisten havaintojen tavoin. Kaikkia paitetapahtumia, joita mitataan
toistuvasti samalla kohteella, olisi analysoitava kiyttimilld tilastollisia malleja, joissa otetaan huomioon, ettd

kyseiset toimenpiteet eivit ole toisistaan riippuvaisia.
Tutkimusseloste

Tutkimusselosteessa on annettava seuraavat tiedot:

Testikemikaali:

— fysikaalinen olomuoto ja tarvittaessa fysikokemialliset ominaisuudet
— tunnistetiedot, mukaan lukien lihde

— valmisteen puhtaus ja tunnetut ja/tai oletetut epapuhtaudet.

Kantaja-aine (tarvittaessa):

— perusteet kantaja-aineen valinnalle, jos se on muu kuin vesi tai fysiologinen keittosuolaliuos.

Koe-elginlajit:

— kdytetty eldinlaji ja kanta sekd perustelu, jos se on muu kuin rotta
— koe-eldinten toimittaja

— eldinten lukumaiard, iké testin alussa ja sukupuoli

— toimittaja, hakit, ravinto, vesi ja niin edelleen

— kunkin eldimen paino testin alussa.

Testiolosuhteet:

— annostasojen valintaperusteet

— annostelureittid ja ajankohtaa koskevat valintaperusteet

— selvitys annetuista annoksista, mukaan lukien selonteko kantaja-aineesta sekd annostellun aineen mairisti ja

fysikaalisesta olomuodosta

— vyksityiskohtaiset tiedot testikemikaalin koostumuksesta/ravintovalmisteesta, saavutetusta pitoisuudesta, stabii-

liudesta ja tasalaatuisuudesta

— emojen ja poikasten yksilolliseen tunnistamiseen kaytetty menetelma

— yksityiskohtainen kuvaus satunnaisottoa koskevasta menettelystd (menettelyisti), jota sovelletaan, kun emoja

valitaan koeryhmiin, poikasia karsitaan ja ne jaetaan testiryhmiin

— yksityiskohtaiset tiedot testikemikaalin antotavasta

— ravintoon/juomaveteen sekoitetun hengitysteiden altistukseen liittyvén testin testikemikaalin pitoisuuden (ppm)

muuntaminen todelliseksi annokseksi (mg/painokilo/vrk) tarvittaessa
— ympiristoolosuhteet
— yksityiskohtaiset tiedot ravinnon ja veden (esim. hanavesi, tislattu vesi) laadusta

— testin alku- ja pddttymispdiva.
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Havainnointi ja testausmenetelmat:

— vksityiskohtainen kuvaus menettelyistd, joita kdytetddn standardoimaan havainnot ja menettelyt sekd operatii-
viset madritelmit pisteytykseen liittyville havainnoille

— luettelo kaikista kaytetyistd testimenettelyistd ja perustelut niiden kaytolle

— yksityiskohtaiset tiedot sovelletuista kdyttdytymiseen/toimintaan liittyvistd, patologisista, neurokemiallisista ja
sihkofysiologisista menettelyistd mukaan lukien yksityiskohtaiset tiedot automaattilaitteista

— laitteiden kalibrointia ja niiden vastaavuuden varmistamista koskevat menetelmit sekd koeryhmien tasapainot-
taminen testausmenettelyissd

— lyhyt perustelu, jossa selvitetddn paitoksid, joihin liittyy asiantuntija-arvio.

Tulokset (yksittdiset ja yhteenveto, mukaan lukien tarvittaessa keskiarvo ja varianssi):

— eldinten lukumaiird tutkimuksen alussa ja tutkimuksen lopussa

— kutakin testimenetelmaa varten kdytettyjen eldinten ja poikueiden méard
— kunkin eldimen tunnistenumero ja poikue, josta se on perdisin

— poikueen koko ja keskimairdinen syntymdapaino sukupuolittain eroteltuna

— ruumiinpainoa ja sen muutoksia koskevat tiedot, mukaan lukien emon ja poikasten ruumiinpaino lopetet-
taessa

— ravinnon ja tarvittaessa veden kulutus (esim. jos testikemikaalia annostellaan veden kautta)

— toksiset vastetiedot sukupuolen ja annostason perusteella, mukaan lukien toksisuusoireet tai kuolleisuus, ja
tarvittaessa kuolinaika ja -syy

— yksityiskohtaisten kliinisten havaintojen luonne, vaikeusaste, kesto, oireiden alku, ajankohta ja myohempi
kehitys

— kunkin kehitystd koskevan péitetapahtuman tilanne (paino, sukukypsyys ja kdytoksen kehitys) kunakin havain-
nointiaikana

— yksityiskohtainen kuvaus kaikista hermostoperiisiin kdyttdytymisoireisiin liittyvistd, toiminnallisista, neuropa-
tologisista, neurokemiallista tai sihkofysiologisista 16ydoksistd sukupuolen perusteella, mukaan lukien niiden
lisddntyminen ja vihentyminen kontrollitietojen perusteella

— ruumiinavausloydokset

— aivojen paino

— havainnot hermostollisista oireista tai vaurioista mukaan lukien luonnollisesti esiintyvit sairaudet tai tilat

— kuvat esimerkkiloydoksistd

— morfometriassa kdytettyjen leikkeiden homologian arviointiin kéytetyt vdhin tehoa kuluttavat kuvat

— tiedot absorboitumisesta ja metaboloitumisesta, mukaan lukien tdydentdvit tiedot erillisestd toksikokineetti-
sestd tutkimuksesta, mikali saatavissa

— tulosten tilastollinen kisittely, mukaan lukien tietojen analysointiin kéytetyt tilastolliset mallit ja tulokset riip-
pumatta siitd, olivatko ne merkittavat

— luettelo tutkimushenkildstostd, mukaan lukien ammatillinen koulutus.

Tulosten tarkastelu:

— annos-vaste-tulokset sukupuolen ja ryhmin mukaan

— kaikkien muiden myrkyllisyysvaikutusten suhde testikemikaalin mahdollisesta neurotoksisuudesta tehtyihin
johtopddtoksiin sukupuolen ja ryhmin perusteella
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— toksikokineettisten tietojen vaikutus paatelmiin

— vaikutukset, jotka ovat samankaltaisia tunnettujen neurotoksisten aineiden kanssa

— testimenettelyn luotettavuutta ja herkkyyttd tukevat tiedot (kuten positiiviset ja aikaisemmat kontrollitiedot)
— mahdolliset suhteet neuropatologisten ja toiminnallisten vaikutusten valilld

— haitaton tai vertailukohtana oleva annos emoille ja poikasille sukupuolen ja ryhmén perusteella.

Pidtelmdt:

— pohdinta tietojen yleisestd tulkinnasta tulosten perusteella, mukaan lukien johtopditos siitd, aiheuttiko testike-
mikaali hermostonkehitykseen vaikuttavia myrkyllisyysvaikutuksia, ja haitattomasta vaikutustasosta.
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Kuva 1

Toimintaan/kiyttiytymisoireisiin liittyvid testejd, neuropatologista arviointia ja aivojen painoa koskeva yleinen
testausjdrjestelmi. Timi kaavio perustuu 13-15 kohdan kuvaukseen (SJP = syntymin jilkeinen piivi). Eldinten
valintaa koskevia esimerkkeji annetaan liitteessi 1

Noin 20 poikuetta/ryhmi

Poikue: Noin 80/sukupuoli/ryhmi:

Valitaan SJP 4 tai sitd ennen vieroitusta edeltdviin ja sen jalkeisiin
tutkimuksiin:

Kliiniset havainnot ja ruumiinpaino (kaikki eldimet)
Yksityiskohtaiset kliiniset havainnot (20/sukupuoli/ryhma)
Kiytoksen kehitys (20/sukupuoli/ryhma)
Motorinen aktiviteetti (20/sukupuoli/ryhma)
Sukukypsyys (20/sukupuolifryhma)

Motorinen ja aistien toiminta (20/sukupuoli/ryhma)
Oppiminen ja muisti (10-20/sukupuoli/ryhma)

A 4

Neuropatologia:
SJP11-22

10/sukupuoli/ryhmi:
Upottamis- tai
perfuusiotekniikka, aivojen
fiksointi neuropatologista
tutkimusta varten. Aivojen
paino (fiksoitu).

Vaihtoehto: taydentivit testit

10/sukupuoli/ryhmi:
Aivojen paino (ilman
fiksointia).

Neuropatologia:
SJP 70 (tutkimuksen

pddttiminen)
10/sukupuoli/ryhmii:

Aivojen fiksointi
perfuusiotekniikalla
neuropatologista tutkimusta
varten.

10/sukupuoli/ryhmii:
Aivojen paino (ilman
fiksointia).

Neuropatologiaa ei tarvita.

40-50/sukupuoli/ryhmi:

Vaihtoehto: tdydentavit testit
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Lisdys 1

Esimerkkeji eldinten mahdollisista jakamistavoista kuvataan ja esitetddn taulukossa jiljempana. Niilld esimerkeilld
kuvataan sitd, ettd koe-eldinten valinta eri testimalleihin voidaan toteuttaa eri tavoin.

Esimerkki 1

Yhtd ryhmdd — 20 poikasta/sukupuoli/annostaso (eli 1 uros ja 1 naaras poikuetta kohti) — kaytetddn kdytoksen
kehitystd koskevaan vieroitusta edeltdvadn testiin. Ndistd eldimistd 10 poikasta/sukupuoli/annostaso (eli 1 uros ja
1 naaras poikuetta kohti) lopetetaan inhimillisesti syntymin jilkeisend paivind 22. Aivot poistetaan, punnitaan ja
kisitellddn histopatologisessa tutkimuksessa. Lisdksi aivojen painoja koskevat tiedot kerdtddn kdyttamalld jdljelle
jadneiden 10 uroksen ja 10 naaraan irrotettuja aivoja annostasoa kohti.

Toista ryhmédd — 20 eldintd/sukupuolifannostaso (eli 1 uros ja 1 naaras poikuetta kohti) — kiytetddn toimintaa/
kayttaytymistd koskevaan vieroituksen jilkeiseen testiin (yksityiskohtaisten kliinisten havaintojen, motorisen aktivi-
teetin, akustisen sdpsihdysvasteen ja kognitiivisen toiminnan testaaminen kasvuikdisten eldinten osalta) ja suku-
kypsyysidn arviointiin. Niistd 10 eldintd/sukupuolifannostaso (eli 1 uros ja 1 naaras poikuetta kohti) nukutetaan
ja fiksoidaan perfuusiotekniikalla tutkimuksen pddtosvaiheessa (arviolta syntymin jilkeinen paivd 70). Uuden
fiksaation in situ jalkeen aivot poistetaan ja kisitellddn neuropatologisessa tutkimuksessa.

Nuorten tdysikasvuisten eldinten (esim. syntymin jilkeinen pdivd 60-70) kognitiivisen toiminnan testaukseen
kiytetddn kolmatta ryhma, jossa on 20 poikasta/sukupuolifannostaso (eli 1 uros ja 1 naaras poikuetta kohti).
Naistd 10 eldintd/sukupuolifannostaso (eli 1 uros ja 1 naaras poikuetta kohti) lopetetaan tutkimuksen pddttyessi
ja aivot poistetaan ja punnitaan.

Jaljelle jadneet 20 eldintd/sukupuolifryhmé varataan mahdollisia tdydentdvid kokeita varten.

Taulukko 1
Poikasten maard (*) | Kokeisiin valiggj;n poikasten Tutkimus/Testi
maara
uros naaras
1 5 20 urosta + 20 naarasta | Kaytoksen kehitys
10 urosta + 10 naarasta | SJP 22 aivojen paino/neuropatologia/morfometria
10 urosta + 10 naarasta | SJP 22 aivojen paino
2 6 20 urosta + 20 naarasta | Yksityiskohtaiset kliiniset havainnot
20 urosta + 20 naarasta | Motorinen aktiviteetti
20 urosta + 20 naarasta | Sukukypsyys
20 urosta + 20 naarasta | Motorinen ja aistien toiminta
20 urosta + 20 naarasta | Oppiminen ja muisti (SJP 25)
10 urosta + 10 naarasta | Nuoren tdysikasvuisen yksilon aivojen paino/neuropatologia/
morfometria ~ SJP 70
3 7 20 urosta + 20 naarasta | Oppiminen ja muisti (nuoret tdysikasvuiset eldimet)
10 urosta + 10 naarasta | Nuorten tdysikasvuisten eldinten aivojen paino ~ SJP 70
4 8 — Varalla olevat eldimet poikasten korvaamista tai taydentdvia
kokeita varten

(%) Tassd esimerkissd poikueet karsitaan 4 urokseen + 4 naaraaseen; urospuoliset poikaset numeroidaan yhdesti neljdin ja naar-
aspuoliset poikaset viidestd kahdeksaan.
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Esimerkki 2

6.  Yhtd ryhmidd — 20 poikasta/sukupuoli/annostasoa (eli 1 uros ja 1 naaras poikuetta kohti) — kaytetddn kiytoksen
kehitystd koskevaan vieroitusta edeltdvddn testiin. Néistd eldimistd 10 pentua/sukupuolifannostaso (eli 1 uros tai
yksi naaras poikuetta kohti) lopetetaan inhimillisesti syntymin jilkeisend pdivind 11. Aivot poistetaan, punnitaan
ja kasitellddn histopatologisessa tutkimuksessa.

7. Toista ryhmadd — 20 eldintd/sukupuolifannostaso (eli 1 uros ja 1 naaras poikuetta kohti) — kaytetddn vieroituksen
jalkeisiin testeihin (yksityiskohtaisten kliinisten havaintojen, motorisen aktiviteetin ja sukukypsyysidn sekd motor-
isen ja aistien toiminnan arviointi). Néistd 10 eldintd/sukupuolifannostaso (eli 1 uros tai yksi naaras poikuetta
kohti) nukutetaan ja fiksoidaan perfuusiotekniikalla tutkimuksen pditosvaiheessa (arviolta syntymin jilkeinen
pdivd 70). Uuden fiksaation in situ jilkeen aivot poistetaan, punnitaan ja késitellidn neuropatologisessa tutkimuk-
sessa.

8. Kasvuikiisten ja nuorten tdysikasvuisten kognitiivisen toiminnan testaukseen kaytetddn 10 poikasta/sukupuolif
annostaso (eli 1 uros tai 1 naaras poikuetta kohti). Eri eldimid kaytetddn, kun kognitiivista toimintaa testataan
syntymisen jalkeisend pdivind 23 ja nuorilla tdysikasvuisilla eldimilld. Taysikasvuisena testatut 10 eldintd/suku-
puoli/annostaso lopetetaan tutkimuksen paitosvaiheessa, niiden aivot poistetaan ja punnitaan.

9.  Jiljelle jadneet 20 eldintd/sukupuoli/ryhmd, joita ei valittu kokeisiin, lopetetaan ja poistetaan vieroituksen yhtey-
dessd.
Taulukko 2
Poik s e .
oikasten mddrd () | Kokeisiin valittujen poikasten Tutkimus/Testi
maara
uros naaras
1 5 20 urosta + 20 naarasta | Kdytoksen kehitys
10 urosta + 10 naarasta | SJP 11 aivojen paino/neuropatologia/morfometria
2 6 20 urosta + 20 naarasta | Yksityiskohtaiset kliiniset havainnot
20 urosta + 20 naarasta | Motorinen aktiviteetti
20 urosta + 20 naarasta | Sukukypsyys
20 urosta + 20 naarasta | Motorinen ja aistien toiminta
10 urosta + 10 naarasta | Nuoren tdysikasvuisen yksilon aivojen paino/neuropatologia/
morfometria ~ SJP 70
3 7 10 urosta + 10 naarasta () | Oppiminen ja muisti (SJP 23)
3 7 10 urosta + 10 naarasta (*) | Oppiminen ja muisti (nuoret tiysikasvuiset eldimet)
Nuorten tdysikasvuisten eldinten aivojen paino
4 8 — Eldimet, jotka lopetetaan ja poistetaan syntymin jilkeisend
pdivand 21.

(%) Tassd esimerkissd poikueet karsitaan 4 urokseen + 4 naaraaseen; urospuoliset poikaset numeroidaan yhdestd neljddn ja naar-
aspuoliset poikaset viidestd kahdeksaan.

(v) Eri poikasia kdytetddn kognitiiviseen testiin syntymdin jilkeisend pdivdnd 23 ja nuorten tdysikasvuisten keskuudessa (esim.
parilliset/parittomat poikueet yhteensi 20:sta).

Esimerkki 3

10.  Yhtd ryhmdd — 20 poikasta/sukupuoli/annostaso (eli 1 uros ja 1 naaras poikuetta kohti) — kéytetddn aivojen
painon arviointiin ja neuropatologiseen arviointiin syntymdn jilkeisend pdivind 11. Naistd eldimistd 10 poikasta/
sukupuolifannostaso (eli 1 uros tai 1 naaras poikuetta kohti) lopetetaan inhimilliselld tavalla syntyman jalkeisena
pdivand 11 ja niiden aivot poistetaan, punnitaan ja kisitellddn histopatologisessa tutkimuksessa. Lisdksi aivojen
painoja koskevat tiedot kerdtddn kayttamalld jiljelle jadneiden 10 uroksen ja 10 naaraan irrotettuja aivoja annos-
tasoa kohden.
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11.  Toista ryhmdd — 20 eldintd/sukupuolifannostaso (eli 1 uros ja 1 naaras poikuetta kohti) — kaytetdin kdytoksen
kehitystd (motorista aktiviteettia) koskeviin vieroituksen jélkeisiin kokeisiin (motorinen aktiviteetti ja sukukypsyy-
sidn arviointi) sekd kasvuikdisten eldinten kognitiivisen toiminnan testaukseen.

12.  Lisiksi toista ryhmdd — 20 pentua/sukupuolifannostasoa (eli 1 uros ja 1 naaras poikuetta kohti) — kéytetddn
motorista ja aistien toimintaa koskeviin kokeisiin (akustinen sdpsdhdysvaste) sekd yksityiskohtaisia kliinisid havain-
toja varten. Naistd 10 eldintd/sukupuolifannostaso (eli 1 uros tai yksi naaras poikuetta kohti) nukutetaan ja fiksoi-
daan perfuusiotekniikalla tutkimuksen pddtosvaiheessa (arviolta syntymin jilkeinen paivé 70). Uuden fiksaation in
situ jilkeen aivot poistetaan, punnitaan ja késitellddn neuropatologisessa tutkimuksessa.

13.  Kasvuikiisten ja nuorten tdysikasvuisten kognitiivisen toiminnan testaukseen kiytetidn 20 poikasta/sukupuoli/
annostaso (eli 1 uros ja 1 naaras poikuetta kohti). Naistd 10 eldintd/sukupuoli/annostaso (eli 1 uros tai yksi naaras
poikuetta kohti) lopetetaan tutkimuksen pdittyessd ja niiden aivot poistetaan ja punnitaan.

Taulukko 3
Poikasten miri (¢ e .
oikasten maird (%) Kokeisiin vahtfg@n poikasten Tutkimus/Testi
maara
uros naaras
1 5 10 urosta + 10 naarasta | SJP 11 aivojen paino/neuropatologia/morfometria
10 urosta + 10 naarasta | SJP 11 aivojen paino
2 6 20 urosta + 20 naarasta | Kdytoksen kehitys (motorinen aktiviteetti)
20 urosta + 20 naarasta | Motorinen aktiviteetti
20 urosta + 20 naarasta | Sukukypsyys
20 urosta + 20 naarasta | Oppiminen ja muisti (SJP 27)
3 7 20 urosta + 20 naarasta | Akustinen sdpsahdysvaste (kasvuikiiset ja nuoret tdysikasvuiset
eldimet)
20 urosta + 20 naarasta | Yksityiskohtaiset kliiniset havainnot
10 urosta + 10 naarasta | Nuorten tdysikasvuisten eldinten aivojen paino/neuropatologia
morfometria ~ SJP 70
4 8 20 urosta + 20 naarasta | Oppiminen ja muisti (nuoret tdysikasvuiset eldimet)
10 urosta + 10 naarasta | Nuorten tdysikasvuisten eldinten aivojen paino

(%) T4ssd esimerkissd poikueet karsitaan 4 urokseen + 4 naaraaseen; urospuoliset poikaset numeroidaan yhdesti neljdén ja naar-

aspuoliset poikaset viidestd kahdeksaan.




21.8.2014 Euroopan unionin virallinen lehti L 247(25

Lisdys 2

Miiritelmiit

Kemikaali: aine tai seos

Testattava kemikaali: miki tahansa aine tai seos, jota testataan kiyttamalld tdtd testimenetelmid
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B.54. KOHTUUN AIHEUTUVIEN VAIKUTUKSIEN BIOTESTI JYRSIJOILLA: LYHYTAIKAINEN SEULONTATESTI ESTRO-
GEENISISTA OMINAISUUKSISTA

JOHDANTO

1.  Tdmi testimenetelmid vastaa OECD:n testiohjetta 440 (2007). OECD aloitti vuonna 1998 korkean prioriteetin
toimenpiteet, jotta voimassa olevia ohjeita tarkistetaan ja kehitetddn uusia, joilla mahdollisia hormonaalisia haitta-
aiheita seulotaan ja testataan (1). Yksi toimenpide oli kehittdd testiohje jyrsijoiden kohtuun aiheutuvia vaikutuksia
koskevalle biotestille. Jyrsijoiden kohtuun aiheutuvia vaikutuksia koskevan biotestin osalta toteutettiin kattava vali-
dointiohjelma, johon sisiltyi yksityiskohtaisten tausta-asiakirjojen kerddminen (2)(3) ja sellaisten laajojen laborator-
ioiden sisdisten ja niiden vilisten tutkimusten teettiminen, joilla osoitettiin biotestin merkitys ja toistettavuus, kun
kyseessd on tehokas referenssiestrogeeni, heikot estrogeenireseptorin agonistit, voimakas estrogeenireseptorin
antagonisti ja negatiivinen vertailukemikaali (4)(5)(6)(7)(8)(9). Tama testimenetelmi B.54 on tulos validointiohjel-
massa saadusta kokemuksesta ja tuloksista, joita sen perusteella saatiin agonisteista, joilla on estrogeenisia ominai-
suuksia.

2. Kohtuun aiheutuvia vaikutuksia koskeva biotesti on lyhytaikainen seulontatesti, joka kehitettiin 1930-luvulla
(27)(28) ja jonka asiantuntijaryhmd standardoi ensimmadisen kerran seulontaa varten vuonna 1962 (32)(35). Se pe-
rustuu kohdun painon lisddntymiseen tai uterotrofiseen reaktioon (ks. yksityiskohtia varten (29)). Testissd arvioi-
daan kemikaalin kykyd kdynnistdd biologista toimintaa, joka on yhdenmukainen luonnollisten estrogeenien (esim.
178-estradioli) ominaisuuksia omaavien agonistien tai antagonistien kanssa. Sitd kdytetadn kuitenkin antagonistin
havaitsemiseen paljon harvemmin kuin agonistin havaitsemiseen. Kohtu reagoi estrogeeneihin kahdella tavalla.
Ensimmdinen vaste on painonnousu veden imeytymisen vuoksi. Tétd vastetta seuraa kudosten kasvusta aiheutuva
painonnousu (30). Kohdun vasteet rotilla ja hiirilld ovat laadullisesti vertailukelpoiset.

3. Tamd biotesti on in vivo -seulontatesti ja sen soveltamista olisi tarkasteltava osana hormonaalisten haitta-aineiden
testausta ja arviointia koskevaa OECD:n kisitekehystd (OECD Conceptual Framework for the Testing and Assess-
ment of Endocrine Disrupting Chemicals) (liite 2). Tassé kasitekehyksessd kohtuun aiheutuvia vaikutuksia mittaava
biotesti sisiltyy tasolle 3 in vivo -testing, jolla tarjotaan tietoja yhdestd endokriinisesta mekanismista, estrogeeni-
sesta toiminnasta.

4. Kohtuun aiheutuvia vaikutuksia koskevaan biotestiin on tarkoitus sisdllyttdd in vitro- ja in vivo -testiryhmd, joilla
tunnistetaan sisderitysjirjestelmddn mahdollisesti vaikutuksia aiheuttavat kemikaalit. Viime kddessd tehdiin
ihmisten terveyttd tai ympirist6d koskevat riskinarvioinnit. OECD:n validointiohjelmassa kaytetddn vahvoja ja
heikkoja estrogeenivaikutuksia omaavia agonisteja arvioimaan estrogeenisten kemikaalien tunnistamista koskevan
testin tehokkuutta (4)(5)(6)(7)(8). Niin ollen testimenettelyn herkkyys estrogeenivaikutuksia omaaville agonisteille
osoitettiin asianmukaisesti samoin kuin laboratorion sisdinen ja niiden vilinen toistettavuus.

5. Negatiivisten kemikaalien osalta ainoastaan yksi 'negatiivinen’ vertailukemikaali — joka jo todettiin negatiiviseksi
kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevassa testissd sekd in vitro reseptorin sitoutumista koskevassa testissd ja
reseptoritestissi — sisillytettiin validointiohjelmaan. Lisiksi on arvioitu muita testituloksia, jotka eivit liity
OECD:n validointiohjelmaan, ja niilld tuetaan kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevan biotestin spesifiyttd estro-
geenivaikutuksia omaavien agonistien seulonnan suhteen (16).

ALUSTAVAT NAKOKOHDAT JA RAJOITUKSET

6.  Estrogeenivaikutuksia omaavat agonistit ja antagonistit toimivat ligandeina estrogeenireseptoreille a ja b, ja ne
voivat aktivoida tai estdd reseptoreiden ohjaaman geenitranskription. Timé voi mahdollisesti aiheuttaa terveydelle
vaaroja, kuten lisddntymis- ja kehitysvaikutuksia. Téstd syystd on arvioitava ja analysoitava nopeasti, voiko kemi-
kaali toimia mahdollisesti estrogeenivaikutuksia omaavana agonistina tai antagonistina. Ligandin sitoutuminen
estrogeenireseptoriin tai reportterigeenien transkription aktivointi in vitro tarjoaa tietoja, mutta kyseessi on
ainoastaan yksi monista tekijoistd, jotka voivat osoittaa mahdollisen vaaran. Muihin voivat sisiltyd metaboloinnin
aktivointi ja deaktivointi kehoon siirtymisen yhteydessd, kohdekudoksiin jakautuminen ja poistuminen kehosta
riippuen ainakin osittain altistusreitistd ja testattavasta kemikaalista. Tamin vuoksi on seulottava kemikaalin
mahdollinen vaikutus in vivo tiettyjen olosuhteiden perusteella, ellei kemikaalin absorptiota, jakautumista, aineen-
vaihduntaa ja erittymistd koskevilla ominaisuuksilla jo tarjoa asianmukaista tietoa. Kohdun kudokset reagoivat
estrogeenistimulaatioon nopealla ja voimakkaalla kasvulla erityisesti niiden laboratoriojyrsijoiden osalta, joiden
kiimakierto kestdd noin neljd pdivad. Jyrsijilajeja, erityisesti rottia, kdytetddn my0s laajasti myrkyllisyystutkimuk-
sissa vaaratekijoiden kuvaamista varten. Tdstd syystd jyrsijan kohtu on tarkoituksenmukainen kohde-elin estrogee-
nivaikutuksia omaavien agonistien ja antagonistien in vivo -seulontaa varten.

7. Tidmi testimenetelmd perustuu sellaisin OECD:n validointitutkimuksessa kaytettyihin menettelyihin, joiden on
osoitettu olevan luotettavia ja toistettavia laboratorioiden sisdisissd ja niiden vilisissd tutkimuksissa (5)(7). Talld
hetkelld on kdytossd kaksi menettelya: tdysikasvuista naarasta, jolta on poistettu munasarjat (ovarektomia), koskeva
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menetelmd, jiljempdnd "ovx-tdysikasvuista koskeva menetelmd’, ja keskenkasvuista naarasta, jolta ei ole poistettu
munasarjoja, koskeva menetelmd, jiljempdna ‘keskenkasvuista eldintd koskeva menetelma’. OECD:n testin validoin-
tiohjelmassa osoitettiin, ettdi molemman menetelmidn herkkyys ja toistettavuus vastasivat toisiaan. Kuitenkin
keskenkasvuista eldinté, koska silli on koskematon HPG-akseli (eli hypotalamusta, aivolisikettd ja sukupuolirau-
hasia koskeva akseli), koskeva menetelmid on vihemman spesifinen. Se kattaa kuitenkin laajemman tutkimusalan
kuin ovx-eldintd koskevassa tapauksessa, koska se voi reagoida HPG-akseliin vaikuttavien kemikaalien, eikd vain
estrogeenireseptorin kanssa. Rotan HPG-akseli on toimintakykyinen noin 15 pdivin idssd. Sitd ennen puberteettia
ei voida nopeuttaa GnRH:n (gonadoliberiini) kaltaisilla kisittelyilli. Kun naaras tulee puberteetti-ikdiseksi ennen
emittimen avautumista, silld on useita kuukautiskiertoja, jotka eivit johda emdttimen avautumiseen tai ovulaa-
tioon, mutta jonkinlaisia hormonaalisia vaihteluita esiintyy. Jos kemikaali stimuloi HPG-akselia suoraan tai epasuo-
rasti, tdstd aiheutuu ennenaikainen puberteetti, varhainen ovulaatio ja nopeutunut emdttimen avautuminen. Tatd
eivit aiheuta pelkistadn HPG-akselilla toimivat kemikaalit. Tietyt ruokavaliot, joilla on muita korkeampi muunto-
kelpoinen energiataso, edistivit kasvua ja nopeuttavat emdttimen avautumista ilman, ettd niilld on estrogeenivai-
kutuksia. Téllaisilla kemikaaleilla ei aiheutettaisi uterotrofista reaktiota ovx-tdysikasvuisissa eldimissd, silld niiden
HPG-akseli ei toimi.

8. Eldinten hyvinvointiin liittyvistd syistd etusija olisi annettava menetelmille, jossa kdytetddn keskenkasvuisia rottia,
jossa viltetddn eldinten kirurgista esikdsittelya ja jossa véltetddn myds kdyttdmastd eldimid, joissa havaitaan ndyttoa
kiimakiertoon siirtymisesti (ks. 30 kohta).

9.  Uterotrofinen vaste ei aiheudu pelkdstddn estrogeeneisti, eli kemikaalit, jotka ovat muita kuin estrogeenivaiku-
tuksia omaavia agonisteja tai antagonisteja, voivat myos aiheuttaa vasteen. Esimerkiksi suhteellisen suuret annokset
progesteronia, testosteronia, tai useita synteettisid progetiinejd voivat kaikki aiheuttaa vasteen (30). Kaikkia reak-
tioita voidaan myos analysoida histologisesti emdttimen keratinisaation ja sarveistuman osalta (30). Vasteen
mahdollisesta alkuperidstd riippumatta kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevan biotestin positiivisen tuloksen
vuoksi olisi normaalisti suoritettava lisdselvityksid. Estrogeenivaikutusta koskeva tdydentdvd ndyttd voidaan saada
in vitro -testeistd, kuten estrogeenireseptorin sitoutumistesteistd ja transkription aktivointia koskevista testeistd tai
muista in vivo -testeistd, kuten naaraan puberteettia koskevasta testista.

10. Kun otetaan huomioon, ettd kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevaa biotestid voidaan kayttdd in vivo
-seulontatestind, sovellettua validointimenetelmai voidaan hyodyntda eldinten hyvinvointiin liittyvid nikokohtia ja
vaiheittaista testaamista koskevaa strategiaa varten. Tdmin vuoksi pyrittiin validoimaan tarkasti estrogeenivaiku-
tuksen osalta toistettavuus ja herkkyys — moniin kemikaaleihin liittyvd péddasiallinen huolenaihe —, mutta toimia
toteutettiin vain vahdn testin antiestrogeenivaikutusta koskevan komponentin osalta. Ainoastaan yhtd erittdin aktii-
vista antiestrogeenia testattiin, koska kemikaalien, joilla on selkedsti antiestrogeeninen profiili (joita ei héiritse
vihdinen estrogeenin aktiivisuus), maird on hyvin rajallinen. Néin ollen tdmi testimenetelmd omistettiin estro-
geenia koskevalle menettelylle, ja menettely, jossa kuvataan testin antagonista muotoa, sisillytettiin ohjeasiakirjaan
(37). Pelkidstddn antiestrogeenisia kemikaaleja koskevan testin toistettavuus ja herkkyys madritellddn selkeimmin
myohemmin sen jilkeen, kun timi testimenettely on ollut rutiinikdytdssd jonkin aikaa ja tilld toimintatavalla on
tunnistettu enemman kemikaaleja.

11.  On pantava merkille, ettd kaikkien eldimiin perustuvien menettelyiden on téytettivd paikalliset eldinten hoitoa
koskevat vaatimukset; jdljempana esitetyt kuvaukset hoidosta ja kisittelystd ovat toimintaa koskevia vihimmais-
vaatimuksia, ja ne korvataan paikallisilla sddnnoksilld, kuten tieteellisiin tarkoituksiin kéytettivien eldinten suoje-
lusta 22 pdivind syyskuuta 2010 annetulla Euroopan parlamentin ja neuvoston direktiivilli 2010/63/EU (38).
OECD antaa lisdohjeita eldinten inhimillisestd kohtelusta (25).

12, Kuten kaikissa testeissd, joissa kdytetddn eldvid eldimid, ennen testin aloittamista on tirkedd varmistaa, ettd tiedot
ovat todella tarpeen. Esimerkkind mainitaan kaksi edellytysti, jolloin tietoja voidaan tarvita:

— korkea altistuspotentiaali (kdsitekehyksen taso 1, liite 2) tai osoitukset estrogeenivaikutuksesta (taso 2), jolloin
tutkitaan, voivatko tillaiset vaikutukset esiintyd in vivo

— estrogeenivaikutuksia osoittavat vaikutukset tason 4 tai 5 in vivo -testeissd sen perustelemiseksi, ettd vaiku-
tukset liittyivit estrogeenin mekanismiin, jota ei voida selvittdd in vitro -testid kdyttamalla.

13.  Tissi testimenetelmdssi kdytetyt madritelmat esitetddn liitteessd 1.
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TESTIN PERIAATE

14.  Kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevan biotestin herkkyys perustuu eldinkoejirjestelmain, jossa hypotala-
musta, aivolisikettd ja munasarjoja koskeva akseli ei toimi, mikd johtaa estrogeenin alhaiseen endogeeniseen
tasoon. Talld varmistetaan ldhtotilanteen alhainen kohdun paino ja maksimimidrd annettavista estrogeeneista
aiheutuvia vasteita. Jyrsijoilld timan edellytyksen tayttavit kaksi estrogeenien kannalta herkkaa vaihetta:

i) keskenkasvuiset naaraat vieroituksen jilkeen ja ennen puberteettia, ja

ii) nuoret tdysikasvuiset naaraat, joille on suoritettu ovariektomia ja joiden kohdun kudoksille on annettu riitta-
vasti aikaa toipua.

15.  Testikemikaali annostellaan péivittdin suun kautta letkulla tai ihonalaisella injektiolla. Testikemikaalin porrastetut
annokset annetaan vahintddn kahdelle koeryhmille (ks. ohjeistusta varten 33 kohta). Ryhmai kohden kéytetddn
yksi annostaso. Keskenkasvuista eldintd koskevassa menetelmissd altistusaika on kolme perikkdistd pdivai ja ovx-
tdysikasvuista koskevassa menetelmissi lyhyin mahdollinen altistusaika on kolme perakkiistd pdivaa. Koe-eldimille
suoritetaan ruumiinavaus noin 24 tunnin kuluttua viimeisestd annoksesta. Estrogeenivaikutuksia omaavien agonis-
tien osalta altistettujen eldinryhmien kohdun keskimaardistd painoa verrataan kantaja-ainetta saaneeseen ryhmain
tilastollisesti merkittdvin lisdyksen arvioimiseksi. Tilastollisesti merkittdvd kohdun keskimdirdinen painonlisdys
testiryhmissi osoittaa positiivisen reaktion tihdn biotestiin.

MENETELMAN KUVAUS

Eldinlajin valinta

16.  Testiin voidaan kayttdd laboratoriossa yleisesti kiytettyjd jyrsijakantoja. Esimerkiksi validoinnissa kéytettiin rotta-
kantoja Sprague-Dawley ja Wistar. Niissd ei pitdisi kayttdd kantoja, joiden kohdun tiedetdin tai epdillddn olevan
vihemmin reaktiivinen. Laboratorion tulee osoittaa kiytetyn kannan herkkyys siten, kuin timi mdiritellddn 26 ja
27 kohdassa.

17.  Rottia ja hiirid on kdytetty tavallisesti kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevassa biotestissd 1930-luvulta lahtien.
OECD:n validointitutkimukset suoritettiin ainoastaan rotilla, koska tulkittiin, ettdi kummankin lajin odotetaan
olevan vastaavia ja sen vuoksi yhden lajin pitdisi riittdd kansainvalistd validointia varten. Ndin sddstetddn resursseja
ja eldimid. Rotta on laji, joka on valittu useimpiin lisddntymisté ja kehitystd koskeviin toksisuustutkimuksiin. On
otettava huomioon, ettd hiiristd on olemassa aikaisempia tietoja koskeva laaja tietokanta, ja jyrsijoiden kohtuun
kohdistuvia vaikutuksia koskevan biotestin testimenetelmin alaa laajennettiin siten, ettd hiirid kéytettiin testilajina,
ja hiiristd suoritettiin validointia varten rajoitettu seurantatutkimus (16). Téllainen vertailuun liittyva lahestymis-
tapa, jossa kéytetddn rajallinen maira testikemikaaleja, johon osallistuu rajallinen méari laboratorioita ja johon ei
sisilly koodattuja testindytteitd, valittiin, koska alkuperiinen tarkoitus oli resurssien ja eldimien sddstiminen. Tima
vertailuun liittyvd validointitutkimus osoittaa nuorten tdysikasvuisten hiiren, jolta on poistettu munasolut,
kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevan biotestin osalta, ettd rotista ja hiiristd saadut tiedot korreloivat laadulli-
sesti ja madardllisesti keskenddn. Mikali kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskeva biotesti tehdddn ennen pitkaai-
kaista tutkimusta, kummassakin kokeessa on kdytettdvd samaa eldinlajia ja -kantaa. Vertailuun perustuva lihesty-
mistapa rajoittui ovx-tdysikasvuisiin hiiriin, ja raportissa ei tarjota tarpeeksi kattavia tietoja keskenkasvuista eldintd
koskevan mallin validoimiseksi, joten keskenkasvuisia hiirid koskevan mallin ei katsota kuuluvan timéan testimene-
telmén piiriin.

18.  Niin ollen joissain tapauksissa rottien sijasta voidaan kdyttdd hiirid. Taimaén lajin kdyttoa olisi perusteltava toksiko-
logisilla, farmakokineettisilld ja/tai muilla kriteereilld. Hiirten osalta menettelyyn voidaan tarvita muutoksia.
Esimerkiksi hiiret kuluttavat ruumiinpainon perusteella enemmain ravintoa kuin rotat, joten ravintoon sisiltyvin
fytoestrogeenin pitoisuuden olisi oltava hiirilld alhaisempi kuin rotilla (9)(20)(22).

Koe-eldinten hikit ja ruokinta

19.  Kaikkien toimenpiteiden olisi oltava eldinten hoitoa koskevien paikallisten vaatimusten mukaisia. Nama kuvaukset
hoidosta ja kisittelystd ovat vihimmadisvaatimuksia, ja ne korvataan paikallisilla sadnnoksilld, kuten tieteellisiin
tarkoituksiin kaytettivien eldinten suojelusta 22 piivdnd syyskuuta 2010 annetulla Euroopan parlamentin ja
neuvoston direktiivilli 2010/63/EU (38). Koe-eldinhuoneen limpétilan pitdisi olla 22 °C (se voi vaihdella
noin + 3 °C). Suhteellinen kosteus on vahintddn 30 % eikd mielellddn ylitd 70:td % muulloin kuin huoneen puhdis-
tuksen aikana. Tavoitteena on 50-60 %:n suhteellinen kosteus. Huoneessa tulee kiyttdd keinovalaistusta. Valais-
tusta olisi kdytettdvd jaksossa 12 tuntia valoa, 12 tuntia pimeda.

20. Laboratorioruokintaa ja juomaveden mairdd ei saa rajoittaa. Nuoret tdysikasvuiset eldimet voidaan pitdd hikeissd
yksittdin tai korkeintaan kolmen eldimen ryhmissid. Keskenkasvuisten eldinten nuoren idn vuoksi suositellaan
muutaman eldimen pitdmistd hakissa.
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21.  Laboratorioruokavalion fytoestrogeenin korkean tason tiedetddn lisddvin jyrsijoiden kohdun painoa siind mairin,
ettd se vaikuttaa kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevaan biotestiin (13)(14)(15). Fytoestrogeenin ja muuntokel-
poisen energian korkea taso laboratorioruokavaliossa voi myos johtaa varhaiseen puberteettiin, jos kiytetddn
keskenkasvuisia eldimid. Fytoestrogeenien esiintyminen johtuu pédasiassa soijan ja sinimailasen sisallyttimisestd
laboratorioravintoon, ja fytoestrogeenien pitoisuuden on osoitettu vaihtelevan tavanomaisessa laboratorioravin-
nossa eldinryhmien valilld (23). Ruumiinpaino on tirked muuttuja, ja kulutetun ravinnon médrd on verrannollinen
ruumiinpainoon. Tistd syystd samasta ruokavaliosta saatu todellinen fytoestrogeeniannos voi vaihdella lajien ja
idan mukaan (9). Keskenkasvuisten naarasrottien ravinnonkulutus ruumiinpainoon nihden voi olla noin kaksi
kertaa suurempi kuin nuorten tdysikasvuisten naaraiden, joilta on poistettu munasarjat. Nuorten tdysikasvuisten
hiirten ravinnonkulutus ruumiinpainoon nihden voi olla noin neljd kertaa suurempi kuin nuorten tdysikasvuisten
naarasrottien, joilta on poistettu munasarjat.

22.  Kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevan biotestin tulokset (9)(17)(18)(19) osoittavat kuitenkin, ettd rajallinen
madrd ravintoon sisiltyvaa fytoestrogeenia voidaan hyviksyd ja tima ei vihennd biotestin herkkyyttd. Ohjeena on
se, ettd ravintoon sisaltyvin fytoestrogeenin taso ei saa ylittdd Sprague Dawley- ja Wistar-lajien keskenkasvuisten
naaraspuolisten rottien osalta 350:td pg vastaavaa genisteiinin médardd/gramma (6)(9). Tallaisten ruokavalioiden
olisi oltava myos tarkoituksenmukaisia, kun testataan nuoria tdysikasvuisia rottia, joilta on poistettu munasarjat,
koska nuorten tdysikasvuisten eldinten ravinnonkulutus ruumiinpainoon nihden on alhaisempi keskenkasvuisiin
verrattuna. Jos kdytetddn tdysikasvuisia hiirig, joilta on poistettu munasarjat, tai fytoestrogeenille herkempia rottia,
on harkittava, ettd ravintoon sisiltyvin fytoestrogeenin tasoa vihennetddn vastaavasti (20). Lisdksi erilaisista
ruokavalioista johtuvat muuntokelpoiseen energiaan liittyvit erot voivat johtaa puberteetin alun siirtymiseen
(21)(22).

23.  Ennen tutkimusta edellytetddn ruokavalion huolellista valintaa, ja sen fytoestrogeenien tai muuntokelpoisen ener-
gian taso ei saa olla korkea (ohjeistusta varten ks. (6)(9)), koska tdmai vaikuttaisi tuloksiin hairitsevisti (15)(17)(19)
(22)(36). Laboratorion kdyttdmdin testijirjestelmén, siten kuin se médritellddn 26 ja 27 kohdassa, moitteettoman
suorittamisen varmistaminen on molemman tekijin osalta tirkedd. Hyvin laboratoriokdytinnon perusteella on
varmistettava, ettd kunkin tutkimuksen aikana annetun ravintoerin edustava ndytteenotto suoritetaan fytoestro-
geenisen sisdllon mahdollista analyysid varten (esim. siind tapauksessa, ettd kohdun kontrollipaino on korkea
suhteessa aiempiin kontrolleihin tai jos vaste referenssiestrogeeniin, 17-alfa-etinyyliestradioliin, ei ole riittava).
Osandytteitd olisi analysoitava osana tutkimusta tai pakastettuna — 20 °C:een taikka siten, ettd niytteen hajoa-
minen ennen analyysid estetdn.

24.  Joihinkin koehdkin alustan materiaaleihin voi sisiltyd luonnossa esiintyvid estrogeenisia tai antiestrogeenisia kemi-
kaaleja (esim. maissintdhkin tiedetddn vaikuttavan rottien sykliin ja silli vaikuttaa olevan antiestrogeenivaiku-
tuksia). Valittuun alusmateriaaliin pitéisi sisdltyd mahdollisimman vihan fytoestrogeeneja.

Elidinten valmistelu

25.  Koe-eldimet, joilla ei ndy merkkejd taudista tai fyysisistd poikkeavuuksista, jaetaan satunnaisotannalla kontrolli- ja
koeryhmiin. Hakit on sijoitettava siten, ettd niiden sijainnista johtuvat vaikutukset ovat mahdollisimman véhaisia.
Jokainen eldinyksilo tunnistetaan. Keskenkasvuisia eldimid olisi mieluiten pidettivd hikissd emojen tai sijaisemojen
kanssa, ennen kuin ne vieroitetaan totutusvaiheen aikana. Tutkimusta edeltdvin nuorten tdysikasvuisten eldinten ja
keskenkasvuisten eldinten, jotka toimitetaan emojen tai sijaisemojen kanssa, totutusvaiheen pituuden pitiisi olla
noin viisi pdivad. Jos keskenkasvuiset eldimet saadaan vastavieroitettuina ja ilman emoja, lyhyempi totutusvaihe
voi olla tarpeen, koska annostelun pitéisi alkaa valittomésti vieroituksen jalkeen (ks. 29 kohta).

TESTIN SUORITTAMINEN

Laboratorioiden pitevyyden varmistaminen
26. Laboratorioiden pitevyyden varmistamiseen voidaan kayttdd kahta eri vaihtoehtoa:

— Sadnnollinen tarkastus, joka perustuu alkuperdiseen ldhtotilanteen positiiviseen kontrollitutkimukseen (ks.
27 kohta). Vahintddn kuuden kuukauden vilein ja aina silloin, kun esiintyy muutos, joka voi vaikuttaa testin
suoritukseen (esim. ruokavalion uusi koostumus, dissektiot suorittavaan henkilostoon liittyvit muutokset,
eldinkannan tai toimittajan muuttuminen), testijirjestelmédn (eldinmalli) reaktio olisi varmistettava niin, ettd
kiytetddn (edelld 27 kohdassa kuvatun lahtotilanteen positiivisen kontrollitutkimuksen perusteella) asianmu-
kainen annos referenssiestrogeenia: 17-alfa-etinyyliestradiolia (CAS-nro 57-63-6) (EE).

— Kaytetddn rinnakkaisia kontrolleja ottamalla mukaan ryhmd, jolle annetaan asianmukainen annos referenssies-
trogeenia kussakin testissa.
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Jos jérjestelmd ei reagoi odotetulla tavalla, koeolosuhteita olisi arvioitava ja muutettava arvion mukaisesti. On
suositeltavaa, ettd kummassakin ldhestymistavassa kdytetyn referenssiestrogeenin annos on suunnilleen ED70-80.

27. Lihtotilanteen positiivinen kontrollitutkimus — ennen kuin laboratorio tekee tillaisen testimenetelmin
mukaisen tutkimuksen ensimmiisen kerran, laboratorion pitevyys olisi osoitettava testaamalla eldinmallin
reagointikykyd ja vahvistamalla referenssiestrogeenin annosvaste: 17-alfa-etinyyliestradioli (CAS-nro 57-63-6) (EE),
vihintddn neljalld annoksella. Kohdun painon reaktiota verrataan vakiintuneeseen aiempaan tietoon (ks. lahdettd
(5)). Jos lahtotilanteen positiivinen kontrollitutkimus ei tuota odotettuja tuloksia, koeolosuhteita olisi tarkasteltava
ja muutettava.

Eldinten lukumdiri ja kunto

28.  Jokaiseen koe- ja kontrolliryhmédn pitéisi sisltyd ainakin kuusi eldintd (sekd keskenkasvuisia ettd ovx-tdysikas-
vuisia eldimid koskevien menettelyiden osalta).

Keskenkasvuisten elidinten iki

29.  Keskenkasvuisiin eldimiin liittyvdssd kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevassa biotestissd on esitettdvd synty-
mdéaika. Annostelu on aloitettava riittdvin aikaisin, jotta varmistetaan, ettd testikemikaalin annostuksen loppuvai-
heessa puberteettiin liittyvdd endogeenisten estrogeenien fysiologista lisidntymistd ei ole vield tapahtunut. Toisaalta
on nayttod siitd, ettd hyvin nuoret eldimet voivat olla vihemman herkkiad. Kunkin laboratorion olisi otettava ihan-
teellisen idn madrittelyn osalta huomioon omat eldimen kasvuvaihetta koskevat taustatietonsa.

Yleinen ohje on, ettd annostelu rotille voidaan aloittaa valittomasti aikaisen vieroituksen jalkeen syntyman jilkei-
send pdivind 18 (syntymdaika on syntymin jilkeinen piivd 0). Annostelu rotille pitdisi mieluiten paattdd
syntyman jilkeisend paivind 21, mutta kaikissa tapauksissa ennen pdivad 25, koska timén jilkeen hypotalamusta,
aivolisdkettd ja munasarjoja koskeva akseli on toiminnassa ja endogeenisen estrogeenin tasot voivat alkaa nousta.
Samanaikaisesti nouseva lihtotason kohdun paino merkitsee, ettd ryhmén standardipoikkeamat lisddntyvat (2)(3)
(10)(11)(12).

Munasarjojen poistamista koskeva menettely

30. Kun kyseessd ovat naarasrotat ja -hiiret, joilta poistetaan munasarjat (koe- ja kontrolliryhmat), ne olisi poistettava
6-8 viikon idssi. Rottien osalta munasarjojen poiston ja ensimmdisen annostelupiivin vililld olisi kuluttava vahin-
tddn 14 pdivas, jotta kohtu voi palata vakaaseen minimitasoon. Hiirten osalta munasarjojen poiston ja ensim-
mdisen annostelupdivin vililld olisi kuluttava vdhintddn 7 pdivdd. Koska pieni midrd munasarjakudosta riittdd
tuottamaan merkittdvin médrdn estrogeenia (3), eldimet olisi testattava ennen kayttod tarkkailemalla eméttimesta
tupolla otettuja epiteelisoluja ainakin viiden perdkkiisen pdivin aikana (eli rottien munasarjojen poiston jilkeisind
pdivind 10-14). Jos eldimissd esiintyy jonkinlaista nayttod kiimakierrosta, tallaisia eldimid ei pitdisi kayttda.
Lopuksi ruumiinavauksessa olisi tarkasteltava munasarjojen tynkid ndyton saamiseksi siitd, onko niissi munasarja-
kudosta. Jos on, eldinti ei pitdisi kayttdd arvioinneissa (3).

31. Munasarjan poisto aloitetaan sen jilkeen, kun asianmukaisesti nukutettu eldin makaa vatsallaan. Viillon, jolla
avataan selkd- ja kylkilihaksen puoleinen vatsanseinimd, pitdisi olla noin 1 cm:n pituinen pituussuunnassa kylki-
luun alarajan ja suoliluun harjanteen vilisessd keskipisteessd ja muutama millimetri sivussa lannelihaksen lateraali-
sesta reunasta. Munasarja olisi sen jilkeen poistettava vatsaontelosta aseptiselle alustalle. Munasarja olisi irrotettava
munajohtimen ja kohdun runko-osan vilisestd yhtymakohdasta. Kun on varmistettu, ettd runsasta verenvuotoa ei
esiinny, vatsanseindma olisi suljettava ompeleella ja nahka olisi suljettava hakasella tai asianmukaisella ompeleella.
Ligaatiokohdat esitetddn kaavamaisesti kuvassa 1. Asianmukaista leikkauksen jilkeistd kivunlievitystd olisi kaytet-
tavi jyrsijoiden hoitoon erikoistuneen eldinlddkarin suosituksen mukaisesti.

Ruumiinpaino

32.  Ovx-tdysikasvuisia eldimid koskevassa menettelyssd ruumiinpaino ja kohdun paino eivit korreloi, koska kohdun
painoon vaikuttavat estrogeenin kaltaiset hormonit, mutta eivit ruumiin kokoa sdidtelevit kasvutekijat. Keskenkas-
vuisia eldimid koskevan mallin osalta ruumiinpaino on kuitenkin yhteydessd kohdun painoon eldimen kasvu-
kauden ajan (34). Tutkimuksen alkaessa keskenkasvuisten eldinten painonvaihtelun olisi oltava vihiistd, ja paino
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saa vaihdella korkeintaan = 20 % keskipainosta. Tamd merkitsee, ettd kasvattajan olisi yhdenmukaistettava
poikueiden koko. Ndin varmistetaan, ettd eri emojen poikaset ruokitaan suunnilleen samaan aikaan. Eldimet pitdisi
jakaa ryhmiin (kontrolli- ja koeryhmiin) satunnaisen painojakauman mukaisesti, jotta minkdan ryhmin keskimaa-
rdinen ruumiinpaino ei poikkea tilastollisesti muista ryhmistd. Samaan poikueeseen kuuluvia poikasia olisi valtet-
tdvd jakamasta samaan koeryhmdin, kun timd on kdytinnossdi mahdollista, ilman ettd kokeeseen kaytettdvien
poikueiden maardad lisatddn.

Annostasot

33.  Sen mddirittdmiseksi, voiko testattavalla kemikaalilla olla estrogeenistd vaikutusta in vivo, yleensd riittdd kaksi
annosryhmii ja yksi kontrolliryhma. Tdtd mallia pidetddn siten parempana eldinten hyvinvointiin liittyvistd syista.
Jos tarkoituksena on annosvastekdyrin saaminen tai ekstrapolointi alempiin annoksiin, tarvitaan ainakin kolme
annosryhméid. Jos tarvitaan estrogeeniaktiivisuuden tunnistamista laajempia tietoja (kuten arviota kemikaalin
voimakkuudesta), olisi harkittava erilaista annostusta. Kontrolliryhmin eldimia kasitelld4n aivan samoin kuin koer-
yhmin eldimid, paitsi ettd niille ei anneta testikemikaalia. Jos kantaja-ainetta kéytetddn testikemikaalin annon
yhteydessd, kontrolliryhmin pitdisi saada sama maird koeryhmien kdyttdimaid kantaja-ainetta (tai koeryhmien
saama suurin médrd, jos ryhmien vililld esiintyy eroja).

34.  Kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevassa biotestissd on tavoitteena valita annokset niin, ettd eldimen selviyty-
minen varmistetaan ja ettd niihin ei sisdlly merkittdvaa toksisuutta tai ne eivit aiheuta eldimille kérsimystd kemi-
kaalin antoa seuraavana kolmena perakkdisend pdivini, jolloin suurin annos on 1 000 mg/kg/péiva. Kaikki annos-
tasot olisi ehdotettava ja valittava siten, ettd otetaan huomioon kaikki olemassa olevat toksisuus- ja kineettiset
(toksikokineettiset) tiedot, jotka ovat saatavilla testikemikaalista tai siihen liittyvistd materiaaleista. Suurimman
annostason osalta olisi ensin otettava huomioon LD50 (puolet tappava annos) jaftai valitontd myrkyllisyyttd
koskevat tiedot, jotta eldinten kuolema, merkittdvd kirsiminen tai tuska viltetidn (24)(25)(26). Suurimman
annoksen tulisi merkitd suurinta siedettdvdd annosta; annostasolla tehty tutkimus, joka aiheutti positiivisen utero-
trofisen vasteen, on myds hyviksyttdava. Suojelutoimenpiteend pitkdt vélit (esim. yksi 0,5 logaritmiyksikko, joka
vastaa annoslisdystd kertoimella 3,2, tai jopa yhden logaritmiyksikon verran) annosten vililld ovat yleensi hyvak-
syttdvid. Jos soveltuvia tietoja ei ole kdytettdvissd, voidaan tehdd annoksenmddritystutkimus, jonka perusteella
kaytettdvat annokset voidaan maarittda.

35.  Vaihtoehtoisesti, jos agonistin estrogeeninen vaikutus voidaan arvioida in vitro (tai in silico) -tiedoilla, ne voidaan
ottaa annoksen valinnassa huomioon. Esimerkiksi testattavan kemikaalin méaré, joka aiheuttaa kohtuun vaiku-
tuksia yhté paljon kuin vertailukohteena oleva agonisti (etinyyliestradoli), arvioidaan sen etinyyliestradoliin kohdis-
tuvien suhteellisten in vitro -vaikutusten perusteella. Korkein testiannos annettaisiin kertomalla tdima vertailukoh-
teena oleva annos asianmukaisella kertoimella, kuten 10 tai 100.

Annoksenmairitystd koskevat nikokohdat

36. Tarvittaessa muutamalla eldimelld voidaan tehdd alustava annoksenmadritystutkimus. OECD:n ohjeasiakirjaa nro
19 (25) voidaan kayttdd taltd osin madrittelemadn sellaisten kliinisten oireiden esiintyminen, jotka viittaavat toksi-
suuteen tai eldimelle aiheutuvaan kirsimykseen. Tdssd annoksenmaddritystutkimuksessa voidaan, jos se on asian-
mukaista, leikata kohdut kolmen pdivin jilkeen annoksen antamisesta ja punnita ne noin 24 tuntia viimeisen
annoksen antamisen jilkeen. Nitd tietoja voidaan sen jilkeen kayttdd varsinaisen tutkimuksen annostuksen suun-
nitteluun (voidaan valita suurin ja alin hyviksyttdvd annos ja antaa suositus annosryhmien méarasta).

Antotapa

37.  Testikemikaali annostellaan suun kautta letkulla tai ihonalaisella injektiolla. Antotavan valinnassa on otettava
huomioon eldinten hyvinvointiin liittyvat nikokohdat seka toksikologiset nikokohdat, kuten se, mikd merkitys on
reitilld, jonka kautta ihminen altistuu kemikaalille (esim. suuletkua kdytetddn mallina aineen nautinnan suhteen,
ihonalaista injektiota hengitysteiden tai ihoadsorption suhteen), testiaineen fyysiset/kemialliset ominaisuudet ja
erityisesti olemassa olevat toksikologiset tiedot metaboloitumisesta ja kinetiikasta (esim. tarve vilttdd ensikierron
metabolia, parempi tehokkuus tietyn reitin valitykselld).

38.  Vesipitoisen liuoksen/suspension kiyttod on harkittava ensisijaisesti aina, kun se on mahdollista. Koska useimmat
estrogeenien ligandit tai niiden metaboliset prekursorit ovat yleensd hydrofobisia, yleisin menettelytapa on oljy-
pohjaisen liuoksen/suspension kaytto (esimerkiksi maissi-, pahkind-, seesami- tai oliivioljy). Ndilld oljyilli on
kuitenkin erilainen kalori- ja rasvapitoisuus, joten kantaja-aine voi vaikuttaa koko muuntokelpoisen energian saan-
tiin. Se voi siten muuttaa mitattavia ominaisuuksia, kuten kohdun painoa erityisesti, kun kyseessd on keskenkas-
vuisia eldimid koskeva menetelmd (33). Niin ollen kaikkia kaytettdvid kantaja-aineita olisi testattava ennen
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tutkimusta kaikkiin kontrolleihin, joissa ei kdytetd kantaja-aineita, ndhden. Testikemikaalit voidaan liuottaa pieneen
madrdin 95-prosenttista etanolia tai muihin soveltuviin liuottimiin, ja niitd voidaan laimentaa lopulliseen pitoisuu-
teen kantaja-aineessa. Liuottimen myrkyllisyysominaisuudet on oltava tiedossa, ja niitd olisi testattava erillisen
ainoastaan liuotinta saavan kontrolliryhmén avulla. Jos testikemikaalia pidetddn stabiilina, sen liuottamisen edista-
miseksi voidaan kdyttdd varovaista limmitystd ja voimakkaita mekaanisia toimenpiteitd. Testattavan kemikaalin
stabiliteetti kantaja-aineessa tulee mairittda. Jos testikemikaali on stabiili koko tutkimuksen ajan, voidaan valmistaa
yksi alkuerd testikemikaalia. Madritelty annos laimennoksia valmistetaan paivittain.

39.  Annostuksen ajoitus riippuu kéytettdvastd mallista (ks. keskenkasvuisia eldimid koskevan mallin osalta 29 kohta ja
ovx-tdysikasvuisia eldimid koskevan mallin osalta 30 kohta). Keskenkasvuisille naarasrotille annetaan testikemi-
kaalia paivittdin kolmena perdkkiisend pdivana. Naaraspuolisille rotille, joiden munasarja on poistettu, suositellaan
my0s kolmen péivin kisittelyd, mutta pidempi altistus on hyviksyttava, ja silld voidaan parantaa heikkotehoisten
kemikaalien havaitsemista. Kun kyseessd ovat naaraspuoliset hiiret, joilta on poistettu munasarjat, 3 pdivan kisit-
tely on riittdva, ja merkittdvad etua ei saada siité, ettd koetta jatketaan seitsemin péivin ajan vahvojen estrogeeni-
vaikutusia omaavien agonistien osalta. Titd suhdetta ei ole kuitenkaan osoitettu validointitutkimuksessa heikkojen
estrogeenien osalta (16), joten annostelua jatketaan korkeintaan 7 perikkiiseen pdivadn ovx-tdysikasvuisten hiirten
osalta. Annokset annetaan samaan aikaan joka pdivi. Niitd olisi mukautettava tarpeen vaatiessa, jotta eldimelle
annetaan ruumiinpainoon jatkuvasti suhteutettu annos (esim. milligramma testikemikaalia painokiloa kohti vuoro-
kaudessa). Testiaineen nestemdirdn tilavuuden osalta sen vaihtelua ruumiinpainon perusteella olisi minimoitava
mukauttamalla annosteluliuoksen pitoisuutta. Tarkoituksena on taata kaikilla annostasoilla ja kaikkien annostelur-
eittien osalta jatkuva maird ruumiinpainon perusteella.

40. Kun testikemikaalia annetaan letkuruokinnassa, aine on annettava eldimille yhtend annoksena mahaletkun tai
sopivan intubaatiokanyylin kautta. Suurin kerralla annettava nestemdird miirdytyy koe-eldiimen koon mukaan.
Olisi noudatettava paikallisia eldinten hoitoa koskevia vaatimuksia, mutta nestemddrin tilavuus ei saa ylittdd
5 ml/painokilo. Poikkeuksen muodostavat vesiliuokset, joita kdytettdessi tilavuus voi olla 10 ml/painokilo.

41. Kun testikemikaali annostellaan ihonalaisella injektiolla, se olisi annettava yhtend pdivittdisend annoksena.
Annokset olisi annettava lapaluun taakse tai lantion alueelle steriililld neulalla (esim. 23 tai 25 gaugen neula) ja
tuberkuliiniruiskulla. Pistokohdan ajeleminen on vapaaehtoista. Kaikki annosvajaukset ja vuodot pistoskohdassa
tai puutteellinen annostus olisi kirjattava. Nestemddrian kokonaistilavuus, joka injektoidaan rottaan paivittdin, ei
saa ylittdd 5:td ml/painokilo, ja médrd on jaettava kahteen pistoskohtaan. Poikkeuksen muodostavat vesiliuokset,
joita kdytettdessd tilavuus voi olla 10 ml/painokilo.

Tarkkailu
Yleiset ja kliiniset havainnot

42.  Yleiset kliiniset havainnot olisi tehtdvd vihintdan kerran pdivissi ja useammin, jos havaitaan oireita toksisuudesta.
Havaintoja olisi tehtdvd mieluiten samaan aikaan joka pidivd ottaen huomioon se, milloin annoksen antamisen
jalkeen odotetut vaikutukset ovat suurimmillaan. Kaikkia eldimid tarkkaillaan niin, ettdi huomiota kiinnitetddn
kuolleisuuteen, sairastuvuuteen ja yleisiin Kliinisiin oireisiin, kuten muutoksiin kayttiytymisessd, ihon, turkin,
silmien, limakalvojen eritteiden eritykseen sekd autonomisen hermoston toimintaan (esim. kyynelvuoto, piloer-
ektio, mustuaisen koko, poikkeava hengitys).

Elgimen paino ja ravinnon kulutus

43, Kaikki eldimet olisi punnittava ldhimpdin 0,1 grammaan. Punnitus aloitetaan juuri ennen kokeen aloittamista, eli
kun eldimet jaetaan ryhmiin. Valinnaisena mittana voidaan kdyttdd altistusjakson aikana kulutetun ravinnon
madrdd, joka voidaan mitata hakkid kohti punnitsemalla annostelulaitteet. Ravinnon kulutuksesta saadut tulokset
olisi ilmoitettava grammoina rottaa kohti pdivassa.

Dissektio ja kohdun painon mittaaminen

44.  Kaksikymmentineljd tuntia viimeisen kisittelyn jilkeen rotat lopetetaan inhimillisesti. Thannetapauksessa ruumii-
navausjirjestys satunnaistetaan ryhmien valilld, jotta viltetddn etenemistd suoraan ylos tai alaspdin annosryhmii,
mikd voi vaikuttaa jonkin verran tietoihin. Biotestin tavoitteena on mitata kohdun marka- ja kuivattu paino.
Mirképainoon sisdltyy kohtu ja luminaalinesteen sisilto. Kuivattu paino mitataan sen jilkeen, kun kohdun lumi-
naalineste on puristettu ulos ja poistettu.
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45.  Ennen dissektiota keskenkasvuisten eldinten emittimen avautuminen tutkitaan. Dissektiomenettely aloitetaan avaa-
malla vatsanseindmd hipyliitoksesta alkaen. Sen jilkeen kohdunsarvi ja munasarjat, jos niitd on, poistetaan selin-
puoleisesta vatsanseindmastd. Virtsarakko ja virtsajohtimet poistetaan kohdusta ja emittimestd vatsan puolelta ja
lateraaliselta puolelta. Perdsuolen ja emittimen vilissd oleva sidekudoksesta muodostuva liitos irrotetaan, kunnes
emittimen aukkoa ja vililihan nahkaa voidaan havainnoida. Kohtu ja emitin irrotetaan ruumiista leikkaamalla
emittimen seindmaéd aivan vililihan vilisen yhdyskohdan nahan yldpuolelta, kuten esitetddn kuvassa 2. Kohtu irro-
tetaan rungon seinimistd leikkaamalla varovaisesti kohdun mesenteria kohdassa, jossa se kiinnittyy kunkin
kohdunsarven dorsolateraalisen sivun koko pituudelta. Sen jalkeen kun kohtu poistetaan ruumiista, sen késittelyn
olisi oltava tarpeeksi nopeaa, jotta kudoksien kuivuminen viltetian. Kuivumisesta aiheutuva painonlasku on suu-
rempi pienten kudoksien, kuten kohdun tapauksessa (23). Jos munasarjoja ei ole poistettu, ne poistetaan munajoh-
timesta vélttden, ettd luminaalineste ei valu pois kohdunsarvesta. Jos eldimeltd on poistettu munasarjat, olisi tutkit-
tava, onko tyngissd munasarjakudosta. Ylimaardinen rasva ja sidekudos olisi puhdistettava pois. Emitin irrotetaan
kohdusta aivan kohdunkaulan alapuolelta niin, ettd kohdunkaula pysyy kohdun runko-osassa, kuten esitetdin
kuvassa 2.

46.  Kukin kohtu olisi siirrettavd yksilollisesti merkittyyn ja punnittuun astiaan (esim. petriastia tai muovikulho).
Kuivumista olisi pyrittdva jatkuvasti vdlttimddn ennen punnitsemista (esim. sijoittamalla astiaan suodatinpaperi,
jota on kostutettu hieman suolaliuoksella). Kohtu, joka sisiltdd luminaalinesteen, punnitaan ldhimpadn 0,1 milli-
grammaan (kohdun miérkapaino).

47.  Jokainen kohtu kisitellddn sen jilkeen erikseen luminaalinesteen poistamiseksi. Kummatkin kohdunsarvet laviste-
tddn tai leikataan pituussuuntaan. Kohtu asetetaan hieman kostutetulle suodatinpaperille (esim. Whatman nro 3),
ja sitd painetaan varovasti toisella kostutetulla suodatinpaperilla, jotta luminaalineste poistuu kokonaan. Kohtu,
josta luminaalineste on poistettu, punnitaan ldhimp4an 0,1 milligrammaan (kohdun kuivapaino).

48.  Tutkimuksen paittimisen yhteydessd kohdun painoa voidaan kayttdd varmistamaan, ettd keskenkasvuisen leikkaa-
mattoman rotan asianmukainen ikd ei ylittynyt, mutta laboratorion kayttimat rottakantaa koskevat aikaisemmat
tiedot ovat tdssd asiassa ratkaisevia (ks. tulosten tulkinnan osalta 56 kohta).

Vapaaehtoiset tutkimukset

49.  Punnitsemisen jilkeen kohtu voidaan fiksoida 10-prosenttiseen neutraalipuskuroituun formaliiniin, jotta sitd
voidaan tutkia histopatologisesti hematosykliini- ja eosiinivirjayksen jilkeen. Emitintd voidaan tutkia vastaavasti
(ks. 9 kohta). Lisiksi kohdun limakalvon pinnasta voidaan tehdd morfometrinen mittaus kvantitatiivista vertailua
varten.

TIEDOT JA RAPORTOINTI

Tiedot

50.  Tutkimustietoihin olisi sisallyttava:

— eldinten lukumaiiri testin alussa

— testin aikana kuolleiden tai inhimillisistd syistd lopetettujen eldinten maird ja tunnistetiedot sekd kuoleman tai
lopettamisen pdivi ja aika

— niiden eldinten lukumdiiri ja tunnistetiedot, joissa myrkyllisyysvaikutuksia on havaittavissa, ja kuvaus havai-
tuista myrkyllisyysvaikutuksista mukaan lukien myrkytysoireiden alkamisaika, kesto ja vaikeusaste

— niiden eldinten lukumdiri ja tunnistetiedot, joissa on havaittavissa vammoja ja vammojen tyyppi.

51.  Yksittdisid eldimid koskevat ruumiinpainoon, kohdun mirkipainoon ja kuivattuun painoon liittyvit tiedot olisi
kirjattava. Agonisteja koskevaa yksitahoista tilastoanalyysia olisi kéytettdvd sen maarittdmiseksi, johtiko testikemi-
kaalin antaminen tilastollisesti merkittdvdian kohdun painon nousuun (p-arvo < 0,05). Olisi suoritettava asianmu-
kaiset tilastoanalyysit, joilla testataan késittelyyn liittyvid muutoksia kohdun maérkdpainon ja kuivatun kohdun
painon osalta. Esimerkiksi tietoja voidaan arvioida kovarianssianalyysid koskevalla ldhestymistavalla, jossa
ruumiinpaino on ruumiinavauksessa kovariantti. Varianssin stabiloimisiin kéytettivd logaritminen muunnos
voidaan toteuttaa kohtua koskeviin tietoihin ennen tietojen analysointia. Dunnetin ja Hsun testi soveltuu
kunkin annosryhmin vertailevaan arviointiin kantaja-ainekontrolliin nihden ja luottamusvilien laskemiseksi.
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Standardoitua residuaalia voidaan kdyttdd kuvauksena mahdollisten poikkeamien havaitsemiseksi ja varianssien
homogeenisuuden arvioimiseksi. Naitd menettelyjd sovellettiin OECD:n validointiohjelmassa kdyttamalla tilastoa-
nalyysijarjestelmdssa tilasto-ohjelman PROC CLM (SAS Institute, Cary, Pohjois-Carolina, Yhdysvallat) versiota 8 (6)
(7).

52.  Loppuraporttiin sisiltyy:

Testauslaitos:

— vastuuhenkilosto ja heidin tutkimusta koskevat vastuualueensa

— ldhtotilanteen positiivinen kontrollitesti ja maardajoin saatavat positiiviset kontrollitiedot (ks. 26 ja 27 kohta).

Testikemikaali:

— testikemikaalien kuvaus

— fysikaalinen olomuoto ja tarvittaessa fysikokemialliset ominaisuudet
— laimennoksien valmistelun menetelmi ja valmistustiheys

— stabiliteetista tuotetut kaikki tiedot

— annosteluliuoksiin liittyvat kaikki analyysit.

Kantaja-aine:

— kantaja-aineen kuvaus (laatu, toimittaja ja erd)

— perustelu kantaja-aineen valinnalle (jos se on muu kuin vesi).

Koe-eldinlajit:

— kiytetty eldinlaji ja kanta ja perustelu niiden valinnalle
— toimittaja ja toimittajan tilat
— toimitusika ja syntymaaika

— jos eldimet ovat keskenkasvuisia, tiedot siitd, toimitettiinko ne emon tai sijaisemon kanssa, ja vieroitusajan-
kohta

— tiedot eldimen totutukseen kéytetystd menettelystid
— elédinten lukumadard hakkid kohti

— kunkin eldimen ja ryhmén tunnistamista koskevat yksityiskohdat ja menettely.

Testiolosuhteet:

— satunnaisotosta (eli sovellettua menettelyd) koskevat yksityiskohdat
— annoksen valintaperusteet

— vyksityiskohtaiset tiedot testikemikaalin koostumuksesta, sen saavutetusta pitoisuudesta, stabiiliudesta ja tasalaa-
tuisuudesta

— tiedot testikemikaalin annostuksesta ja altistusreitin valintaa koskevat valintaperusteet

— ravinto (nimi, tyyppi, toimittaja, sisdlt6 ja, jos tiedossa, fytoestrogeenin tasot)

— vesildhde (esim. vesijohtovesi tai suodatettu vesi) ja jakelu (esim. putkistolla suuresta sdiliostd tai pulloista)
— alustan materiaali (nimi, tyyppi, toimittaja, sisillys)

— tiedot hikkiolosuhteista, valaistusjaksoista, huoneen lampéatilasta ja kosteudesta sekd huoneen siivouksesta

— yksityiskohtainen kuvaus ruumiinavausta ja kohdun punnitsemista koskevista menetelmistd

— kuvaus tilastollisista menettelytavoista
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Tulokset
Yksittdisten eldinten osalta:

— kunkin eldimen pdéivittdinen ruumiinpaino (ryhmiin jakamisesta ruumiinavaukseen saakka) (ldhimpdin
0,1 grammaan)

— kunkin eldimen ikd (pdivissd pitden syntyméajankohtaa pdivand 0) testikemikaalin antamisen alkamisesta
lahtien

— kunkin annoksen antamispdivi ja -aika

— laskettu annettu mdird ja annostus sekd havainnot annosvajauksista annosten antamisen yhteydessd tai sen
jalkeen

— pdivittdiset merkinndt eldimen tilasta mukaan lukien asiaankuuluvat oireet ja havainnot
— epiilty kuolinsyy (jos eldin havaitaan tutkimuksen aikana kuolemaisillaan olevaksi tai kuolleeksi)
— inhimillisen lopettamisen paivimaari ja aika sekd aikavali viimeisen annoksen antamiseen

— kohdun mirkdpaino (lihimpain 0,1 milligrammaan) ja kaikki havainnot luminaalinesteen vuotamisesta dissek-
tion ja punnituksen valmistelun aikana

— kuivatun kohdun paino (ldhimpéin 0,1 milligrammaan).

Kunkin elginryhmdn osalta:

— kunkin eldimen paivittdinen ruumiinpaino (lahimpain 0,1 grammaan) ja standardipoikkeama (ryhmiin jakami-
sesta ruumiinavaukseen saakka)

— keskimiirdinen kohdun markapaino ja keskimiirdinen kohdun kuivapaino (ldhimpéin 0,1 milligrammaan) ja
standardipoikkeamat

— pdivittdinen ravinnonkulutus, mikili se mitataan (lasketaan grammoina kulutettua ravintoa eldintd kohti)

— tulokset tilastoanalyyseistd, joissa verrataan kohderyhmien kohdun markipainoja ja kuivatun kohdun painoja
kantaja-ainetta saaneen kontrolliryhméan vastaaviin mittaustuloksiin

— tulokset tilastoanalyysistd, jossa verrataan kohderyhmien ruumiin kokonaispainoa ja painonnousua kantaja-
ainetta saaneen kontrolliryhmin vastaaviin mittaustuloksiin

53.  Tiivistelmi testimenetelmin térkeistd ohjeista

Rotta Hiiri
Eldimet
Kanta Laboratorioissa yleisesti kdytetyn jyrsijan kanta
Eldinten lukumaird Viahintddn kuusi eldintd annosryhmii kohti
Ryhmien lukumaird Vahintddn kaksi testiryhmai (ks. ohjeita varten 33 kohta) ja negatiivinen

kontrolliryhma
Katso positiivisia kontrolliryhmid koskevia ohjeita varten 26 ja 27 kohta

Koe-eliinen hikit ja ruokinta

Eldinhuoneen limpétila 22°Ct3°C
Suhteellinen kosteus 50-60 % ja ei alle 30 % tai yli 70 %
Piivittidiset valaistusjaksot 12 tuntia valoa, 12 tuntia pimedd

Ravinto ja juomavesi Rajoittamattomasti
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Rotta Hiiri
Hakki Yksittdin tai korkeintaan kolmen eldimen ryhmissi (keskenkasvuisille eldimille
suositellaan muutaman eldimen pitdmistd hakissa)
Ravinto ja alusmateriaali Ravinnon ja alusmateriaalin sisdltima fytoestrogeenin mairi olisi oltava
vihdinen
Tutkimusmenettely
Menettely Keskenkasvuista eldintd, jolta ei ole Taysikasvuista naaraspuolista eldintd,
poistettu munasarjoja, koskeva jolta on poistettu munasarjat, koskeva
menettely (suositeltava) menettely
Tdysikasvuista naaraspuolista eldintd,
jolta on poistettu munasarjat, koskeva
menettely
Keskenkasvuisten eldinten Aikaisintaan syntymdn jilkeinen Ei merkitystd timéan testimenetelmén
annoksen antoika pdivd 18. Annostus pitdisi paattdd soveltamisalalle
ennen syntyman jalkeistd paivad 25
1k4, jolloin tehdéin ovariek- 6-8 viikon iissd
tomia
Eldinten, joilta on poistettu Munasarjojen poiston ja ensimmadisen | Munasarjojen poiston ja ensimmdisen
munasarjat, annoksen antoikd | annostelupdivin valilld olisi kuluttava | annostelupdivan valilld olisi kuluttava
vihintddn 14 paivda. vihintddn 7 pdivaa.
Ruumiinpaino Ruumiinpainon vaihtelun olisi oltava mahdollisimman vihiinen, enintdédn + 20 %
keskipainosta
Annostelu
Annostelureitti Suun kautta letkulla tai ihon alle annettavalla injektiolla
Annostelutiheys Yksi vuorokausiannos
Letkun ja injektion kautta < 5ml/painokilo (tai korkeintaan 10 ml/painokilo, jos kdytetdan vesiliuosta)
annettavan maérin tilavuus (ihonalaista reittid kahteen pistoskohtaan)
Annostelun kesto 3 perikkdistd paivdd keskenkasvuisia | Seitsemin perdkkdistd pdivaa tdysikas-
eldimid koskevan mallin osalta vuisia eldimid, joilta on poistettu
Vihintiéin 3 perikkiistd paivaa tiysi- | munasarjat, koskevan mallin osalta
kasvuisia eldimig, joilta on poistettu
munasarjat, koskevan mallin osalta
Ruumiinavauksen ajankohta Noin 24 tuntia viimeisen annoksen jalkeen
Tulokset
Positiivinen reaktio Tilastollisesti merkittavd kohdun keskipainon (mirké- ja/tai kuivapaino) lisddn-
tyminen
Referenssiestrogeeni 17-alfa-etinyyliestradioli
TULOKSIEN TULKINTAA JA HYVAKSYMISTA KOSKEVAT OHJEET
54.  Estrogeenivaikutuksia koskevaa testid olisi pidettiva positiivisena, jos kohdun paino lisddntyy tilastollisesti merkit-
tavalld tavalla (p-arvo < 0,05) ainakin suurimman annostason osalta liuotinta saavaan kontrolliryhmédn verrat-
tuna. Positiivista tulosta tukee myds annoksen ja vasteen suuruusluokan vilisen biologisesti vakuuttavan suhteen
osoittaminen. On pidettdvd mielessd, ettd testikemikaalin paillekkdinen estrogeeni- ja antiestrogeenivaikutus voi
vaikuttaa annosvastekdyran muotoon.
55.  Tietojen asianmukaisen arvioinnin varmistamiseksi on pidettdva huolta, ettd suurinta siedettdvdd annosta ei ylitetd.

Taltd osin olisi perusteellisesti arvioitava ruumiinpainon laskua, kliinisid oireita ja muita havaintoja.
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56. Kantaja-ainetta saavan kontrolliryhmidn kohdun painoja pidetddn kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevan
biotestin tietojen hyviksynnin kannalta tirkeidnd nikokohtana. Korkeat kontrolliarvot voivat vaarantaa biotestistd
saatavan vasteen ja kyvyn havaita erittdin heikot estrogeenivaikutuksia omaavat agonistit. Ammattikirjallisuudessa
ja tiedoissa, joita saatiin kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevan biotestin validoinnin aikana, todetaan, ettd
kontrolleissa esiintyy spontaanisti korkeita keskiarvoja erityisesti kasvuvaiheessa olevilla eldimilld (2)(3)(6)(9).
Koska keskenkasvuisten rottien kohdun paino on riippuvainen monista muuttujista, kuten kannasta tai ruumiin-
painosta, kohdun painolle ei voida antaa mitdén lopullista ylarajaa. Ohjeena on, etti jos keskenkasvuisten kontrol-
lirottien kuivatun kohdun paino on 40 ja 45 milligramman vilill4, tuloksia on pidettiva kyseenalaisina. Jos kohtu
painaa yli 45 milligrammaa, testin suorittaminen uudelleen voi olla tarpeen. Titd on kuitenkin harkittava tapaus-
kohtaisesti (3)(6)(8). Kun testi tehdddn tdysikasvuisilla rotilla, epdtdydellisesti suoritetusta ovariektomiasta jid
munasarjakudosta, joka voi tuottaa endogeenistd estrogeenid ja hidastaa kohdun painon regressiota.

57.  Kantaja-ainetta saavan kontrolli-ryhmin kuivattujen kohtujen painot, jotka ovat alle 0,09 % keskenkasvuisten
naarasrottien ruumiinpainosta ja alle 0,04 % nuorten tdysikasvuisten naaraiden ruumiinpainosta, vaikuttavat tuot-
tavan hyvaksyttavid tuloksia (ks. taulukko 31 (2)). Jos kontrolliryhmin kohtujen paino on nditd suurempi, olisi
tarkasteltava eri tekijoitd, kuten eldinten ikds, asianmukaisesti suoritettua munasarjojen poistoa, ravinnon fytoes-
trogeeneja, ja negatiivista testitulosta (jossa ei havaita estrogeenivaikutusta) olisi kdytettdva harkitsevasti.

58.  Kantaja-ainetta saaneen kontrolliryhmin aikaisemmat tiedot olisi siilytettdvi laboratoriossa. Positiivisten referens-
siestrogeenien, kuten 17-alfa-etinyyliestradolin, vasteita koskevat aikaisemmat tiedot olisi myos siilytettdva labora-
toriossa. Laboratoriot voivat myos testata vastetta tunnettuihin heikon estrogeenivaikutuksen omaaviin agonis-
teihin. Kaikkia niitd tietoja voidaan verrata saatavilla oleviin tietoihin (2)(3)(4)(5)(6)(7)(8). Néin varmistetaan labor-
atorion menetelmien riittdvd herkkyys.

59.  Kuivatun kohdun painot vaihtelivat OECD:n validointitutkimuksessa vihemman kuin kohdun markdpainot (6)(7).
Merkittdvd vaste kummassakin toimessa osoittaa kuitenkin, ettd testikemikaali on estrogeenivaikutuksen osalta
positiivinen.

60. Kohtuun vaste ei aiheudu pelkistddn estrogeeneista. Kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevan biotestin positii-
vista tulosta olisi kuitenkin yleensd tulkittava todisteena mahdollisista estrogeenivaikutuksista in vivo, ja sen vuoksi
olisi tavallisesti kdynnistettdvi tdydentdvid selvitystoimia (ks. hormonaalisten haitta-aineiden testausta ja arviointia
koskevat OECD:n kisitteelliset puitteet (OECD Conceptual Framework for the Testing and Assessment of Endo-
crine Disrupting Chemicals), liite 2).

Kuva 1

Kaavio, jossa esitetdin munasarjojen kirurginen poisto

Munasarjat

o

> Munajohdin

| eikkaa tastd

P Kohtu

Viilto
Suolilievettd, verisuonistoa ja
rasvakudosta ei ole esitetty

Toimenpide aloitetaan avaamalla selkd- ja kylkilihaksen puoleinen vatsanseindmi pituussuunnassa kylkiluun alar-
ajan ja suoliluun harjanteen vilisestd keskipisteestd ja muutama millimetri sivuun lannelihaksen lateraalisesta
reunasta. Munasarjat olisi paikannettava vatsaontelon sisdlld. Munasarjat olisi sen jalkeen poistettava vatsaontelosta
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aseptiselle alustalle, munasarjan ja kohdun vilille olisi sijoitettava sidos verenvuodon hillitsemiseksi, ja munasarja
poistetaan sidoksen pdille tehtavalld leikkauksella munajohtimen ja kunkin kohdunsarven yhtymikohdasta. Kun
on varmistettu, ettd runsasta verenvuotoa ei esiinny, vatsanseinima olisi suljettava ompeleella ja nahka olisi suljet-
tava hakasella tai ompeleella. Eldinten olisi annettava toipua ja kohdun painon palautua vihintddn 14 piivin ajan
ennen kayttod.

Kuva 2

Kohdun kudosten irrottaminen ja valmisteleminen painonmittausta varten

KOHDUN
PAINO

Irrotuskohta ruumiinavauksessa

Tami menettely aloitetaan avaamalla vatsanseindmad hapyliitoksesta alkaen. Sen jilkeen kohdunsarvi ja munasarjat,
jos niitd on, poistetaan seldnpuoleisesta vatsanseindmistd. Virtsarakko ja virtsajohtimet poistetaan kohdusta ja
emdttimestd vatsan puolelta ja sivupuolelta. Perdsuolen ja emdttimen vilissd oleva sidekudoksesta muodostuva
liitos irrotetaan, kunnes emittimen aukkoa ja vililihan nahkaa voidaan havainnoida. Kohtu ja emdtin irrotetaan
ruumiista leikkaamalla eméttimen seindmad aivan vililihan vilisen yhdyskohdan nahan ylipuolelta, kuten kuvassa
esitetddn. Kohtu irrotetaan rungon seindmdstd leikkaamalla varovaisesti kohdun mesenteria kohdassa, jossa se kiin-
nittyy kunkin kohdunsarven dorsolateraalisen sivun koko pituudelta. Sen jilkeen kun se irrotetaan ruumiista,
ylimédrainen rasva ja sidekudos puhdistetaan pois. Jos munasarjoja ei ole poistettu, ne poistetaan munajohtimesta
vilttden, ettd luminaalineste ei valu pois kohdunsarvesta. Jos eldimeltd on poistettu munasarjat, olisi tutkittava,
onko tyngissd munasarjakudosta. Emitin irrotetaan kohdusta aivan kohdunkaulan alapuolelta niin, ettd kohdun-
kaula pysyy kohdun runko-osassa, kuten kuvassa esitetdan. Kohtu voidaan sen jilkeen punnita.
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Lisdys 1

MAARITELMAT:

Antiestrogeenivaikutus on kemikaalin kyky estdd 17-beeta-estradiolin vaikutus nisikkaan elimistossi.
Kemikaalilla tarkoitetaan ainetta tai aineiden seosta.

Syntymadaika on syntymén jilkeinen péiva 0.

Annostus on yleinen kisite, johon sisiltyy annos, annostiheys ja annostuksen kesto.

Annos on annostellun testikemikaalin médra. Kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevassa biotestissd annos ilmaistaan
testikemikaalin painona koe-eldimen ruumiinpainon yksikkod kohden vuorokaudessa (esim. milligramma testikemikaalia
painokiloa kohti vuorokaudessa).

Suurin siedettivd annos on korkein miird kemikaalia, joka ei tapa koe-eldimid siirtyessddn niiden ruumiiseen (LD,)
(IUPAC, 1993).

Estrogeenivaikutus on kemikaalin kyky toimia 17-beeta-estradiolin tavoin nisikkain elimistossi.
Syntymin jilkeinen pdivi X on eliimen syntymistd lahtien laskettava elinpaivd X.

Herkkyys on testissd oikein luokiteltujen kaikkien positiivisten/aktiivisten kemikaalien osuus. Se on tismillisyyden mitta
testimenetelmassd, jolla tuotetaan kategorisia tuloksia, ja se on tirked ottaa huomioon testimenetelmin asianmukai-
suuden arvioinnissa.

Spesifiys on testissi oikein luokiteltujen kaikkien negatiivisten/ei-aktiivisten kemikaalien osuus. Se on tismallisyyden
mitta testimenetelmassd, jolla tuotetaan kategorisia tuloksia, ja se on tirked ottaa huomioon testimenetelmin asianmu-
kaisuuden arvioinnissa.

Testikemikaali on mitd tahansa aine tai seos, jota testataan kiyttamalld titd testimenetelma.
Kohtuun kohdistuva vaikutus on kisite, jolla kuvataan positiivista vaikutusta kohdun kudosten kasvuun.

Validointi on tieteellinen prosessi, joka on suunniteltu kuvaamaan toiminnallisia vaatimuksia ja testimenetelmin rajoja
sekd osoittamaan sen luotettavuus ja asiaankuuluvuus tiettyd tarkoitusta varten.



Huom.: Testiohjeita koskevan ohjelman sihteeriston valmistelema asiakirja hormonaalisten haitta-aineiden testausta ja arviointia koskevan tydryhmin

Lisgys 2

(EDTA) 6. kokouksessa tehdyn sopimuksen pohjalta

OECD:n hormonaalisten haitta-aineiden testausta ja arviointia koskevat kisitteelliset puitteet

Taso 1
Lajittelu ja priorisointi olemassa
olevien tietojen perusteella

— fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet, esim. molekyylipaino, reaktiivisuus,

haihtuvuus, biohajoavuus,
— ihmisten ja ympdriston altistuminen, esim. tuotantomadré, vapautuminen, kiyttotavat
— vaara, esim. saatavilla olevat toksikologiset tiedot

— estrogeeni-, androgeeni- ja kilpirauhashormonin

— ennakolta tehtava tehoseulonta (high

Taso 2 reseptorin sitoutumisaffiniteetti through put prescreens)
In vitro -testit, joilla tarjotaan — transkription aktivointi — kilpirauhasen toiminta
mekanistista tietoa — aromataasi ja steroidogeneesi in vitro — kalan maksasoluja koskeva vitello geniinilla
— aryylihiilivety-reseptorin tunnistaminen sitoutuminen tehtava testi (fish hepatocyte VTG assay)
— QSAR — muut (tarvittaessa)
Taso 3 — kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskeva testi

In vivo -testit, joilla annetaan tietoja
yhdestd endokriinisesta mekanismista

(liittyy estrogeeneihin)

— Hershbergerin testi(liittyy androgeeneihin)

— kaloja koskeva vitellogeniinilld
tehtivi testi (liittyy

2 vaikutuksi — muu kuin reseptorivélitteinen hormonitoiminta estrogeencihin)
Ja vaikutuxsista — muut (kuten kilpirauhanen)
Taso 4 — tehostettu OECD 407 (paitetapahtumat — kalan sukupuolirauhasia

In vivo -testit, joilla tarjotaan tietoja
useista endokriinisista mekanismeista
ja vaikutuksista

perustuvat endrokriinisiin mekanismeihin)
— urosten janaaraiden puberteettia koskevat testit
— leikkaamattomia taysikasvuisia uroksia koskeva
testi

koskeva histopatologinen testi
— sammakon muodonmuutosta
koskeva testi

Taso 5
In vivo -testit, joilla tarjotaan tietoja
endokriinisista ja muista
mekanismeista

— yhden sukupolven testi (TG 41 5-tehostettu)*

— kahden sukupuolven testi (TG 41 6-tehostettu)"

— lisaantymista koskeva seulontatesti (TG421-
tehostettu)*

— yhdistetty 28 paivan testi [ lisaantymista koskeva
seulontatesti (TG422-tehostettu)'

' VMG mamm tarkastelee mahdollisia tehostettuja toimia

— osittaista ja koko eliminkaarta
koskevat testit, joita
sovelletaan kaloihin, lintuihin,
sammakkoeldimiin ja
selkdrangattomiin (kehitys ja
lisddntyminen)

VMG mamm: Validation Management Group on Mammalian Testing and Assessment
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KASITEKEHYKSEEN LITTYVAT HUOMAUTUKSET:

Huomautus 1:  Siirtyminen ja poistuminen on mahdollista kaikilla tasoilla ja riippuu olemassa olevan tietotarpeen luon-
teesta vaaran ja riskin arvioinnin suhteen.

Huomautus 2: Tasolla 5 ekotoksilogiaan olisi sisdllyttivd pddtetapahtumat, jotka osoittavat haittavaikutuksia koskevat
mekanismit ja populaatiolle mahdollisesti aiheutuvat vahingot.

Huomautus 3: Jos multimodaalimallilla katetaan useita yksittdisid pdatetapahtumia koskevia testejd, timd malli korvaa
tdllaiset yksittiisid padtetapahtumia koskevat testit.

Huomautus 4: Kunkin kemikaalin arvioinnin olisi oltava tapauskohtainen, ja siind otetaan huomioon kaikki saatavilla
oleva tieto kehyksen tasojen tarkoituksen huomioon ottaen.

Huomautus 5: Kehystd ei olisi pidettdvd sellaisena, ettd se kattaa tilld hetkelld kaiken. Siihen sisiltyy tasoilla 3, 4 ja
5 testejd, jotka ovat kdytossd tai joiden validointi on kesken. Testit, joiden validointi on kesken, sisillyte-
tddn kehykseen viliaikaisesti. Kun ne on kehitetty ja validoitu, ne lisdtdan muodollisesti kehykseen.

Huomautus 6: Tasoa 5 ei olisi pidettdvi sellaisena, etti siihen sisdltyy pelkastddn lopullisia testejd. Kyseiseen tasoon sisil-
tyvien testien katsotaan edistivén yleistd vaarojen ja riskien arviointia.
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B.55. ROTILLA TEHTAVA HERSHBERGERIN BIOTESTI: LYHYTAIKAINEN SEULONTATESTI ANDROGEENISISTA (ANTI-
ANDROGEENISISTA) OMINAISUUKSISTA

JOHDANTO

1. Tami testimenetelmd vastaa OECD:n testiohjetta 441 (2009). OECD aloitti vuonna 1998 korkean prioriteetin
toimenpiteet, jotta voimassa olevia ohjeita tarkistetaan ja kehitetddn uusia, joilla mahdollisia hormonaalisia haitta-
aiheita seulotaan ja testataan (1). Yksi toimiin kuuluva osa oli rotilla tehtdvin Hershbergerin biotestid koskevan
testiohjeen kehittdminen. Tétd testid on kiytetty vuosikymmenia lddketeollisuudessa, ja sen jilkeen virallinen asian-
tuntijaryhma standardoi sen ensimmadisen kerran vuonna 1962 androgeenisia kemikaaleja koskevaksi seulontavili-
neeksi (2). Rotilla tehtdvistd Hershbergerin biotestistd on tehty vuosina 2001-2007 kattava validointiohjelma,
johon sisiltyi tausta-asiakirjan tekeminen (23), yksityiskohtaisia tyomenetelmid koskevan asiakirjan kerddminen
(3), dissektiota koskevan oppaan laatiminen (21) ja sellaisten laajojen laboratorioiden sisdisten ja niiden vilisten
tutkimusten suorittaminen, joilla osoitettiin biotestin luotettavuus ja toistettavuus. Namé validointitutkimukset
suoritettiin voimakkaalla referenssiandrogeenilla (testosteroni-propionaatti, jljempana 'TP’), kahdella voimakkaalla
synteettiselld androgeenilla (trenboloniasetaatti ja metyylitestosteroni), voimakkaalla antiandrogeenisella laakkeelld
(flutamidi), luonnollisen androgeenin (dihydrotestosteroni) voimakkaalla synteesin estdjilld (finasteridi), usealla
heikolla antiandrogeeniselld torjunta-aineella (linuroni, vinklotsoliini, prokymidoni, p,p’ DDE), voimakkaalla
5-alfa-reduktaasin estdjilld (finasteridi) ja kahdella tunnetulla negatiivisella kemikaalilla (dinitrofenoli ja nonyylife-
noli) (4)(5)(6)(7)(8). Tama testimenetelmé on tulos biotestistd saadusta pitkdstd kokemuksesta sekd validointitestid
koskevan ohjelman kokemuksista ja siitd saaduista tuloksista.

2. Hershbergerin biotesti on lyhytaikainen in vivo -seulontatesti, jossa kiytetdin urosten lisddntymiselimiin liittyvid
kudoksia. Testi on perdisin 1930-luvulta, ja sitd mukautettiin 1940-luvulla niin, ettd sithen sisallytettiin urosten
lisddntymiselinten androgeenille herkésti reagoivat lihakset (2)(9-15). Yli 700 mahdollista androgeenia arvioitiin
1960-luvulla kéyttden testiprotokollan standardisoitua versiota (2)(14). Androgeeneja ja antiandrogeeneji koske-
vien testien kdyttod pidettiin vakiomenetelmind 1960-luvulla (2)(15). Tamai biotesti perustuu puberteetin alkuvai-
heessa olevien kastroitujen urosrottien viiden androgeeniriippuvaisen kudoksen painonmuutoksiin. Siind arvioi-
daan kemikaalin kykya kdynnistdd biologista toimintaa, joka on yhdenmukaista androgeenivaikutuksen omaavien
agonistien, antagonistien tai 5-alfa-reduktaasin estdjien kanssa. Tdhdn testimenetelmédn sisaltyvit viisi androgee-
niriippuvaista kohdekudosta ovat ventraalinen eturauhanen, rakkularauhanen (sekd nesteiti ja eturauhasen etuosa),
perdaukon kohottajalihas ja virvelihas, Cowperin rauhaset ja terska. Puberteetin alkuvaiheessa olevilla kastroiduilla
urosrotilla kaikki ndmad viisi kudosta reagoivat androgeeneihin niin, ettd niiden absoluuttinen paino lisddntyy. Kun
nditd kudoksia stimuloidaan lisidmddn painoa voimakasta referenssiandrogeenia antamalla, kaikki ndmd viisi
kudosta reagoivat antiandrogeeneihin niin, ettd niiden absoluuttinen paino vihenee. Hershbergergin biotestin
pdamalli on puberteetin alkuvaiheessa oleva kirurgisesti kastroitu uros, ja timi validoitiin Hershbergerin validoin-
tiohjelman vaiheessa 1, 2 ja 3.

3. Hershbergerin biotesti on mekaaninen in vivo -seulontatesti androgeenivaikutuksen omaaville agonisteille, antago-
nisteille tai 5-alfa-reduktaasin estijille. Sen soveltamista olisi tarkasteltava osana hormonaalisten haitta-aineiden
testausta ja arviointia koskevia OECD:n kasitteellisid puitteita (OECD Conceptual Framework for the Testing and
Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals) (liite 2). Tassd kisitekehyksessd Hershbergedin biotesti sisiltyy
tasolle 3 in vivo -testind, jolla tarjotaan tietoja yhdestd endokriinisesta mekanismista, androgeenisesta toiminnasta
(antiadrogeenisesta toiminnasta). Se on tarkoitus sisillyttdd in vitro- ja in vivo -testiryhmédn, jolla tunnistetaan
sisderitysjarjestelmadin mahdollisesti vaikutuksia aiheuttavat kemikaalit. Viime kddessd tehdddn arviot ihmisten
terveydelle tai ymparist6lle aiheutuvista vaaroista ja riskeista.
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Kastraatiomenettelyyn liittyvien eldinten hyvinvointia koskevien huolenaiheiden vuoksi Hershbergerin biotestin
vaihtoehtoiseksi malliksi, jolla valtettiin kastraatio, luotiin leikkaamatonta (kastroimatonta) stimuloitua vastavieroi-
tettua urosta koskeva malli. Stimuloitua vastavieroitettua koskeva testimenettely validoitiin (24); validointitutki-
muksissa Hershbergerin biotestin vastavieroitettua urosta koskevalla versiolla ei kuitenkaan pystytty havaitsemaan
johdonmukaisesti heikkojen antiandrogeenien vaikutusta androgeeniriippuvaisten elinten painoon testatuilla
annostasoillla. Sitd ei sen vuoksi sisdllytetd tihin testimenetelméddn. Se on kuitenkin sisillytetty OECD:n ohjeasia-
kirjaan 115 (25), koska se on hyodyllinen eldinten hyvinvoinnin kannalta ja silli voidaan myos tarjota tietoja
muista toimintatavoista.

ALUSTAVAT NAKOKOHDAT JA RAJOITUKSET

Androgeenivaikutuksen omaavat agonistit ja antagonistit toimivat ligandeina androgeenireseptorille, jiljempana
'AR’, ja ne voivat aktivoida tai estdd reseptorin ohjaaman geenitranskription. Lisdksi jotkut kemikaalit estavit
testosteronin muuttumisen voimakkaammaksi luonnolliseksi androgeeniksi dihydrotestosteroniksi joissakin andro-
geenien kohdekudoksissa (5-alfa-reduktaasin estédjit). Tallaiset kemikaalit voivat mahdollisesti aiheuttaa terveydelle
vaaraa, my0s lisadntymis- ja kehitysvaikutuksia. Siten sddntelyyn liittyvien vaatimusten vuoksi on arvioitava ja
analysoitava nopeasti, voiko kemikaali toimia mahdollisesti androgeenivaikutuksen omaavana agonistina tai antag-
onistina taikka 5-alfa-reduktaasin estdjand. Ligandin affiniteetti androgeenireseptoriin, mitattuna reseptoriin sitou-
tumisena, tai reportterigeenien transkription aktivointi in vitro, ei ole ainoa mahdollista vaaraa osoittava tekija,
mutta silld tarjotaan tietoja. Muihin tekijoihin sisiltyvit metaboloinnin aktivointi tai deaktivointi kehoon siirty-
misen yhteydessd, kemiallinen jakautuminen kohdekudoksiin ja poistuminen kehosta. Tamén vuoksi on seulottava
kemikaalin mahdollinen vaikutus in vivo asianmukaisten olosuhteiden ja altistumisen perusteella. In vivo -arviointi
ei ole niin ratkaiseva, jos kemikaalin absorptiota, jakautumista, metaboloitumista ja erittymistd koskevat ominai-
suudet ovat tiedossa. Androgeeniriippuvaiset kudokset reagoivat androgeenistimulointiin nopealla ja voimakkaalla
kasvulla erityisesti, kun kyseessd ovat puberteetin alkuvaiheessa kastroidut urosrotat. Jyrsijilajeja, erityisesti rottia,
kiytetdan my0s laajasti myrkyllisyystutkimuksissa vaaratekijoiden kuvaamista varten. Téstd syystd testiversio, jossa
kéytetddn puberteetin alkuvaiheessa kastroituja rottia ja viittd kohdekudosta, on asianmukainen androgeenivaiku-
tuksen omaavien agonistien ja antagonistien sekd 5-alfa-reduktaasin estdjien in vivo -seulonnalle.

Tdmad testimenetelmd perustuu sellaisiin OECD:n validointitutkimuksessa kaytettyihin protokolliin, joiden on osoi-
tettu olevan luotettavia ja toistettavia laboratorioiden sisiisissd ja niiden vilisissd tutkimuksissa (4)(5)(6)(7)(8).
Téssd testimenetelmissd esitetddn androgeeneihin ja antiandrogeeneihin liittyvit menettelyt.

Vaikka eri laboratorioiden soveltamassa OECD:n Hershbergerin biotestid koskevassa validointiohjelmassa kéyte-
tyssd TP-annoksessa oli jonkin verran vaihtelua (0,2 verrattuna 0,4 milligrammaan/painokilo/vuorokausi, ihona-
lainen injektio), ndiden kahden testiprotokollan vaihteluvilissd ei ollut juurikaan eroa, kun kyseessi on kyky
havaita heikko tai voimakas antiandrogeeninen aktiviteetti. On kuitenkin selvad, ettd TP-annoksen ei pitdisi olla
liian suuri, jolloin heikkojen andogeenireseptorin antagonistien vaikutus estetddn, tai niin pieni, ettd androgeenir-
iippuvaisissa kudoksissa esiintyy vain vahin kasvuvastetta, vaikka samaan aikaan ei annettaisi antiandrogeenia.

Yksittdisten androgeeniriippuvaisten kudosten kasvu ei aiheudu pelkdstddn androgeeneistd, eli kemikaalit, jotka
ovat muita kuin androgeenivaikutuksen omaavia agonisteja, voivat muuttaa tiettyjen kudosten painoa. Kuitenkin
useiden kudoksien samanaikainen kasvuvaste osoittaa androgeenispesifisemmin mekanismin. Esimerkiksi suuret
annokset voimakkaita estrogeeneja voivat lisitd rakkularauhasten painoa; muissa testiin sisaltyvissi androgeeniriip-
puvaisissa kudoksissa vaste ei ole samanlainen. Antiandrogeeniset kemikaalit voivat toimia joko androgeeniresep-
torin antagonisteina tai 5-alfa-reduktaasin estdjind, ja 5-alfa-reduktaasin estdjilli on vaihteleva vaikutus, koska
muuttuminen vahvempaan dihydrotestosteroniin vaihtelee kudoksen perusteella. Antiandrogeeneilla, jotka estavit
5-alfa-reduktaasin, kuten finasteridi, on voimakkaampi vaikutus ventraaliseen eturauhaseen kuin muihin kudoksiin
verrattuna voimakkaaseen AR:n antagonistiin, kuten flutamidiin. T4td kudosvastetta koskevaa eroa voidaan kayttid
havaitsemaan ero AR-vilitteisen ja 5-alfa-reduktaasi-vilitteisen toiminnan valilld. Lisiksi androgeenireseptori liittyy
kehityksellisesti muihin steroidihormoneihin, ja tietyt muut hormonit, kun niitd annetaan korkealla, suprafysiolo-
gisella annostasolla, voivat sitoa ja toimia vastaan TP:n kasvua edistdvid vaikutuksia (13). On myos mahdollista,
ettd tehostunut steroidiaineenvaihdunta ja siitd johtuva seerumin testosteronin alentuminen voi vihentdd andro-
geeniriippuvaisten kudosten kasvua. Téstd syystd kaikkia Hershbergerin biotestin positiivisia tuloksia olisi normaa-
listi arvioitava soveltamalla todistusniyttod koskevaa lahestymistapaa, myds in vitro -testejd, kuten AR:n ja estro-
geenireseptorin sitoutumistestejd ja vastaavia transkription aktivointia koskevia testejd tai muita in vivo -testejd,
joissa tarkastellaan samoja androgeenin kohdekudoksia. Naihin sisdltyvit urosten puberteettia koskeva testi,
15 vuorokauden tdyskasvuisia uroksia koskeva testi, taikka toistetuilla annoksilla tehdyt 28 tai 90 vuorokauden
testit.
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9.  Kokemus osoittaa, ettd ksenobioottiset androgeenit ovat harvinaisempia kuin ksenobioottiset antiandrogeenit.
Siten oletetaan, ettd Hershbergerin biotestid kiytetddn useimmiten antiandrogeenien seulontaan. Androgeenien
testaamista koskevaa menettelyd voitaisiin kuitenkin suositella steroideille tai steroidien kaltaisille kemikaaleille,
taikka kemikaaleille, joiden indikaatio mahdollisista androgeenisista vaikutuksista on perdisin kisitekehyksen
tasoon 1 tai 2 sisaltyvistd menettelyistd (liite 2). Samoin androgeenisiin (antiandrogeenisiin) ominaisuuksiin liit-
tyvid haittavaikutuksia voidaan havainnoida tason 5 testeissd, miké johtaa tarpeeseen arvioida, toimiiko kemikaali
endokriinisella vaikutustavalla.

10.  On todettava, ettd kaikkien eldimiin perustuvien menettelyiden on téytettdvd paikalliset eldinten hoitoa koskevat
vaatimukset; jiljempina esitetyt kuvaukset hoidosta ja kasittelystd ovat toimintaa koskevia vihimmadisvaatimuksia,
ja ne korvataan paikallisilla sadnnoksilld, kuten tieteellisiin tarkoituksiin kdytettavien eldinten suojelusta 22 piivana
syyskuuta 2010 annetulla Euroopan parlamentin ja neuvoston direktiivilli 2010/63/EU (26). OECD antaa lisdoh-
jeita eldinten inhimillisestd kohtelusta (17).

11.  Kuten kaikissa biotesteissd, joissa kaytetddn koe-eldimid, olisi harkittava huolellisesti, onko tutkimuksen suoritta-
minen tarpeen. Téllaiseen padtokseen voi olla kaksi syyta:

— korkea altistuspotentiaali (kdsitekehyksen taso 1) tai osoitukset androgeenisestd vaikutuksesta (antiandrogeeni-
syydesta) (taso 2), jolla tuetaan tutkimusta siitd, voivatko vaikutukset esiintyd in vivo

— androgeenivaikutusten (antiandrogeenivaikutusten) kanssa yhdenmukaiset vaikutukset tason 4 ja 5 in vivo --
testeissd tukevat tutkimuksia tietystd vaikutustavasta, esim. madritysti siitd, johtuvatko vaikutukset androgeeni-
sesta (antiandrogeenisesta) mekanismista.

12.  Tissi testimenetelmdssi kdytetyt médritelmat esitetddn liitteessd 1.

TESTIN PERIAATE

13.  Hershbergerin biotestin herkkyys saavutetaan kiyttimalld uroksia, jotka tuottavat mahdollisimman vihian endo-
geenista androgeenia. Tdmd voidaan toteuttaa kdyttamalld kastroituja uroksia. Kastraation jilkeen kohdekudoksilla
on ollut riittdvasti aikaa kutistua minimiin, ja samantasoinen ldhtopaino on otettu huomioon. Seulottaessa
mahdollista androgeenista toimintaa eldimen endogeenisen androgeenin taso on alhainen ja hypotalamusta, aivoli-
sikettd ja sukupuolirauhasia koskevaa akselia on estetty kompensoimasta titd palautemekanismeilla, kudosten
vastekykyd on maksimoitu ja kudosten painonvaihtelua kokeen alussa on vihimmaistetty. Seulottaessa mahdollista
antiandrogeenista toimintaa, johdonmukaisempi kudosten painonnousu voidaan saada aikaan, kun kudoksia
stimuloidaan referenssiandrogeenilla. Siten Hershbergerin biotestiin tarvitaan vain kuusi eldintd annosryhmai
kohti, kun muissa testeissd, joissa kdytetddn leikkaamattomia puberteettivaiheessa olevia tai tdysikasvuisia uroksia,
suositellaan kdyttimdan 15 urosta annosryhmdi kohti.

14.  Puberteetin alkuvaiheessa olevien urosrottien kastraatio olisi toteuttava asianmukaisesti kdyttdmalld hyviksyttyd
anestesiamenetelmad ja aseptista tekniikkaa. Kipulddke annetaan ensimmadisind pdivind leikkauksen jilkeen leik-
kauksen jalkeisten vaivojen poistamiseksi. Kastraatio tehostaa testin tarkkuutta havaita heikot androgeenit ja anti-
androgeenit, koska leikkaamattoman eldimen kompensoiva endokriininen palautemekanismi, joka voi lievittdd
annettujen androgeenien ja antiandrogeenien vaikutusta, poistetaan ja koska merkittdva yksiloiden vilinen seer-
umin testosteronin tason vaihtelu poistetaan. Kastraatiolla vdhennetddn siten tillaisen endokriinisen toiminnan
seulontaan tarvittavien eldinten maaraa.

15.  Kun seulotaan mahdollista androgeenista toimintaa, testikemikaalia annostellaan péivittdin suun kautta letkulla tai
ihonalaisella injektiolla 10 perakkidisen pdivin ajan. Testikemikaali annetaan vahintddn kahdelle koe-eldinten koer-
yhmille kéyttden yhtd annostasoa ryhmaid kohti. Koe-eldimille suoritetaan ruumiinavaus noin 24 tunnin kuluttua
viimeisestd annoksesta. Kaikki tilastollisesti merkittavit kahden tai useamman kohde-elimen painonnousut testike-
mikaalia saavassa ryhmissd verrattuna kantaja-ainetta saavaan kontrolliryhméin, merkitsevit, ettd testikemikaali
on mahdollisen androgeenisen toiminnan osalta positiivinen (ks. 60 kohta). Trenbolonin kaltaisilla androgeeneilla,
jotka eivdt voi olla 5-alfa-reduktaasin estdjid, on vahvempia vaikutuksia perdaukon kohottajalihakseen ja varveli-
hakseen seki terskaan TP:hen verrattuna, mutta kaikkien kudosten kasvun pitiisi lisddntya.

16.  Seulottaessa mahdollista androgeenista toimintaa testikemikaali annostellaan paivittdin suun kautta letkulla tai
ihonalaisella injektiolla 10 perdkkdisen paivin ajan yhdessd TP-annosten kanssa (0,2 tai 0,4 mg/kg/vuorokausi)
ihonalaisella injektiolla. Validointiohjelmassa madriteltiin, ettd TP:td voidaan kayttdd joko 0,2 tai 0,4 mg/kg/vuoro-
kausi, koska kummatkin annokset olivat tehokkaita antiandrogeenien havaitsemisessa ja sen vuoksi testiin olisi
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valittava ainoastaan yksi annos. Testikemikaalin porrastetut annokset annetaan vahintddn kolmelle koe-eldinten
koeryhmille kiyttden yhtd annostasoa ryhmidd kohti. Koe-eldimille suoritetaan ruumiinavaus noin 24 tunnin
kuluttua viimeisestd annoksesta. Kaikki tilastollisesti merkittavit kahden tai useamman kohde-elimen painon-
nousut testattavaa kemikaalia ja TP:td saavassa ryhmdssd verrattuna pelkistddn TP:td saavaan kontrolliryhmain,
merkitsevit, ettd testikemikaali on mahdollisen androgeenisen toiminnan osalta positiivinen (ks. 61 kohta).

MENETELMAN KUVAUS

Eldinlajin ja kannan valinta

17. Rottia on kdytetty tavallisesti Hershbergerin biotestissd 1930-luvulta ldhtien. Vaikka on biologisesti mahdollista,
ettd rottien ja hiirten kdytostd saataisiin samanlaisia vastauksia, rottamallista saadun 70 vuoden kokemuksen
perusteella Hershbergerin biotestin lajiksi on valittu rotta. Lisdksi, koska Hershbergerin biotesti voidaan tehdd
ennen pitkdaikaista monen sukupolven tutkimusta, kummassakin tutkimuksessa on kaytettdvd samaa eldinlajia,
kantaa ja toimituslahdetta.

18.  Laboratoriot voivat valita tdimédn protokollan perusteella testissd kaytettdvin rottakannan. Sen pitdisi yleensd olla
kanta, jota on kdytetty aikaisemmin testin suorittavassa laboratoriossa. Testiin voidaan kayttdd laboratoriossa ylei-
sesti kdytettyjd rottakantoja; kuitenkin, kantoja, jotka kehittyvdt huomattavasti 42 pdivan ikdd mydhemmin, ei
pitdisi kayttdad, koska ndiden urosten kastrointi 42 pdivin idssd voi estdd terskan painon mittaamisen. Tama
voidaan tehdd ainoastaan sen jalkeen, kun esinahka eroaa peniksestd. Tdstd syystd Fisher 344 -rotista johdettuja
kantoja ei pitiisi kdyttdd harvinaisia tapauksia lukuun ottamatta. Fisher 344 -rotalla on erilainen seksuaalisen kehi-
tyksen ajoitus muihin yleisemmin kéytettyihin kantoihin, kuten Sprague Dawley ja Wistar, nihden (16). Jos
tdllaista kantaa kéytetddn, laboratorion pitiisi kastroida ne jonkin verran myohdisemmdssi idssd, ja sen olisi
voitava osoittaa kdytetyn kannan testiherkkyys. Laboratorion olisi esitettava selkedsti perustelut rottakannan valin-
nalle. Mikili seulontatesti suoritetaan ennen oraalista toistuvan annostelun tutkimusta, lisddntymis- ja kehitystutki-
musta tai pitkdaikaista tutkimusta, kaikissa kokeissa on kéytettdvd mieluiten samasta kannasta ja lihteestd olevaa
eldintd.

Koe-eldinten hikit ja ruokinta

19.  Kaikkien toimenpiteiden olisi oltava eldinten hoitoa koskevien paikallisten vaatimusten mukaisia. Naméd kuvaukset
hoidosta ja kisittelystd ovat vihimmadisvaatimuksia, ja ne korvataan tiukemmilla paikallisilla sddnnoksilld, kuten
tieteellisiin tarkoituksiin kéytettivien eldinten suojelusta 22 piivdand syyskuuta 2010 annetulla Euroopan parla-
mentin ja neuvoston direktiivilli 2010/63/EU (26). Koe-eldinhuoneen lampétilan pitiisi olla 22 °C (se voi vaih-
della noin *+ 3 °C). Suhteellinen kosteus on vihintddn 30 % eikd mielellddn ylitd 70:td % muulloin kuin huoneen
puhdistuksen aikana. Tavoitteena on 50-60 %:n suhteellinen kosteus. Huoneessa tulee kiyttdd keinovalaistusta.
Valaistusta olisi kdytettdva jaksossa 12 tuntia valoa, 12 tuntia pimeaa.

20.  Usean eldimen ryhmd on parempi kuin yksin pitdminen, koska eldimet ovat nuoria ja rotat ovat sosiaalisia eldimia.
Kahden tai kolmen eldimen pitdmiselld hakissd viltetddn tilanahtaus ja sithen liittyvé stressi, joka voi hairité lisdsu-
kupuolirauhasten kudoksien kehityksen hormonaalista kontrollia. Hikit puhdistetaan kauttaaltaan ja mahdolliset
epdpuhtaudet poistetaan. Hakit sijoitetaan siten, ettd niiden sijainnista johtuvat vaikutukset ovat mahdollisimman
vihdisid. Sopivan kokoinen hikki (~ 2 000 neliosenttimetrid) estdd tilanahtauden.

21. Kukin eldin olisi tunnistettava yksilollisesti (esim. korvamerkilld tai muulla merkinnilld) kdyttden inhimillistd
menetelmdd. Tunnistustapa on kirjattava.

22.  Laboratorioruokintaa ja juomaveden mdiirdd ei saa rajoittaa. Hersbergerin biotestid suorittavien laboratorioiden
olisi kdytettivd laboratorioruokavaliota, jota kdytetddn tavallisesti, kun ne testaavat kemikaaleja. Biotestid koske-
vissa validointitesteissd ei havaittu, ettd ruokavaliolla olisi ollut vaikutuksia tai se olisi aiheuttanut vaihtelua.
Kiytetty ravinto kirjataan ja nayte laboratorioravinnosta olisi sdilytettdvd mahdollista myohempdd analyysia
varten.

Androgeeniriippuvaisten elinten painoa koskevat suorituskriteerit

23.  Validointitutkimuksen aikana ei esiintynyt ndyttod siitd, ettd ruumiinpainon laskeminen lisési tai vihensi kohdeku-
dosten (eli niiden, joita tdssd tutkimuksessa punnitaan) kudospainon lisddntymista.
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24.  Validointiohjelmassa menestyksekkaisti kdytettyjen eri rottakantojen androgeeniriippuvaisten elinten paino on
painavammilla rottakannoilla suurempi kuin kevyemmilld. Téstd syystd Hershbergerin biotestin suorituskriteer-
eihin eivit sisilly absoluuttiset odotettavissa olevat elinten painot positiivista ja negatiivista kontrollia varten.

25.  Koska kudoksen variaatiokertoimella on vastakkainen suhde tilastollisen voiman kanssa, Hershbergerin biotestin
suorituskriteerit perustuvat kunkin kudoksen variaatiokertoimen maksimiarvoihin (taulukko 1). Variaatiokertoimet
ovat perdisin OECD:n validointitutkimuksista. Laboratorioiden olisi tarkasteltava negatiivisten vaikutusten osalta
kontrolliryhmédn ja korkean annoksen koeryhmin variaatiokertoimia sen mdédrittelemiseksi, onko variaatioker-
toimen maksimiarvoja koskevat suorituskriteerit ylitetty.

26.  Tutkimus olisi toistettava, jos: 1) kolme tai useampi kymmenestd mahdollisesta yksittdisestd varijaatiokertoimesta
kontrolliryhmadssé ja korkean annoksen koeryhmadssi ylittdd agonisteja ja antagonisteja koskeville tutkimuksille
taulukossa 1 osoitetun enimmadisarvon, tai 2) ainakin kaksi kohdekudosta on vihdmerkityksisté, eli niiden r-arvo
on 0,05-0,10.

Taulukko 1

Suurimpien sallittujen variaatiokertoimien maéiritteleminen lisisukupuolirauhasten kohdekudoksille
kastroitua eldinti koskevassa mallissa OECD:n validointitutkimuksissa (')

Kudos Antiandrogeeniset vaikutukset Androgeeniset vaikutukset
Rakkularauhaset 40 % 40 %
Ventraalinen eturauhanen 40 % 45 %
Perdaukon kohottajalihas ja virve- 20 % 30 %
lihas
Cowperin rauhaset 35 % 55 %
Terska 17 % 22%

TESTIN SUORITTAMINEN

Sddntelyn noudattaminen ja laboratorioiden pitevyyden varmistaminen

27.  Toisin kuin kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskevassa testissd (tdssé liitteessd oleva B.54 luku), Hershbergerin
testissd laboratorioiden pitevyytti ei tarvitse osoittaa ennen tutkimuksen aloittamista, koska rinnakkaisten positii-
visten (testosteroni-propionaatti ja flutamidi) ja negatiivisten kontrollien suorittaminen on olennainen osa testid.

Eldinten lukumdiri ja kunto

28.  Kuhunkin koe- ja kontrolliryhmain pitiisi sisiltyd ainakin kuusi eldintd. Tima koskee androgeeni- ja antiandrogee-
nivaikutusta koskevia protokollia.

Kastrointi

29.  Eldinten totutusvaiheen olisi kestettdvd usean paivin ajan eldinten vastaanottamisesta, jotta varmistetaan, ettd ne
ovat terveitd ja menestyvit. Koska 42 piivin ikdd tai syntymin jilkeistd paivdd 42 ennen kastroitujen eldinten
esinahka ei ole mahdollisesti eronnut terskasta, eldimet olisi kastroitava syntyman jilkeisend pdivand 42 tai sen
jlkeen, ei aiemmin. Eldimet kastroidaan nukutettuina siten, ettd niiden kivespussiin tehdddn viilto, kummatkin
kivekset ja lisikivekset poistetaan, ja verisuonet sekd siemenjohtimet sidotaan. Kivespussi suljetaan ompeleella tai
hakasilla sen jilkeen, kun on varmistettu, ettei verenvuotoa esiinny. Eldimille olisi annettava kipuldikettd ensim-
mdisind paivini leikkauksen jilkeen mahdollisten vaivojen lievittimiseksi. Jos kastroidut eldimet hankitaan toimit-
tajalta, sen on taattava eldinten ikd ja sukukypsyyden vaihe.

(") Tietyn kudoksen variaatiokertoimen kynnysarvo tunnistettiin variaatiokertoimen arvoja koskevasta kaaviokuvasta — joka on jérjes-
tetty pienimmdstd perdkkdin suurimpaan — kaikkien validointiohjelman kokeiden kaikille keskiarvoille kdyttden tiettyd mallia
(agonisti tai antagonisti). Variaatiokertoimen kynnysarvo luetaan siitd pisteestd, kun lisdykset seuraavaan suurempaan variaatioker-
toimeen sarjassa ovat huomattavasti suurempia kuin muutamat edeltévit variaatiokertoimet — raja-arvo. Olisi pantava merkille, ettd
vaikka tdssd analyysissa todettiin melko luotettavia raja-arvoja testin antagonisteja koskevalle mallille, variaatiokertoimen agonisteja
koskevan testin kéyrit osoittivat tasaisemman lisdyksen, jolloin tilld menettelylld tunnistettava kynnysarvio on jokseenkin sattuman-
varainen.



L 247/48 Euroopan unionin virallinen lehti 21.8.2014

Totutus kastraation jilkeen

30. Eldinten pitdisi voida jatkaa tottumista laboratorio-olosuhteisiin vahintddn seitsemidn péivin ajan kastraatiosta,
jotta kohdekudosten paino voisi palautua. Eldimid on tarkkailtava paivittiin, ja kaikki eldimet, joilla on merkkejd
taudista tai fyysisistd poikkeavuuksista, on poistettava. Kisittely voidaan siten aloittaa (tutkittavan aineen) annos-
telun aloittamisella jo syntyman jilkeisend pidivind 49, mutta viimeistddn pédivind 60. Eldimen ikd ei saisi olla
ruumiinavauksessa myohempi kuin syntymin jilkeinen pdivd 70. Laboratorio voi timédn joustavuuden ansiosta
ajoittaa kokeet tehokkaasti.

Ruumiinpaino ja satunnaisotos ryhmissi

31.  Eri eldinten ruumiinpainon erot aiheuttavat vaihtelua kudospainossa eldinryhmien sisdlld ja niiden valilld. Kudos-
painon vaihtelun lisddminen johtaa korkeampaan variaatiokertoimeen ja vihentii testin tilastollista voimaa (eli
testiherkkyyttd). Sen vuoksi ruumiinpainon vaihtelua olisi hallittava kokeellisesti ja tilastollisesti.

32.  Kokeellinen hallinta merkitsee, ettd tutkimusryhmien sisdlld ja niiden vililld aiheutetaan pientd ruumiinpainon
vaihtelua. Ensinndkin epdtavallisen pienid tai suuria eldimii olisi véltettavi ja niitd ei pitdisi sijoittaa tutkimusryh-
miin. Tutkimuksen alkaessa eldinten paino saa vaihdella korkeintaan + 20 % tavanomaisesta keskiarvosta (esim.
175 g + 35 g puberteetin alkuvaiheessa kastroitujen rottien osalta). Toiseksi eldimet pitdisi jakaa ryhmiin
(kontrolli- ja koeryhmiin) satunnaisen painojakauman mukaisesti, jotta minkdin ryhman keskimairdinen ruumiin-
paino ei poikkea tilastollisesti muista ryhmistd. Sovellettu ryhmén satunnaisotosta koskeva menettely on kirjat-
tava.

33.  Koska toksisuus saattaa vihentdd koeryhmien ruumiinpainoa kontrolliryhmiin verrattuna, tilastollisena kovariant-
tina voidaan kiyttdd testikemikaalin ensimmadistd annospéivii, ei ruumiinpainoa ruumiinavauksessa.

Annostasot

34.  Sen mddrittimiseksi, voiko testikemikaalilla olla androgeenivaikutusta in vivo, yleensd riittdd kaksi testikemikaalia
saavaa annosryhmiid sekd positiivinen ja kantaja-aineakontrolli (negatiivinen kontrolli) (ks. 43 kohta). Titd mallia
pidetddn parempana eldinten hyvinvointiin liittyvistd syistd. Jos tarkoituksena on annosvastekdyrdn saaminen tai
ekstrapolointi alempiin annoksiin, tarvitaan ainakin kolme annosryhmdi. Jos tarvitaan androgeeniaktiivisuuden
tunnistamista laajempia tietoja (kuten arviota kemikaalin voimakkuudesta), olisi harkittava erilaista annostusta.
Antiandrogeeneja koskevan testin osalta testikemikaali annostellaan yhdessd referenssiandrogeenin vaikutuksen
omaavan agonistin kanssa. Olisi kdytettavd vahintdadn kolmea koeryhmid, joille annetaan erilaiset annokset testike-
mikaalia, ja positiivista ja negatiivista kontrollia (ks. 44 kohta). Kontrolliryhmén eldimid ksitellddn aivan samoin
kuin koeryhmin eldimid, paitsi ettd niille ei anneta testikemikaalia. Jos kantaja-ainetta kédytetddn testikemikaalin
annon yhteydessd, kontrolliryhmén pitiisi saada korkein méird koeryhmissi kdytettyd kantaja-ainetta.

35.  Kaikki annostasot olisi ehdotettava ja valittava niin, ettd otetaan huomioon testikemikaalista tai sithen liittyvistd
materiaaleista mahdollisesti saatavilla olevat toksisuustiedot ja kineettiset (toksikokineettiset) tiedot. Suurimman
annostason osalta olisi ensiksi otettava huomioon LD, (puolet tappava annos) ja/tai vilitontd myrkyllisyyttd
koskevat tiedot, jotta eldinten kuolema, merkittdvi kirsiminen tai tuska valtetdan (17)(18)(19)(20), ja toiseksi olisi
otettava huomioon saatavilla olevat subkroonisissa ja kroonisissa tutkimuksissa kiytetyt annostiedot. Yleensd suu-
rimman annoksen ei pitdisi aiheuttaa sitd, ettd eldinten lopullinen ruumiinpaino laskee yli 10 % kontrollipainosta.
Suurimman annoksen pitéisi olla joko 1) suurin annos, jolla varmistetaan eldimen selviytyminen ja se, ettd se ei
aiheuta merkittdvid toksisuusvaikutuksia tai karsimystd eldimille kemikaalin antoa seuraavana 10 perikkdisend
pdivind, jolloin suurin annos on 1 000 mg/kg/péivd (ks. 36 kohta); tai 2) annos, joka aiheuttaa androgeenisia
(antiandrogeenisia) vaikutuksia, riippuen siitd, kumpi annos on pienempi. Suojelutoimenpiteend pitkat valit, esim.
puoli logaritmiyksikkod (joka vastaa annoslisdystd, jonka kerroin on 3,2) tai jopa yhden logaritmiyksikon verran
annosten valilld, ovat hyviksyttavid. Jos soveltuvia tietoja ei ole kéytettdvissd, voidaan tehdd annoksenmairitystut-
kimus, (ks. 37 kohta), jonka perusteella kiytettivit annokset voidaan méarittda.

Raja-annostaso

36. Jos testissd, jonka raja-annos on 1 000 mg/painokilo/vuorokausi ja jonka alhaisempaan annokseen sovelletaan
tissd tutkimuksessa kuvattuja menettelyjd, ei voida tuottaa lisidntymiselinten painolle tilastollisesti merkittdvaa
muutosta, tdydentdvid annostasoja voidaan pitdd tarpeettomina. Raja-annosta sovelletaan paitsi silloin, kun
ihmisten altistumista koskevat tiedot osoittavat, ettd korkeampi annostaso on tarpeellinen.
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Annoksenmairitystd koskevat nikokohdat

37.  Alustava annoksenmaddritystd koskeva tutkimus voidaan suorittaa tarvittaessa muutamalla eldimelld asianmu-
kaisten annosryhmien valitsemiseksi (tdssd kdytetddn valitontd myrkyllisyyttd koskevien testien menettelyitd (timédn
liitteen B.1 a ja B.1 b luku (27), OECD:n testiohje 425 (19))). Hershbergerin biotestin tavoitteena on valita
annokset niin, ettd eldimen selviytyminen varmistetaan ja ettd niihin ei sisdlly merkittdvad toksisuutta tai ne eivit
aiheuta eldimille kdrsimystd kemikaalin antoa seuraavana kymmenend perdkkdisend pdivini, jolloin suurin annos
on 1 000 mg/kg/pdivd, kuten todetaan 35 ja 36 kohdassa. Tiltd osin OECD:n ohjeasiakirjaa (17) voidaan kayttia
maédrittelemddn sellaisten kliinisten oireiden esiintyminen, jotka viittaavat toksisuuteen tai eldimelle aiheutuvaan
kirsimykseen. Mahdollisuuksien mukaan tissd annoksenmddritystutkimuksessa voidaan kolmen pdivin jilkeen
annoksen antamisesta leikata kohdekudokset ja punnita ne noin 24 tuntia viimeisen annoksen antamisen jélkeen.
Niitd tietoja voidaan sen jilkeen kayttdd varsinaisen tutkimuksen annostuksen suunnitteluun.

Vertailukemikaalit ja kantaja-aine

38.  Vertailuun kiytetyn androgeenivaikutuksia aiheuttavan agonistin olisi oltava testosteroni-propionaatti (TP)
CAS-nro 57-82-5. Vertailuun kéytetty TP-annos voi olla joko 0,2 tai 0,4 mg/painokilo/vuorokausi. Vertailuun
kéytetyn androgeenivaikutuksia aiheuttavan antagonistin olisi oltava flutamidi (FT), CAS-nro No 1311-84-7.
Vertailuun kéytetyn flutamidiannoksen olisi oltava 3 mg/painokilo/vuorokausi, ja flutamidi olisi annettava samaan
aikaan vertailuun kéytetyn TP-annoksen kanssa.

39.  Vesipitoisen liuoksen/suspension kiytt6d on harkittava ensisijaisesti aina, kun se on mahdollista. Koska useimmat
androgeenien ligandit tai niiden metaboliset prekursorit ovat yleensd hydrofobisia, yleisin menettelytapa on oljy-
pohjaisen liuoksen/suspension kiytto (esimerkiksi maissi-, pahkini-, seesami- tai oliivi6ljy). Testikemikaalit voidaan
liuottaa pieneen mddrddn 95-prosenttista etanolia tai muihin soveltuviin liuottimiin, ja niitd voidaan laimentaa
lopulliseen pitoisuuteen kantaja-aineessa. Liuottimen myrkyllisyysominaisuudet on oltava tiedossa, ja niitd olisi
testattava erillisen ainoastaan liuotinta sisaltdvin kontrolliryhmin avulla. Jos testikemikaalia pidetddn stabiilina,
sen liuottamisen edistimiseksi voidaan kayttdd varovaista limmitystd ja voimakkaita mekaanisia toimenpiteiti.
Testattavan kemikaalin stabiliteetti kantaja-aineessa maddritetddn. Jos testikemikaali on stabiili koko tutkimuksen
ajan, voidaan valmistaa yksi alkuerd testikemikaalia, ja mairitelty annos laimennoksia valmistetaan paivittdin. On
huolehdittava, ettd ndytteisiin ei padse epdpuhtauksia ja ettd ne eivit pilaannu.

Antotapa

40.  TP:td annostellaan ihonalaisella injektiolla ja FT:td suun kautta letkulla.

41.  Testikemikaali annostellaan suun kautta letkulla tai ihonalaisella injektiolla. Antotavan valinnassa on otettava
huomioon eldinten hyvinvointiin liittyvit ndkokohdat ja testikemikaalin fyysiset/kemialliset ominaisuudet. Ennen
kuin aloitetaan laaja pitkdaikainen testaus — jos injektiolla on saatu jo positiivisia tuloksia —, on otettava
huomioon toksikologiset nikokohdat, kuten se, mikd merkitys on reitilld, jota kautta ihminen altistuu kemikaalille
(esim. suuletkua kdytetddn mallina aineen nautinnan suhteen, ihonalaista injektiota hengitysteiden tai ihoadsorp-
tion suhteen), ja olemassa olevat toksikologiset tiedot metaboloitumisesta ja kinetiikasta (esim. tarve vilttdd ensi-
kierron metabolia, parempi tehokkuus tietyn reitin valitykselld).

42.  Eldinten olisi saatava annos samalla tavoin ja samassa aikajirjestyksessd kymmenen perdkkiisen pdivin aikana
noin 24 tunnin vilein. Annostasoa olisi mukautettava joka pdivdi samanaikaisesti suoritettavan paivittdisen
ruumiinpainon mittauksen perusteella. Annoksen tilavuus ja antoajankohta olisi kirjattava jokaisena altistuspdi-
vind. Tietojen asianmukaisen arvioinnin varmistamiseksi on pidettdvd huolta, ettd 35 kohdassa tarkoitettua suur-
inta annosta ei ylitetd. Téltd osin olisi perusteellisesti arvioitava ruumiinpainon alentumista, kliinisid oireita ja
muita havaintoja. Letkuruokinnassa olisi kdytettivd mahaletkua tai sopivaa intubaatiokanyylia. Suurin kerralla
annettava nestemdadrd mairdytyy koe-eldimen koon mukaan. Olisi noudatettava paikallisia eldinten hoitoa koskevia
vaatimuksia, mutta nestemddrén tilavuus ei saa ylittdd 5 ml/painokilo. Poikkeuksen muodostavat vesiliuokset, joita
kaytettdessd tilavuus voi olla 10 ml/painokilo. Thonalaisten injektioiden osalta annokset olisi annettava lapaluun
taakse tai lantion alueelle steriililli neulalla (esim. 23 tai 25 gaugen neula) ja tuberkuliiniruiskulla. Pistokohdan
ajeleminen on vapaaehtoista. Kaikki annosvajaukset ja vuodot pistoskohdassa tai puutteellinen annostus olisi
kirjattava. Pdivittdin rottaan injektoitavan nestemairdn kokonaistilavuus ei saa ylittdd 0,5:td ml/painokilo.
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Androgeenovaikutuksia omaavia agonisteja koskevat erityiset menettelyt

43.  Androgeenivaikutuksia omaavia agonisteja koskevan testi osalta kantaja-ainetta saanut ryhmd muodostaa negatii-
visen kontrollin ja TP:td saanut ryhmd positiivisen kontrollin. Androgeenivaikutuksia omaavien agonistien kanssa
yhdenmukaista biologista toimintaa testataan antamalla koeryhmille testikemikaalia valittu annos kymmenen
perikkdisen paivin ajan. Testikemikaalia saaneiden ryhmien viiden lisdsukupuolirauhasen kudoksen painoa verra-
taan kantaja-ainetta saaneeseen ryhmaéan tilastollisesti merkittdvin painonlisdyksen arvioimiseksi.

Androgeenivaikutuksen omaavia antagonisteja ja 5-alfa-reduktaasin estijid koskevat erityiset menettelyt

44.  Androgeenivaikutuksen omaavia antagonisteja ja 5-alfa-reduktaasin estdjid koskevan testin osalta TP:td saanut
ryhmd muodostaa negatiivisen kontrollin, ja TP:n ja FTin vertailuannoksia samanaikaisesti saanut ryhmai
muodostaa positiivisen kontrollin. Androgeenivaikutuksen omaavien antagonistien ja 5-alfa-reduktaasin estdjien
kanssa yhdenmukaista biologista toimintaa testataan antamalla TP:ta vertailuannos ja antamalla testikemikaalia
kymmenen perdkkdisen pdivin ajan. TP:td ja testikemikaalia saaneiden ryhmien viiden lisisukupuolirauhasen
kudoksen painoa verrataan pelkdstddn TP:td saaneeseen ryhmaidn tilastollisesti merkittdvin painon vihentymisen
arvioimiseksi.

Tarkkailu

Kliiniset havainnot

45.  Yleiset kliiniset havainnot olisi tehtdvd vihintddn kerran paivdssd ja useammin, jos havaitaan toksisuusoireita.
Havaintoja olisi tehtdvd mieluiten samaan aikaan joka paivd ottaen huomioon se, milloin annoksen antamisen
jalkeen odotetut vaikutukset ovat suurimmillaan. Kaikkia eldimid tarkkaillaan niin, ettd huomiota kiinnitetddn
kuolleisuuteen, sairastuvuuteen ja yleisiin kliinisiin oireisiin, kuten muutoksiin kdyttaytymisessd, ihon, turkin,
silmien, limakalvojen eritteiden eritykseen sekd autonomisen hermoston toimintaan (esim. kyynelvuoto, piloer-
ektio, mustuaisen koko, poikkeava hengitys).

46.  Kaikki kuolleena loytyneet eldimet olisi poistettava ja havitettdvd, ja tietoja ei tarvitse analysoida. Kaikki ennen
ruumiinavausta kuolleet eldimet olisi sisillytettdvd tutkimustietoihin mukaan lukien ilmeiset kuolinsyyt. Kaikki
kuolemaisillaan olevat eldimet olisi lopetettava inhimilliselld tavalla. Kaikki kuolemaisillaan olleet ja my6hemmin
lopetetut eldimet olisi siséllytettavd tutkimustietoihin mukaan lukien ilmeiset kuolinsyyt.

Eldimen paino ja ravinnon kulutus

47.  Kaikki eldgimet olisi punnittava ldhimpédn 0,1 grammaan. Punnitus aloitetaan juuri ennen kokeen aloittamista, eli
kun eldimet jaetaan ryhmiin. Valinnaisena mittana voidaan kéyttad altistusjakson aikana kulutetun ravinnon
méirad, joka voidaan mitata hikkid kohti punnitsemalla annostelulaitteet. Ravinnon kulutuksesta saadut tulokset
olisi ilmoitettava grammoina rottaa kohti pdivissi.

Dissektio seki kudosten ja elinten painon mittaaminen

48. Noin 24 tunnin kuluttua testikemikaalin viimeisestd annoksesta rotat lopetetaan ja veri poistetaan testin suorit-
tavan laboratorion tavanomaisten menettelyjen mukaisesti, ja ruumiinavaus suoritetaan. Laboratorioraporttiin on
merkittdva eldimen inhimilliseen lopettamiseen kaytetty menetelma.

49.  Thannetapauksessa ruumiinavausjdrjestys satunnaistetaan ryhmien vililld. Néin viltetddn eteneminen suoraan ylos
tai alaspdin annosryhmid, mikd voi vaikuttaa tietoihin. Kaikki ruumiinavauksen loydokset, eli patologiset
muutokset ja nikyvit vauriot, kirjataan ja raportoidaan.

50. Viisi androgeeniriippuvaista kudosta (ventraalinen eturauhanen, rakkularauhanen, perdaukon kohottajalihas ja
virvelihas, Cowperin rauhaset ja terska) olisi punnittava. Ndama kudokset irrotetaan, niihin tarttunut ylimairdinen
kudos ja rasva poistetaan, ja niiden kisittelemiton paino (ilman fiksointia) mairitetdan. Kaikkia kudoksia kasitel-
lddn varovaisesti, jotta viltetddn nesteen valuminen pois ja kuivuminen, mika saattaa aiheuttaa merkittavid virheitd
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ja vaihtelua, koska tdmd vihentéd kirjattavaa painoa. Useat kudokset voivat olla erittdin pienid tai niitd on vaikea
leikata. Tamad lisdd vaihtelua. Tédstd syystd on tirkedd, ettd lisisukupuolirauhasten kudoksen leikkaamisen suorit-
tavat henkilot ovat tietoisia ndiden kudosten dissektiota koskevista vakioiduista toimintamenettelyisti. OECD on
asettanut saataville oppaan kudosten dissektiota koskevista vakioiduista toimintaohjeista (21). Ndiden ohjeiden
mukaisella perusteellisella koulutuksella vahimmaistetddn tutkimuksen mahdolliset vaihtelun syyt. Thannetapauk-
sessa saman naytteiden leikkaajan olisi oltava vastuussa tietyn kudoksen irrottamisesta. Ndin poistetaan kudosten
kisittelyyn liittyvat naytteiden leikkaajista johtuvat erot. Jos tdmd ei ole mahdollista, ruumiinavaus olisi suunnitel-
tava siten, ettd kukin kudoksen leikkaaja irrottaa tietyn kudoksen kaikista koeryhmistd sen sijaan, ettd yksi henkilo
irrottaa kaikki kudokset kontrolliryhmisti ja toinen kemikaalia saaneista ryhmistd. Kaikki lisdsukupuolirauhasten
kudokset olisi punnittava kuivaamatta ldhimpain 0,1 milligrammaan, ja kunkin eldimen kudoksien painot olisi
kirjattava.

51.  Useat kudokset voivat olla erittdin pienid tai niitd on vaikea leikata. Tama lisdd vaihtelua. Aikaisemmissa tutkimuk-
sissa on kéynyt ilmi monia varjaatiokertoimia, jotka vaikuttavat eroavan laboratorioiden pitevyyden perusteella.
Joissain tapauksissa on havaittu suuria eroja tiettyjen kudosten, kuten ventraalisen eturauhasen ja Cowperin
rauhasten absoluuttisissa painoissa tietyssd laboratoriossa.

52.  Maksan, munuaisten ja lisimunuaisten paino ovat vapaachtoisia mittauksia. Ylimdardinen rasva ja sidekudos olisi
puhdistettava pois kudoksista. Maksa olisi punnittava ldhimpdin 0,1 grammaan. Munuaiset ja lisimunuaiset olisi
punnittava ja kirjattava ldhimpadn 0,1 grammaan. Maksaan, munuaisiin ja lisimunuaisiin eivit vaikuta pelkistddn
androgeenit; niilld tarjotaan hyodyllisid tietoja systeemisesté toksisuudesta.

53.  Seerumin luteinisoivan hormonin, jiljempdni 'LH-hormoni’, follikkelia stimuloivan hormonin, jiljempini
"FSH-hormon, ja testosteronin, jaljempind 'T’, mittaaminen on vapaaehtoista. Seerumin T-tasot ovat hyddyllisid
sen madrittdmiseksi, kithdyttddko testikemikaali testosteronin maksametaboliaa alentamalla seerumitasoa. Ilman T-
tietoja, tillainen vaikutus niyttdd aiheutuvan antiandrogeenisen mekanismin vilitykselli. LH-hormonin tasoilla
tarjotaan tietoa siitd, voiko tietty antiandrogeeni vihentdd elimen painoa ja sen lisiksi vaikuttaa hypotalamuksen
ja aivolisikkeen toimintaan, miké voi pitkdn aikavilin tutkimuksissa aiheuttaa kasvaimia kiveksissd. FSH-hormoni
on tirked siittididen muodostumisen kannalta. Seerumit T4 ja T3 ovat my0s vapaaehtoisia kokeita, joilla tarjotaan
hyodyllistd lisatietoa kyvystd hiritd kilpirauhashormonin homeostaasia. Jos hormonimittauksia tehdiin, rotat olisi
nukutettava ennen ruumiinavausta ja veri olisi otettava sydinpunktiolla. Nukutusmenetelmi olisi valittava
huolella, jotta se ei vaikuta hormonimittaukseen. Seerumin valmistusmenetelmd, radioimmunoanalyysin tai
muiden mittausmenetelmien lihde, analyyttiset menetelmit ja tulokset olisi kirjattava. LH-hormonin tasot olisi
ilmoitettava nanogrammoina millilitraa kohti seerumissa, ja myos T olisi ilmoitettava nanogrammoina millilitraa
kohti seerumissa.

54.  Kudosten irrottamista kuvataan seuraavassa, ja tihdn liittyy yksityiskohtainen kudosten dissektiota koskeva opas ja
valokuvat, jotka julkaistaan validointiohjelmassa tdydentivind aineistona (21). Kudosten irrottamista koskeva
video on saatavilla myds Korean elintarvike- ja lidkehallinnon (Food and Drug Administration) verkkosivulla (22).

— Kun eldin on vatsanpuoleinen puoli ylospidin, mairitd, onko peniksen esinahka eronnut terskasta. Jos on,
esinahka vedetddn taaksepdin ja terska poistetaan ja punnitaan (ldhimpéin 0,1 milligrammaan), ja paino kirja-
taan.

— Vatsanahka ja -seinimi avataan, jolloin sisilmykset ovat nikyvissd. Jos valinnaiset elimet punnitaan, maksa
poistetaan ja punnitaan lahimpéin 0,1 grammaan, vatsalaukku ja suolisto poistetaan, munuaiset ja lisimu-
nuaiset poistetaan ja punnitaan lahimpdin 0,1 grammaan. Dissektiolla saadaan nikyviin virtsarakko, ja
kohteena olevien uroksen lisisukupuolirauhasten kudoksien leikkaaminen aloitetaan.

— Ventraalisen eturauhasen dissektiota varten virtsarakko erotetaan vatsalihaksesta leikkaamalla sidekudosta
keskiviivaa pitkin. Siirrd virtsarakko paikaltaan kohti rakkularauhasia, jolloin esiin saadaan ventraalisen eturau-
hasen vasen ja oikea lohko (jonka pdilld on rasvakerros). Puhdista varovaisesti ventraalisen eturauhasen oikean
ja vasemman lohkon rasvakerros. Siirrd varovaisesti ventraalisen eturauhasen oikea lohko virtaputkesta ja
leikkaa se irti virtsaputkesta. Pidd edelleen kiinni ventraalisen eturauhasen oikeasta lohkosta ja siirrd varovai-
sesti ventraalisen eturauhasen vasen lohko erilleen virtsaputkesta ja leikkaa se irti; punnitse ldhimpain
0,1 milligrammaan ja kirjaa paino.

— Rakkularauhasten ja eturauhasen etuosan dissektiota varten siirrd virtsarakkoa kaudaaliseen suuntaan, jolloin
saadaan esille siemenjohdin ja rakkularauhasten oikea ja vasen lohko sekd eturauhasen etuosa. Estd nesteen
vuotaminen puristamalla hemostaattia rakkularauhasten ja eturauhasen etuosan tyvessi, jossa siemenjohdin
liittyy virtsaputkeen. Leikkaa huolellisesti rakkularauhaset ja eturauhasen etuosa, jossa hemostaatti on paikal-
laan, poista rasva ja sivuelimet, sijoita taaratulle mittausastialle, poista hemostaatti, mittaa ldhimpdan 0,1 milli-
grammaan ja kirjaa paino.
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— Perdaukon kohottajalihaksen ja virvelihaksen dissektiota varten peniksen lihakset ja tyvi ovat nikyvissi.
Perdaukon kohottajalihakset ovat paksusuolen ympirilld ja etummainen perdaukon kohottajalihas ja virvelihas
ovat kiinni peniksen paisuvaisissa. Perianaalisen alueen nahka ja sivuelimet poistetaan peniksen tyvestd
perdaukon etummaiseen pddhin saakka. Perdaukon kohottajalihakset irrotetaan vihitellen peniksen paisuvai-
sesta ja kudoksista. Paksusuoli leikataan kahtia ja perdaukon kohottajalihas ja virvelihas voidaan irrottaa leik-
kaamalla ja poistaa. Perdaukon kohottajalihas ja virvelihas puhdistetaan rasvasta ja sivuelimistd ja punnitaan
lahimpain 0,1 milligrammaan, ja paino kirjataan.

— Kun perdaukon kohottajalihas ja virvelihas on poistettu, pyoreit Cowperin tai bulbouretaaliset rauhaset ovat
nakyvissd peniksen paisuvaisen juuressa ja hieman sen dorsaalisella puolella. Tarvitaan huolellista dissektiota,
jotta viltetddn tekemdstd viiltoa ohueen kalvoon, jolloin viltetddn nesteen vuotaminen ulos. Punnitse
Cowperin tai bulbouretaaliset rauhaset 1dhimpaidn 0,1 milligrammaan ja kirjaa paino.

— Lisiksi, jos jostain rauhasesta valuu nestettd ruumiinavauksen ja dissektion aikana, tima olisi kirjattava.

55.  Jos kunkin kemikaalin arviointiin tarvitaan niin monen eldimen ruumiinavausta, ettd se ei ole yhdelle paiville
kohtuullista, aloituspéivi voidaan porrastaa kahteen perakkiiseen péivédn, jolloin ruumiinavaus ja sithen liittyva
tyd porrastetaan kahdelle pidiville. Jos tyd porrastetaan tilld tavoin, kustakin koeryhmasta olisi kdytettavd pdivissd
puolet eldimista.

56.  Ruhot olisi havitettivd asianmukaisella tavalla ruumiinavauksen jilkeen.

TULOSTEN ILMOITTAMINEN
Tiedot

57.  Tiedot olisi ilmoitettava erikseen (eli ruumiinpaino, lisisukupuolirauhasten kudokset, vapaaehtoiset mittaukset ja
muut reaktiot ja havainnot) ja kustakin eldinryhmastd (keskiarvot ja keskihajonnat kaikista tehdyistd mittauksista).
Tiedoista olisi esitettdvd yhteenveto taulukkomuodossa. Tiedoista olisi kdytdvd ilmi eldinten lukumdird testin
alussa, testin aikana kuolleena 16ytyneiden tai sellaisten eldinten lukumair, joilla ilmenee myrkyllisyysvaikutuksia,
kuvaus havaituista myrkyllisyysvaikutuksista, mukaan lukien niiden alkamisajankohta, kesto ja vaikeusaste.

58.  Loppuraporttiin sisiltyy:

Testauslaitos

— laitoksen nimi, sijainti
— tutkimusjohtaja ja muu henkil6sto ja heiddn tutkimusta koskevat vastuualueensa

— péivamairdt, milloin tutkimus alkoi ja pédttyi, eli ensimmdinen piivd, kun testikemikaalia annettiin, ja
viimeinen péivé, kun tehtiin ruumiinavaus.

Testikemikaali

— lahde, erdn/annoksen numero, tunnistetiedot, puhtaus, toimittajan tiydellinen osoite ja testikemikaalin (testike-
mikaalien) kuvaus

— fysikaalinen olomuoto ja tarvittaessa fysikokemialliset ominaisuudet
— varastointiolosuhteet ja laimennoksien valmistuksen menettely ja valmistustiheys
— stabiliteetista tuotetut kaikki tiedot

— annosteluliuoksiin/suspensioihin liittyvat kaikki analyysit.

Kantaja-aine

— kantaja-aineen kuvaus (laatu, toimittaja ja erdinumero)

— perustelu kantaja-aineen valinnalle (jos muu kuin vesi).

Koe-eldimet ja eldinten hoitoa koskevat menetelmdt

— kaytetty eldinlaji/kanta ja perustelu sen valinnalle
— eldinten alkuperd tai toimittaja mukaan lukien tdydellinen osoite

— toimitettujen eldinten lukumairi ja ikd
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— hikkiolosuhteet (esim. lampétila ja valaistus)
— ravinto (nimi, tyyppi, toimittaja, erdnumero, sisilto ja, jos tiedossa, fytoestrogeenin tasot)
— alustan materiaali (nimi, tyyppi, toimittaja, sisillys)

— hakkiolosuhteet ja eldinten lukumdiird hikkid kohti.

Testiolosuhteet

— ikd kastrointihetkelld ja kastraation jilkeinen totutusvaihe
— kunkin eldimen paino testin alussa (ldhimpéén 0,1 milligrammaan)

— satunnaisotos ja tiedot kantaja-ainetta, vertailu-annosta ja testikemikaalia saaviin ryhmiin sekd hdkkeihin jaka-
misesta

— kunkin ryhmin ruumiinpainon keskiarvo ja keskihajonta kunakin punnituspiivind koko tutkimuksen ajan
— annoksen valintaperusteet

— tiedot testikemikaalin annostuksesta ja altistusreitin valintaa koskevat valintaperusteet

— jos tehddin antiadrogeenisuusvaikutuksia koskeva testi, TP-kisittely (annos ja tilavuus)

— altistus testikemikaalilla (annos ja tilavuus)

— annosteluajankohta

— ruumiinavausmenetelmét, mukaan lukien veren valuttaminen pois ja mahdollisesti kdytetty anestesia

— jos seerumianalyyseja tehddin, toimitetaan menetelmédd koskevat tiedot. Esimerkiksi, jos kiytetddn radioimmu-
noanalyysia, olisi kirjattava radioimmunoanalyysia koskeva menettely, sen vilineiston alkuperd ja voimassao-
loajat, menetelma tuikelaskennalle ja vakiointi.

Tulokset

— pdivittdiset havainnot kustakin eldimestd annosteluaikana, mukaan lukien:

— ruumiinpaino (ldhimpéin 0,1 milligrammaan)

— Kkliiniset oireet (jos niitd esiintyy)

— ravinnonkulutusta koskevat kaikki mittaukset tai muistiinpanot

— ruumiinavauksen havainnot kustakin eldimesti, mukaan lukien:

— ruumiinavauksen ajankohta

— eldimen koeryhmi

— ecldimen tunniste

— kudoksen leikkaaja

— ajankohta, jolloin ruumiinavaus ja dissektio suoritetaan

— cldimen ika

— lopullinen ruumiinpaino ruumiinavauksessa ja sen tilastollisesti merkittavit laskut ja nousut
— jérjestys, jossa eldimeltd valutetaan veri pois ja dissektio suoritetaan ruumiinavauksessa

— viiden androgeeniriippuvaisen kohdekudoksen painot:

— ventraalinen eturauhanen (ldhimpédn 0,1 milligrammaan)

— rakkularauhaset ja eturauhasen etuosa sekd niiden nesteet (pareittain, ldhimpéén 0,1 milligrammaan)
— perdaukon kohottajalihaksen ja virvelihaksen yhdistelmd (lahimpain 0,1 milligrammaan)
— Cowperin rauhaset (késittelemiton paino, pareittain, lahimpain 0,1 milligrammaan)

— terska (kdsittelemdton paino, lahimpéin 0,1 milligrammaan)
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— Vaihtoehtoisten kudosten painot, jos otetaan:

— maksa (ldhimpédan 0,1 milligrammaan)

— munuaiset (pareittain, lihimpdin 0,1 milligrammaan)

— lisimunuaiset (pareittain, ldhimpédn 0,1 milligrammaan)

— yleiset huomautukset ja kommentit

— seerumin hormonien analyysi, jos suoritetaan
— seerumin LH-hormoni (vaihtoehtoinen — ng millilitrassa seerumia), ja
— seerumin T-hormoni (vaihtoehtoinen — ng millilitrassa seerumia)

— yleiset huomautukset ja kommentit.

Tietojen tiivistdminen

Tulokset esitetddn taulukkomuodossa, josta ilmenevit kunkin ryhméin otoskoko, keskiarvo arvosta, ja keskiarvon
keskivirhe tai keskihajonta. Taulukkoihin pitdisi sisdltyd ruumiinavauksen ruumiinpainot, ruumiinpainon
muutokset annostuksen alusta ruumiinavaukseen, lisdsukupuolirauhasten kohdekudosten paino ja valinnaisten
elinten painot.

Tulosten pohdinta

Tulosten analysointi

59.  Ruumiinavauksen ruumiinpaino ja elinten painot olisi analysoitava tilastollisesti varianssien homogeenisuuden
kaltaisten ominaisuuksien osalta tarvittaessa asianmukaisten tietojen muunnoksien avulla. Testiryhmid olisi verrat-
tava kontrolliryhmiin kéyttden varianssianalyysin kaltaista tekniikkaa, jonka jilkeen suoritetaan vertailevia arvioita
(esim. Dunnettin yksitahoinen testi) ja tilastollisista eroa koskevaa kriteerid, esim. p < 0,05. Ne ryhmdt, joilla on
tilastollista merkittavyyttd, olisi tdsmennettavi. Kuitenkin ‘elinten suhteellisia’ painoja pitdisi valttdd, koska niiden
tietojen kdsittelyn taustalla on virheellisid tilastollisia oletuksia.

60.  Androgeenivaikutuksia omaavien agonistien osalta kontrolliryhméani pitdisi olla pelkdstddn kantaja-ainetta saanut
testiryhmd. Testikemikaalin vaikutustavan ominaispiirteet voivat johtaa erilaisiin suhteellisiin vasteisiin kudoksissa.
Esimerkiksi trenbolonilla, jolla on 5-alfa-reduktaasin suhteen resistenssi, on vahvempia vaikutuksia perdaukon
kohottajalihakseen ja virvelihakseen seké terskaan kuin TP:ll4. Tilastollisesti merkittavaa lisdystd (p < 0,05) kahden
tai useamman androgeeniriippuvaisen kohdekudoksen painoissa (ventraalinen eturauhanen, rakkularauhanen,
perdaukon kohottajalihas ja virvelihas, Cowperin rauhaset ja terska) olisi pidettivd androgeenivaikutuksen
omaavan agonistin osalta positiivisena tuloksena, ja kaikissa kohdekudoksissa pitdisi voida havaita, ettd kasvu on
lisddntynyt jonkin verran. Yhdistetty arviointi kaikista lisisukupuolirauhasten kudosten reaktioista voidaan
toteuttaa kdyttden asianmukaista monimuuttuja-analyysia. T4lld voidaan parantaa analyysia erityisesti tapauksissa,
missd ainoastaan yksi kudos tuottaa tilastollisesti merkittdvin vasteen.

61. Androgeenivaikutuksia omaavien agonistien osalta kontrolliryhmina pitdisi olla koeryhmi, joka sai vertailuun
kéytettyd androgeenia (ainoastaan testosteroni-propionaattia). Testikemikaalin vaikutustavan ominaispiirteet voivat
johtaa erilaisiin suhteellisiin reaktioihin kudoksissa. Esimerkiksi 5-alfa-reduktaasin estdjilld, kuten finasterdilld on
tuntuvampia vaikutuksia ventraaliseen eturauhaseen kuin muihin kudoksiin, verrattuna voimakkaisiin AR-antago-
nisteihin, kuten flutamidiin. Tilastollisesti merkittavdd vahennysté (p < 0,05) kahden tai useamman androgeeniriip-
puvaisen kohdekudoksen painossa (ventraalinen eturauhanen, rakkularauhanen, perdaukon kohottajalihas ja virve-
lihas, Cowperin rauhaset ja terska) verrattuna kasittelyyn pelkistdan TP:1ld olisi pidettdvd androgeenivaikutuksen
omaavan agonistin osalta positiivisena tuloksena, ja kaikissa kohdekudoksissa pitdisi voida havaita, ettd kasvu on
vihentynyt jonkin verran. Yhdistetty arviointi kaikista lisisukupuolirauhasten kudosten reaktioista voidaan
toteuttaa kdyttden asianmukaista monimuuttuja-analyysia. T4lld voidaan parantaa analyysia erityisesti tapauksissa,
missd ainoastaan yksi kudos tuottaa tilastollisesti merkittdvan vasteen.

62. Tiedot esitetddn taulukkomuodossa, johon sisdltyvit kunkin ryhmin keskiarvo ja keskiarvon keskivirhe (keskiha-
jonta on myds hyviksyttivd) sekd otoskoko. Lisdksi olisi esitettdva yksittdisid taulukkotietoja. Kontrollitietojen
yksittdisid arvoja, keskiarvoa, keskivirhettd (keskihajonta) ja variaatiokertoimen arvoja olisi tarkasteltava, jotta méé-
ritetddn, tdyttivitko ne hyviksyttivit johdonmukaisuutta koskevat kriteerit todennikoisten aikaisempien arvojen
kanssa. Variaatiokertoimilla, jotka ylittdvit taulukossa 1 luetellut variaatiokertoimen arvot (ks. 25 ja 26 kohta)
kunkin elimen painon osalta, pitdisi méaritelld, sisaltyyko tietojen tallentamiseen tai kirjaamiseen virheitd tai sitd,
eikod laboratorio vield hallitse androgeeniriippuvaisten kudosten tarkkaa dissektiota, jolloin jatkokoulutus/harjoit-
telu on perusteltua. Yleensd variaatiokertoimet (keskihajonta jaettuna keskimdirdiselld elimen painolla) ovat
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toistettavissa laboratoriosta toiseen ja tutkimuksesta toiseen. Esitettyihin tietoihin pitdisi sisdltyd ainakin ventraa-
linen eturauhanen, perdaukon kohottajalihas ja varvelihaksen rakkularauhanen, Cowperin rauhaset, terska, maksa
ja ruumiinpainot sekd ruumiinpainon muutokset annostuksen alkamisesta ruumiinavaukseen. Tiedot voidaan
esittdd myos sen jilkeen, kun ruumiinpainoa on mukautettu kovarianssin perusteella, mutta timéan ei pitdisi
korvata alkuperiisten tietojen esittdmistd. Lisaksi, jos esinahkan eroamista ei ole tapahtunut missddn ryhmdssa,
tdmd olisi kirjattava ja sitd olisi vertailtava tilastollisesti kontrolliryhmain Fisherin tarkkaa testid kayttamalla.

63. Kun tietokoneelle syotettyjd tietoja tarkistetaan alkuperdisten tietolomakkeiden perusteella tietojen tismillisyyden
osalta, niiden elinten painon arvot, jotka eivit ole biologisesti vakuuttavia tai jotka vaihtelevat kyseisestd koeryh-
mistd enemman kuin kolmen keskihajonnan osalta, merkitsee, ettd niitd on tutkittava huolellisesti ja ne on ehki
hylattavd, koska ne ovat todennikoisesti merkintavirheita.

64. Tutkimustulosten vertailu OECD:n variaatiokertoimen arvojen (taulukko 1) kanssa on usein tirked vaihe, kun
tutkimustulosten patevyyttd tulkitaan. Kantaja-ainetta saaneen kontrolliryhmin aikaisemmat tiedot olisi sailytet-
tdva laboratoriossa. Positiivisten referenssikemikaalien, kuten TP:n ja FT:n reaktioita koskevat aikaisemmat tiedot
olisi myos silytettdva laboratoriossa. Laboratoriot voivat myds ajoittain testata tunnettujen heikkojen androgeeni-
vaikutuksen omaavien agonistien ja antagonistien vastetta ja sdilyttdd nima tiedot. Nitd tietoja voidaan verrata
saatavilla oleviin OECD:n tietoihin. Néin varmistetaan, ettd laboratorion menetelmit tuottavat riittdvaa tilastollista
tarkkuutta ja voimaa.
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Lisdys 1

MAARITELMAT:

Androgeenivaikutus on kisite, jolla kuvataan positiivista vaikutusta androgeeniriippuvaisten kudosten kasvuun.
Antiandrogeenivaikutus on kemikaalin kyky estdd TP:n vaikutus nisikkddn elimistossi.

Kemikaalilla tarkoitetaan ainetta tai aineiden seosta.

Syntymaiaika on syntymin jilkeinen pdivi 0.

Annos on annostellun testikemikaalin maird. Hershbergerin biotestissd annos ilmaistaan testikemikaalin painona koe-
eldimen ruumiinpainon yksikkod kohden vuorokaudessa (esim. milligramma testikemikaalia painokiloa kohti vuorokau-
dessa).

Annostus on yleinen kisite, johon sisiltyy annos, annostiheys ja annostuksen kesto.

Kuolemaisillaan oleva on kisite, jolla kuvataan kuolevaa eldintd eli kuoleman partaalla olevaa eldinti.

Syntymin jilkeinen pdivd X on eliimen syntymisti saakka laskettava elinpdivi X.

Herkkyys tarkoittaa testimenetelmin kykyi tunnistaa oikein kemikaalit, joilla on ominaisuudet, mitd kokeilla testataan.
Spesifiys tarkoittaa testimenetelmén kykya tunnistaa oikein kemikaalit, joilla ei ole ominaisuutta, mitd kokeilla testataan.
Testikemikaali on mitd tahansa aine tai seos, jota testataan kiyttaimalld titd testimenetelma.

Validointi on tieteellinen prosessi, joka on suunniteltu kuvaamaan toiminnallisia vaatimuksia ja testimenetelmin rajoja
sekd osoittamaan sen luotettavuus ja asiaankuuluvuus tiettyd tarkoitusta varten.



Huom.: Testiohjeita koskevan ohjelman sihteeriston valmistelema asiakirja hormonaalisten haitta-aineiden testausta ja arviointia koskevan tydryhmin

Lisgys 2

(EDTA) 6. kokouksessa tehdyn sopimuksen pohjalta

OECD:n hormonaalisten haitta-aineiden testausta ja arviointia koskevat kisitteelliset puitteet

Taso 1
Lajittelu ja priorisointi olemassa
olevien tietojen perusteella

— fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet, esim. molekyylipaino, reaktiivisuus,

haihtuvuus, biohajoavuus,
— ihmisten ja ympdriston altistuminen, esim. tuotantomadré, vapautuminen, kiyttotavat
— vaara, esim. saatavilla olevat toksikologiset tiedot

— estrogeeni-, androgeeni- ja kilpirauhashormonin

— ennakolta tehtava tehoseulonta (high

Taso 2 reseptorin sitoutumisaffiniteetti through put prescreens)
In vitro -testit, joilla tarjotaan — transkription aktivointi — kilpirauhasen toiminta
mekanistista tietoa — aromataasi ja steroidogeneesi in vitro — kalan maksasoluja koskeva vitello geniinilla
— aryylihiilivety-reseptorin tunnistaminen sitoutuminen tehtava testi (fish hepatocyte VTG assay)
— QSAR — muut (tarvittaessa)
Taso 3 — kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskeva testi

In vivo -testit, joilla annetaan tietoja
yhdestd endokriinisesta mekanismista

— kaloja koskeva vitellogeniinilld

(liittyy estrogeeneihin)
— Hershbergerin testi(liittyy androgeeneihin)

tehtivi testi (liittyy

2 vaikutuksi — muu kuin reseptorivélitteinen hormonitoiminta estrogeencihin)
Ja vaikutuxsista — muut (kuten kilpirauhanen)
Taso 4 — tehostettu OECD 407 (paitetapahtumat — kalan sukupuolirauhasia

In vivo -testit, joilla tarjotaan tietoja
useista endokriinisista mekanismeista
ja vaikutuksista

perustuvat endrokriinisiin mekanismeihin)
— urosten janaaraiden puberteettia koskevat testit
— leikkaamattomia taysikasvuisia uroksia koskeva
testi

koskeva histopatologinen testi
— sammakon muodonmuutosta
koskeva testi

Taso 5
In vivo -testit, joilla tarjotaan tietoja
endokriinisista ja muista
mekanismeista

— yhden sukupolven testi (TG 41 5-tehostettu)*

— kahden sukupuolven testi (TG 41 6-tehostettu)"

— lisaantymista koskeva seulontatesti (TG421-
tehostettu)*

— yhdistetty 28 paivan testi [ lisaantymista koskeva

seulontatesti (TG422-tehostettu)'

' VMG mamm tarkastelee mahdollisia tehostettuja toimia

— osittaista ja koko eliminkaarta
koskevat testit, joita
sovelletaan kaloihin, lintuihin,
sammakkoeldimiin ja
selkdrangattomiin (kehitys ja
lisddntyminen)

VMG mamm: Validation Management Group on Mammalian Testing and Assessment
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KASITEKEHYKSEEN LITTYVAT HUOMAUTUKSET:

Huomautus 1:  Siirtyminen ja poistuminen on mahdollista kaikilla tasoilla ja riippuu olemassa olevan tietotarpeen luon-
teesta vaaran ja riskin arvioinnin suhteen.

Huomautus 2: Tasolla 5 ekotoksilogiaan olisi sisdllyttivd pddtetapahtumat, jotka osoittavat haittavaikutuksia koskevat
mekanismit ja populaatiolle mahdollisesti aiheutuvat vahingot.

Huomautus 3: Jos multimodaalimallilla katetaan useita yksittdisid pdatetapahtumia koskevia testejd, timd malli korvaa
tdllaiset yksittiisid padtetapahtumia koskevat testit.

Huomautus 4: Kunkin kemikaalin arvioinnin olisi oltava tapauskohtainen, ja siind otetaan huomioon kaikki saatavilla
oleva tieto kasitekehyksen tasojen tarkoituksen huomioon ottaen.

Huomautus 5: Kehystd ei olisi pidettivd sellaisena, ettd se kattaa tilld hetkelld kaiken. Siihen sisiltyy tasoilla 3, 4 ja
5 testejd, jotka ovat kdytdssa tai joiden validointi on meneillddn. Testit, joiden validointi on kesken, sisal-
lytetddn viliaikaisesti. Kun ne on kebhitetty ja validoitu, ne lisdtdan muodollisesti kehykseen.

Huomautus 6: Tasoa 5 ei olisi pidettdvi sellaisena, etti siihen sisiltyy pelkastddn lopullisia testejd. Kyseiseen tasoon sisil-
tyvien testien katsotaan edistivén yleistd vaarojen ja riskien arviointia.

KIRJALLISUUSVIITTEET

(1)  OECD (1998). Report of the First Meeting of the OECD Endocrine Disrupter Testing and Assessment (EDTA) Task
Force, 10th-11th March 1998, ENV/MC/CHEM/RA(98)5.

(2)  Dorfman RI (1962). Standard methods adopted by official organization. Academic Press, NY.

(3)  Gray LE Jr, Furr ] and Ostby JS (2005). Hershberger assay to investigate the effects of endocrine disrupting
compounds with androgenic and antiandrogenic activity in castrate-immature male rats. In: Current Protocols in
Toxicology 16.9.1-16.9.15. ] Wiley and Sons Inc.

(4)  OECD (2006). Final OECD report of the initial work towards the validation of the rat Hershberger assay. Phase 1.
Androgenic response to testosterone propionate and anti-androgenic effects of flutamide. Environmental Health
and Safety, Monograph Series on Testing and Assessment Ne 62. ENV/JM/MONO(2006)30.

(50  OECD (2008). Report of the OECD Validation of the Rat Hershberger Bioassay: Phase 2: Testing of Androgen
Agonists, Androgen Antagonists and a 5a-Reductase Inhibitor in Dose Response Studies by Multiple Laboratories.
Environmental Health and Safety, Monograph Series on Testing and Assessment N° 86. ENV/JM/MONO(2008)3.

(6)  OECD (2007). Report of the Validation of the Rat Hershberger Assay: Phase 3: Coded Testing of Androgen
Agonists, Androgen Antagonists and Negative Reference Chemicals by Multiple Laboratories. Surgical Castrate
Model Protocol. Environmental Health and Safety, Monograph Series on Testing and Assessment N° 73. ENV/]M/
MONO(2007)20.

(7)  Owens, W, Zeiger E, Walker M, Ashby J, Onyon L, Gray, Jr, LE (2006). The OECD programme to validate the rat
Hershberger bioassay to screen compounds for in vivo androgen and antiandrogen responses. Phase 1: Use of a
potent agonist and a potent antagonist to test the standardized protocol. Env. Health Persp. 114:1265-1269.

(8)  Owens W, Gray LE, Zeiger E, Walker M, Yamasaki K, Ashby J, Jacob E (2007). The OECD program to validate the
rat Hershberger bioassay to screen compounds for in vivo androgen and antiandrogen responses: phase 2 dose-
response studies. Environ Health Perspect. 115(5):671-8.

(9)  Korenchevsky V (1932). The assay of testicular hormone preparations. Biochem J26:413-422.

(10) Korenchevsky V, Dennison M, Schalit R (1932). The response of castrated male rats to the injection of the testi-
cular hormone. Biochem J26:1306-1314.

(11) Eisenberg E, Gordan GS (1950). The levator ani muscle of the rat as an index of myotrophic activity of steroidal
hormones. ] Pharmacol Exp Therap 99:38-44.

(12) Eisenberg E, Gordan GS, Elliott HW (1949). Testosterone and tissue respiration of the castrate male rat with a
possible test for mytrophic activity. Endocrinology 45:113-119.

(13) Hershberger L, Shipley E, Meyer R (1953). Myotrophic activity of 19-nortestosterone and other steroids deter-
mined by modified levator ani muscle method. Proc Soc Exp Biol Med 83:175-180.



21.8.2014 Euroopan unionin virallinen lehti L 247/59

(14) Hilgar AG, Vollmer EP (1964). Endocrine bioassay data: Androgenic and myogenic. Washington DC: United States
Public Health Service.

(15) Dorfman RI (1969). Androgens and anabolic agents. In: Methods in Hormone Research, volume IIA. (Dorfman
RI, ed.) New York:Academic Press, 151-220.

(16) Massaro EJ (2002). Handbook of Neurotoxicology, volume I. New York: Humana Press, s 38.

(17) OECD (2000). Guidance document on the recognition, assessment and use of clinical signs as humane endpoints
for experimental animals used in safety evaluation. Environmental Health and Safety Monograph Series on Testing
and Assessment No 19. ENV/JM/MONO(2000)7.

(18) OECD (1982). Organization for Economic Co-operation and Development — Principles of Good Laboratory Prac-
tice, ISBN 92-64-12367-9, Paris.

(19) OECD (2008). Acute oral toxicity — up-and-down procedure. OECD Guideline for the testing of chemicals
No 425.

(20) OECD (2001). Guidance document on acute oral toxicity. Environmental Health and Safety Monograph Series on
Testing and Assessment No 24. ENV/J]M/MONO(2001)4.

(21)  Supplemental materials for Owens et al. (2006). The OECD programme to validate the rat Hershberger bioassay
to screen compounds for in vivo androgen and antiandrogen responses. Phase 1: Use of a potent agonist and a
potent antagonist to test the standardized protocol. Env. Health Persp. 114:1265-1269. See, section II, The dissec-
tion guidance provided to the laboratories: http://www.ehponline.org/docs/2006/87 51 [suppl.pdf

(22) Korea Food and Drug Administration. Visual reference guide on Hershberger assay procedure, including a dissec-
tion video. http://rndmoa kfda.go.kr/endocrine/reference/education_fr.html

(23) OECD (2008). Background Review Document on the Rodent Hershberger Bioassay. Environmental Health and
Safety Monograph Series on Testing and Assessment No 90. ENV/JM/MONO(2008)17.

(24) OECD (2008). Draft Validation report of the Intact, Stimulated, Weanling Male Rat Version of the Hershberger
Bioassay.

(25) OECD (2009). Guidance Document on the Weanling Hershberger Bioassay in rats: A shortterm screening assay
for (anti)androgenic properties. Series on Testing and Assessment, Number 115.

(26) Euroopan parlamentin ja neuvoston direktiivi 2010/63/EU, annettu 22 pdivind syyskuuta 2010, tieteellisiin
tarkoituksiin kaytettdvien eldinten suojelusta (EUVL L 276, 20.10.2010, s. 33).

(27) Tédmin liitteen seuraavat luvut:
B.1 a, Akuutti oraalinen toksisuus — vakioannosmenetelma

B.1 b, Akuutti oraalinen toksisuus — akuutin toksisuusluokan menetelma

B.56. PIDENNETTY YHDEN SUKUPOLVEN LISAANTYMISTOKSISUUTTA KOSKEVA TUTKIMUS

JOHDANTO

1.  Tdmd testimenetelmd vastaa OECD:n testiohjetta 443 (2012). Se perustuu International Life Science Institute --
organisaation (ILSI) ja Health and Environmental Sciences Institute -organisaation (HESI) maatalouden kemikaali-
turvallisuudenarvioinnista (ACSA) vastaavan teknisen komitean ehdotukseen F,-kehitysvaihetta koskevasta piden-
netystd yhden sukupolven lisidntymistutkimuksesta, siten kuin se julkaistiin lihteessd Cooper et al., 2006 (1).
Tutkimuksen suunnittelua varten on tehty useita parannuksia ja selvennyksid. Niilld tarjotaan joustavuutta ja
korostetaan, ettd tutkimus on tirkedd aloittaa elavid eldimid koskevista tiedoista ja ettd samalla kéytetddn koeha-
vaintoja testauksen ohjaamiseksi ja suunnittelemiseksi. Téssé testimenetelmdssd annetaan yksityiskohtainen kuvaus
pidennetyn yhden sukupolven lisddntymistoksisuutta koskevan tutkimuksen suorittamisesta. Tdssd testimenetel-
missd kuvataan F-sukupolven eldinten kolmea kohorttia:

Kohortti 1: arvioidaan lisddntymiseen/kehitykseen liittyvid paitetapahtumia; titd kohorttia voidaan laajentaa sisil-
lyttimalld siihen F,-sukupolvi.

Kohortti 2: arvioidaan kemikaalille altistumisen mahdollista vaikutusta kehittyvddn hermostoon.

Kohortti 3: arvioidaan kemikaalille altistumisen mahdollista vaikutusta kehittyvdan immuunijarjestelmain.


http://www.ehponline.org/docs/2006/8751/suppl.pdf
http://rndmoa.kfda.go.kr/endocrine/reference/education_fr.html
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Paitoksissd siitd, arvioidaanko toista sukupolvea ja jitetddnkoé hermostonkehityksen myrkyllisyysvaikutuksia
koskeva kohortti ja/tai immuunijdrjestelmin kehityksen myrkyllisyysvaikutuksia koskeva kohortti arvioinnin ulko-
puolelle, olisi otettava huomioon arvioitavasta kemikaalista olemassa olevat tiedot sekid eri sddntelyviranomaisten
tarpeet. Testimenettelyn tarkoituksena on antaa tietoja siitd, miten tutkimus voidaan suorittaa ja kasitelld sitd,
miten kutakin kohorttia olisi arvioitava.

OECD:n ohjeasiakirjassa 117 (39) kuvataan menettelyd paitokselle sisdisisti ominaisuuksien mittaamiseen litty-
vistd tekijoistd toisen sukupolven tuottamiseksi niitd sddntelyviranomaisia varten, jotka kdyttavit sisdisid kdynnis-
tdvid tekij6itd (internal triggers).

ALUSTAVAT NAKOKOHDAT JA TAVOITTEET

Pidennetyn yhden sukupolven lisddntymistoksisuutta koskevan tutkimuksen pditavoite on arvioida tiettyjd kehitys-
vaiheita, jotka eivdt kuulu muiden toksisuustutkimusten piiriin ja testata vaikutuksia, joita voi esiintyd syntymadd
edeltdvin ja sen jilkeisen kemikaalille altistumisen seurauksena. Kun kyseessd ovat lisddntymistd koskevat paiteta-
pahtumat, tarkoituksena on kéyttdd ensimmdiisend toimenpiteend tietoja toistuvan annostelun tutkimuksista (mu-
kaan lukien lisddntymistoksisuutta koskevat seulontatutkimukset, kuten OECD:n testiohje 422 (32)), tai hormo-
naalisia haitta-aineita koskevista lyhyen aikavilin seulontatesteistd (esim. kohtuun kohdistuvia vaikutuksia koskeva
testi, testimenetelma B.54 (36) taikka Hershbergerin testi, testimenetelma B.55 (37)), jos niitd on saatavilla, havait-
semaan urosten ja naarasten lisddntymiselimiin aiheutuvia vaikutuksia. Tahén voi sisdltyd urosten osalta spermato-
geneesi (kivesten histopatologia) ja naaraiden osalta kiimasykli, munarakkuloiden laskeminen/oosyyttien kypsy-
minen ja munasarjojen eheys (histopatologia). Laajennettu yhden sukupolven lisddntymistoksisuutta koskeva
tutkimus on testi lisidntymistd koskeville paitetapahtumille, ja siihen tarvitaan urosten ja naarasten vilistd vuoro-
vaikutusta, kantavia naaraita, naaraita, joilla on poikaset ja F,-sukupolvea sukukypsyysiin jilkeen saakka (ks.
OECD:n ohjeasiakirja 151, joka tukee titd testimenetelmad (40)).

Tami testimenetelmd on suunniteltu niin, ettd silld tarjotaan arviointi syntyméda edeltivin ja sen jilkeisen kemi-
kaalille altistumisen vaikutuksesta kehitykseen sekd perusteellinen arviointi tiineend olevien ja imettdvien naar-
aiden sekd nuorten ja tdysikasvuisten poikasten systeemisestd toksisuudesta. Keskeisten kehitykseen liittyvien
pddtetapahtumien — kuten poikasten elinkyky, vastasyntyneen terveys, kehityksen tila syntyméhetkelld seka
fyysinen ja toiminnallinen kehitys tdysikasvuiseksi saakka — yksityiskohtaisen tutkimuksen tarkoituksena on méa-
rittdd poikasten erityiset kohde-elimet. Lisiksi tutkimus tarjoaa ja/tai vahvistaa tietoja testikemikaalin vaikutuksesta
taysikasvuisen uroksen ja naaraan lisddntymiselimien eheyteen ja toimintaan. Erityisesti, mutta ei yksinomaan,
tarkastellaan seuraavia parametreja: sukupuolirauhasten toiminta, kiimasykli, lisdkivesten siemennesteen siittividen
kypsyminen, pariutumiskayttdytyminen, hedelmoityminen, tiineys, synnytys ja imetys. Lisiksi hermostonkehi-
tyksen myrkyllisyysvaikutuksia ja immuunijirjestelman kehityksen myrkyllisyysvaikutuksia koskevista arvioin-
neista saadut tiedot kuvaavat mahdollisia vaikutuksia kyseisissd elimissi ja jdrjestelmissd. Ndistd testeistd saatujen
tietojen avulla pitiisi voida olla mahdollista mairitelld taso, joka ei aiheuta havaittavaa haittavaikutusta (NOAEL),
taikka alhaisin havaittavan haittavaikutuksen aiheuttava taso (LOAEL), ja/tai vertailukohtana olevat annokset useita
pddtetapahtumia varten ja/tai joita kdytetddn kuvaamaan vaikutuksia, jotka on havaittu aikaisemmissa toistuvilla
annoksilla tehdyissd tutkimuksissa, ja/tai jotka ovat ohjeena myohemmin suoritettaville testeille.

Menettelystd esitetddn kaavio kuvassa 1. Testattavaa kemikaalia annetaan jatkuvasti porrastettuina annoksina
usealle sukukypsistd uroksista ja naaraista koostuvalle ryhmélle. Tille poikasia saaneelle sukupolvelle (P-sukupolvi)
annetaan annos mddritetylle pariutumista edeltdville ajanjaksolle (joka valitaan testikemikaalista saatavilla olevan
tiedon perusteella, mutta joka on vdhintddn kaksi viikkoa) ja kahden viikon pariutumisjaksolle. P-urokset saavat
kemikaalia ainakin F,-sukupolven vieroitukseen saakka. Niiden pitéisi saada kemikaalia vdhintddn 10 viikon ajan.
Ne voivat saada sitd pidempdin, jos lisddntymiseen aiheutuvia vaikutuksia ei tarvitse selvittdd. P-naaraiden kisit-
telyd jatketaan tiineyden ja imetyksen ajan, kunnes poikueiden vieroittaminen paittyy (eli késittely kestdd
8-10 viikkoa). F,-poikaset kisitellddn edelleen testikemikaalilla vieroitusidstd tdysikasvuiseksi saakka.Jos toista
sukupolvea arvioidaan (ks. OECD:n ohjeasiakirja 117 (39)), F,-poikasten kisittelyd jatketaan F,-sukupolven vieroi-
tukseen saakka tai tutkimuksen pddttimiseen asti.

Kaikista eldimistd tehdddn kliiniset havainnot ja patologiset tutkimukset, joissa tarkastellaan myrkytysoireita.
Erityistd huomiota kiinnitetddn urosten ja naaraiden lisddntymiselinten eheyteen ja toimintaan sekd poikasten
terveyteen, kasvuun, kehitykseen ja toimintaan. Valitut poikaset osoitetaan vieroituksen yhteydessi erityisiin alar-
yhmiin (kohortit 1-3, ks. 33 ja 34 kohta sekd kuva 1) lisitutkimuksia varten. Naihin sisiltyvit sukukypsyys,
lisddntymiselinten eheys ja toiminta, neurologiset ja kiyttdytymistd mittaavat paitetapahtumat sekd immuunijirjes-
telmédn toiminta.

Tutkimuksen toteuttamisessa olisi noudatettava periaatteita ja nakokohtia, jotka esitetddn padpiirteittddn OECD:n
ohjeasiakirjassa 19 kliinisten oireiden tunnustamisesta, arvioimisesta ja soveltamisesta inhimillisind toimenpiteind
turvallisuusarvioinneissa kdytettaviin eldimiin (34).
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9.  Kun kiytossd on riittdvd méddrd tutkimuksia tdimédn uuden tutkimussuunnitelman vaikutuksen arvioimiseksi, testi-
menetelméi tarkastellaan uudelleen ja tarvittaessa tarkistetaan saadun kokemuksen perusteella.

Kuva 1

Jirjestelmi pidennetylle yhden sukupolven lisdintymistoksisuutta koskevalle tutkimukselle

Ruumiinavaus,
P-eldimet

l

Annostelu
Ennen pariutumista Pariutuminen Pariutumisen jilkeen
Pg 2 viikkoa 2 viikkoa 6 viikkoa
‘ Po ‘ 2 viikkoa 2 viikkoa Tiineys Imetys
Fi Kehitys kohdussa | Ennen vieroitusta Vle.r"o ituksen
jalkeen
Rty Sukuky- | Arvioitu ikd ruumiinavauksessa
saanut Kohortti Nimi Eldintd/kohortti Y St o
, Psyys (viikkoja)
sukupolvi
; 1A Lisddntyminen 20U+20N Kylla 13
Tavoite on . . i . . ; ,
20 1B Lisdantyminen 20U+20N Kylla 14 tai 20-25, jos se on aiheellista
oikuetta 2A Neurotoksisuus 10U+10N@ Kylla 11-12
p hmid 2B Neurotoksisuus 10U+10N@ Ei 3
r}lliohti 3 Immunotoksisuus | 10U+ 10N@ Kylla 8
Ylimédraiset Varalla olevat Ei 3

@ yksi poikuetta kohden ja edustaja yhteensa 20 poikueesta jos mahdollista

MENETELMAN KUVAUS/TESTIN VALMISTELU

Eldimet
Eliinlajin ja kannan valinta

10. Lajien valintaa lisddntymistoksisuutta koskevaan tutkimukseen olisi harkittava tarkasti kaiken saatavilla olevan
tiedon perusteella. Rotta on yleensd suositeltavin laji, koska taustatietoja on paljon ja niitd voidaan vertailla yleisiin
toksisuustesteihin. Téssi testimenetelmissd annetuissa kriteereissd ja suosituksissa viitataan rottaan. Jos toista lajia
kédytetddn, timd on perusteltava, ja protokollaan on tehtivd asianmukaiset muutokset. Kantoja, joiden hedelmalli-
syys on alhainen tai joilla tiedetddn esiintyvin korkea maird spontaaneja kehityshairioitd, ei pitéisi kdyttaa.

Tkdd, ruumiinpainoa ja ryhmiin sisdllyttamistd koskevat kriteerit

11.  Olisi kdytettdvd terveitd poikasia saaneen sukupolven eldimid, joita ei ole kaytetty aiempiin kokeisiin. Sekd uroksia
ettd naaraita tutkitaan, ja naaraiden on oltava synnyttimattomii, eivitkd ne saa olla tiineend. P-eldinten olisi oltava
sukukypsid ja samanpainoisia (sukupuolen mukaan) annostuksen alkuvaiheessa, samanikdisid (noin 90 péivad)
pariutumisvaiheessa, ja niiden on kuuluttava tutkittavaan lajiin ja kantaan. Eldimid olisi totutettava olosuhteisiin
ainakin viiden pdivin ajan vastaanottamisen jalkeen. Eldimet jactaan satunnaisesti kontrolli- ja testiryhmiin niin,
ettd ryhmien vilinen ruumiinpainon keskiarvo on vertailukelpoinen (eli se on + 20 % keskiarvosta).

Koe-eldinten hakit ja ruokinta

12.  Koe-eldinhuoneen lampétilan pitéisi olla 22 °C (z 3 °C). Suhteellisen kosteuden pitéisi olla 30-70 %, ja ihanteel-
linen vili on 50-60 %. Keinovaloa olisi kaytettdvd jaksossa 12 tuntia valoa, 12 tuntia pimedi. Normaalia
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laboratorioruokavaliota voidaan kdyttdd, ja juomaveden médrdd ei saa rajoittaa. Olisi kiinnitettdvé erityistd huolta
sithen, kuinka paljon ravintoon sisdltyy fytoestrogeenia, koska korkea miird fytoestrogeenia ravinnossa voi
vaikuttaa tiettyihin kehitykseen liittyviin padtetapahtumiin. Vakiomuotoista ruokavaliota, jonka sisalto kirjataan ja
jossa estrogeenisia kemikaaleja on vihennetty, suositellaan (2)(30). Ravinnon valintaan voi vaikuttaa tarve
varmistaa sopiva sekoitus testikemikaalia, kun sitd annetaan timin menettelyn mukaisesti. Testikemikaalin sisilto,
homogeenisuus ja stabiliteetti ruokavaliossa olisi varmistettava. Rehuun ja juomaveteen mahdollisesti sisdltyvid
epdpuhtauksia olisi sddnnollisesti analysoitava. Kunkin tutkimuksen aikana annetun ravintoerdn edustavaa naytettd
olisi siilytettdvd asianmukaisissa oloissa (eli pakastettuna — 20 °C limpétilassa) raportin valmistumiseen saakka,
jos tulokset edellyttavit ruokavalion ainesosien tarkempaa analyysia.

13.  Eldimet voidaan pitdd hikeissd pienissd samaa sukupuolta ja samassa koeryhmaissi olevien eldinten ryhmissa. Niitd
voidaan joutua pitdmain hikeissd yksittdin mahdollisten vaurioiden valttimiseksi (esim. urokset pariutumisjak-
solla). Parituksen tulee tapahtua tarkoitukseen sopivissa hikeissd. Kun parituksen todetaan tapahtuneen, naaraat,
joiden oletetaan olevan tiinein, sijoitetaan erikseen synnytys- tai poikimishikkiin, jossa niille annetaan asianmu-
kaisia ja maédriteltyja pesintekoaineita. Poikueet pidetddn emojen kanssa vieroitukseen saakka. F,-eldimet voidaan
pitdd hikeissd pienissd samaa sukupuolta ja samassa koeryhmissi olevien eldinten ryhmissi vieroituksesta lopetta-
miseen saakka. Eldimet voivat olla hikissd yksittdin, jos timé on tieteellisesti perusteltua. Valittuun alusmateriaalin
pitdisi sisdltyd mahdollisimman vihin fytoestrogeeneja.

Eldinten lukumddrd ja tunnistaminen

14.  Yleensid kussakin koe- ja kontrolliryhmassd pitiisi olla niin paljon pariutuneita eldinpareja, ettd jokaiseen annos-
ryhmédn saadaan ainakin 20 tiinettd naarasta. Tavoitteena on tarpeeksi tiineystapauksia, jotta voidaan tehda
merkitsevd arvio kemikaalin vaikutuksesta P-sukupolven hedelmillisyyteen, tiineyteen ja emon kaytokseen seka
F,-sukupolven kasvuun ja kehitykseen hedelmaityksestd sukukypsyyteen saakka. Jos tutkimuksessa ei padstd tavoi-
teltuun tiineiden eldinten mairdan, tima ei valttimattd mitdtoi tutkimusta, ja titd on arvioitava tapauskohtaisesti
ottaen huomioon testikemikaaliin liittyvin mahdollisen syy-yhteyden.

15.  Kullekin P-eldgimelle annetaan oma tunnistenumero ennen annostelun aloittamista. Jos aikaisempien laboratoriotie-
tojen perusteella vaikuttaa siltd, ettd huomattavalla maardlld naaraista ei ole sddnnollinen (neljan tai viiden pdivan)
kiimakierto, niin ennen kisittelyn aloittamista suositellaan kiimakierron arviointia. Vaihtoehtoisesti ryhmin kokoa
voidaan lisitd, jotta varmistetaan, ettd ainakin 20 naaralla kussakin ryhmissd on sddnnéllinen (neljan tai viiden
pdivan) kiimakierto kasittelyn alussa. Kaikki F -poikaset tunnistetaan yksilollisesti, kun vastasyntyneet tutkitaan
ensimmidisen kerran syntymin jilkeisend paivind O tai 1. Kaikkien F -eldinten, ja tarvittaessa F,-eldinten, alkuper-
dispoikue on merkittdvd muistiin, ja tiedot olisi sdilytettiava koko tutkimuksen ajan.

Testikemikaali

Testikemikaalista saatavilla olevat tiedot

16.  Olemassa olevien tietojen tarkastelu on tirkedd, kun tehddin paatoksid altistusreiteistd, kantaja-aineen valinnasta,
eldinlajin valinnasta, annosten valinnasta ja mahdollisista muutoksista altisaikataulussa. Téstd syystd kaikki saata-
villa olevat asianmukaiset tiedot testikemikaalista, eli fysikokemialliset, toksikokineettiset (mukaan lukien lajispesi-
finen metabolia) ja toksikodynaamiset ominaisuudet, rakenne-aktiivisuussuhteet, metaboliset prosessit in vitro,
tulokset aikaisemmista toksisuustutkimuksista ja asiaankuuluvat tiedot rakenteeltaan vastaavista aineista olisi otet-
tava huomioon pidennetyn yhden sukupolven lisddntymistoksisuutta koskevan tutkimuksen suunnittelussa. Alus-
tavat tiedot absorptiosta, jakautumisesta, metaboloinnista ja erittymisestd sekd biokertyvyydestd voidaan saada
kemiallisesta rakenteesta, fysikokemiallisista tiedoista, plasmaproteiinin sitoutumisen laajuudesta tai toksikokineet-
tisistd tutkimuksista, ja toksisuustutkimuksista saadaan lisitietoja erityisesti haitattomasta vaikutustasosta, metabo-
liasta tai metabolian induktiosta.

Toksikokineettisten tietojen tarkastelu

17.  Aikaisemmin suoritetuista raja-annostutkimuksista tai muista tutkimuksista saadut toksikokineettiset tiedot eivit
ole vilttimittomid, mutta ne ovat erittdin hyodyllisid tutkimuksen suunnittelun, annostasojen valinnan ja tulok-
sien tulkinnan suhteen. Erityisen hyodyllisid ovat tiedot, joilla: 1) varmistetaan kehittyvien sikididen ja poikasten
altistuminen testikemikaalille (tai asiaankuuluville metaboliiteille); 2) annetaan arvio sisdisestd dosimetriasta;
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ja 3) arvioidaan kineettisten prosessien annoksesta riippuvan saturaation mahdollisuutta. Taydentdvid toksikoki-
neettisid tietoja, kuten metaboliittiprofiilit, pitoisuuteen liittyvdt ajan funktiot, on my0s tarkasteltava, jos niitd on
saatavilla. Tdydentavit toksikokineettiset tiedot voidaan keritd myos varsinaisen tutkimuksen aikana, jos se ei héir-
itse varsinaisen tutkimuksen paatetapahtumien kerddmisti ja tulkintaa.

Yleinen ohje on, ettd seuraava toksikokineettisten tietojen kokonaisuus olisi hyodyllinen pidennetyn yhden suku-
polven lisddntymistoksisuutta koskevan tutkimuksen suunnittelulle:

— myohdinen tiineysaika (esim. tiineyspdivd 20): emon veri ja sikioveri
— imetyksen puolessa vilissd (syntymdn jilkeinen péivd 10): emon veri, poikasen veri ja/tai maito
— varhaisessa vaiheessa vieroituksen jilkeen (esim. syntymain jilkeinen péivé 28): vastavieroitetun verindytteet.

Tiettyjen analyyttien (esim. alkuperdinen kemikaali ja/tai metaboliitit) médrittelyssi ja ndytteenotto-ohjelmassa olisi
sovellettava joustavuutta. Esimerkiksi kerdttdvien ndytteiden maara ja kerddmisen ajoitus tiettynd ndytteenottopii-
vdnd riippuu muiden kuin tiineind olevien eldinten altistusreitistd ja siitd, onko niiden toksikokineettisistd ominai-
suuksista aiempia tietoja. Tutkimuksissa, joissa testiaine annetaan ravintoon sekoitettuna, riittdd néytteenotto
yhtend johdonmukaisena ajankohtana kunakin niind péivind. Annostelu letkuruokinnalla voi vaatia tdydentdvid
ndytteenottoaikoja, jotta saadaan parempi arvio erilaisista sisdisistd annoksista. Mindin naytteenottopéivini ei ole
kuitenkaan tarpeen tehdd tdydellistd tutkimusta pitoisuuteen liittyvastd aktiviteetista. Veri voidaan tarvittaessa
eritelld sukupuolittain poikueiden sisdlld siki6n ja vastasyntyneen analyyseja varten.

Annostelureitti

18.  Reitin valinnassa olisi otettava huomioon ihmisen altistumiselle tarkoituksenmukaisin reitti (reitit). Vaikka testipro-
tokolla on suunniteltu testikemikaalin antamiseen ravinnon vilitykselld, sitd voidaan muokata niin, ettd voidaan
kdyttdd muuta antotapaa (juomaveden vilitykselld, letkulla, inhalaatiolla, ihon kautta) kemikaalin ominaisuuksista
sekd tarvittavista tiedoista riippuen.

Kantaja-aineen valinta

19.  Testikemikaali liuotetaan tai suspensoidaan tarvittaessa sopivaan kantaja-aineeseen. Suositusten mukaan ensin on
harkittava vesipohjaisen liuoksen/suspension kdyttod, sitten oljypohjaista (esimerkiksi maissi6ljy) liuosta/suspen-
siota, kun tdma on mahdollista. Jos kantaja-aine ei ole vesi, sen toksiset ominaisuudet on tunnettava. On viltettdva
kdyttiméstd kantaja-aineita, jotka ovat mahdollisesti luontaisesti myrkyllisid (esim. asetoni, DMSO). Testikemi-
kaalin stabiliteetti kantaja-aineessa médritetddn. Jos annostelun helpottamiseksi kiytetddn kantaja-ainetta tai muuta
lisdainetta, on syytd selvittdd: sen vaikutus testiaineen absorboitumiseen ja jakautumiseen, testiaineen metaboloitu-
miseen ja elimistossd sdilymiseen. Lisdksi on selvitettdvi sellaiset vaikutukset testiaineen kemiallisiin ominaisuuk-
siin, jotka saattavat muuttaa testiaineen myrkyllisyyttd, sekd vaikutukset koe-eldinten ravinnon ja juoman nauttimi-
seen tai ravitsemustilaan.

Annoksen valitseminen

20.  Tutkimukseen olisi tavanomaisesti sisillyttdvd vihintdan kolmea annostasoa ja rinnakkainen kontrolli. Kun vali-
taan asianmukaiset annostasot, tutkijan olisi otettava huomioon kaikki saatavilla olevat tiedot, kuten annostiedot
aikaisemmista tutkimuksista, toksikokineettiset tiedot tiineind olevista ja muista eldimistd ja se, kuinka laajasti
ainetta siirtyy maidon kautta, sekd ihmisen altistumista koskevat arviot. Jos on saatavilla toksikokineettisia tietoja,
joista kdy ilmi toksikokineettisten prosessien annosriippuvainen saturaatio, olisi pyrittivd valttimain korkeita
annostasoja, jotka osoittavat selvisti saturaation, jos ihmisen altistumistason oletetaan olevan hyvin paljon mata-
lampi kuin kylldstymispiste. Téllaisissa tapauksissa suurimman annostason olisi oltava hieman suurempi kuin
kdannekohta, jolloin siirrytddn epilineaariseen toksikokineettiseen kayttaytymiseen.

21.  Jos asianmukaisia toksikokineettisid tietoja ei ole kéytettdvissd, annostasojen olisi perustuttava toksisuusvaikutuk-
siin, ellei titi rajoiteta testikemikaalin fysikaalisen/kemiallisen luonteen vuoksi. Jos annostasot perustuvat myrkylli-
syysvaikutuksiin, suurimman annoksen valinnan tavoitteena on aiheuttaa jonkin verran systeemistd myrkyllisyytta,
mutta ei kuolemaa eikd voimakasta kirsimysta.

22, Annostasot valitaan asteittain alenevasti, jotta kaikki annostukseen liittyvat vaikutukset osoitetaan ja jotta vahviste-
taan haitattomat vaikutustasot (NOAEL) tai annokset, jotka ovat lihelld havaitsemisrajaa, joiden perusteella
herkimmille padtetapahtumille voidaan johtaa vertailukohtana oleva annos. Haitattomien vaikutustasojen ja alhai-
simman havaittavan haittavaikutuksen aiheuttavan tason vilisten suurten annosvilien valttimiseksi kaksinkertaiset
tai nelinkertaiset erot annostasojen valilld ovat usein parhaimmat. Usein on parempi listd neljds testiryhmd kuin
kéyttdd hyvin suuria annosvileji (esimerkiksi yli 10-kertaisia annosvileja).
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23.  Kontrolliryhmin eldimid kisitellddn aivan samoin kuin koeryhmin eldimid, paitsi ettd niille ei anneta testikemi-
kaalia. Tama ryhmad pitdisi jattad altistamatta tai sille annetaan plaseboa taikka se saa kantaja-ainetta, mikali testi-
kemikaalin antamisen yhteydessd kdytetddn kantaja-ainetta. Jos kantaja-ainetta kdytetddn, kontrolliryhmin pitdisi
saada korkein médird kantaja-ainetta.

Raja-annostesti

24.  Tutkimus usealla annostasolla ei ole ehkd valttimiton, jos myrkyllisyyttd ei havaita annostasolla, joka on ainakin
1 000 mg/painokilofvrk toistuvan annostelun tutkimuksissa tai jos myrkyllisyyttd ei ole odotettavissa rakenteel-
taan jatai metaboliavaikutuksiltaan samankaltaisista kemikaaleista, jotka ovat metabolisten ominaisuuksien in
vivo/in vitro osalta samanlaisia, saatujen tietojen perusteella. Tallaisissa tapauksissa pidennetty yhden sukupolven
lisddntymistoksisuutta koskeva tutkimus voitaisiin toteuttaa kdyttdmailld kontrolliryhméi ja yhtd annosta, joka on
ainakin 1 000 mg/painokilo/vrk. Jos kuitenkin tdiméin raja-annoksen kiyton vuoksi 16ytyy todisteita lisddntymiseen
tai kehitykseen liittyvéstd toksisuudesta, lisatutkimuksia alemmilla annostasoilla tarvitaan haitattoman vaikutus-
tason madrittdmiseksi. Raja-annostestid koskevia ndkokohtia sovelletaan ainoastaan, jos ihmisten altistumista
koskevat tiedot eivit osoita, ettd korkeampi annostaso on tarpeellinen.

MENETELMAT

Poikasten altistaminen

25.  Suositeltu annostelutapa on altistaminen ravinnon vilitykselld. Jos letkuruokintatutkimuksia tehddin, on otettava
huomioon, ettd poikaset saavat testikemikaalia normaalisti ainoastaan epdsuorasti maidon kautta, ennen kuin
suora annostus aloitetaan vieroituksen yhteydessd. Tutkimuksissa, joissa testikemikaali annetaan ravintoon tai
juomaveteen sekoitettuna, poikaset saavat lisiksi testikemikaalia suoraan, kun ne alkavat itse sy6dd imetysajan
viimeiselld viikolla. Muutoksia tutkimuksen suunnitteluun olisi harkittava, jos testikemikaalia erittyy huonosti
maitoon ja jos poikasten jatkuvasta altistumisesta ei ole todisteita. Ndissd tapauksissa annosten antamista suoraan
poikasille imetysaikana olisi harkittava olemassa olevien toksikokineettisten tietojen, poikasten toksisuuden tai
biomarkkereiden muutoksien perustella (3)(4). Ennen kuin tehdddn tutkimuksia poikasille imetysaikana suoraan
annettavista annoksista, olisi harkittava huolellisesti etuja ja haittoja (5).

Annosteluaikataulu ja annosten antaminen

26. Jotain tietoja kiimasykleistd, urosten ja naaraiden lisddntymiselinten histopatologiasta ja kivesten/lisakivesten
siemennesteen analyysista voi olla saatavilla aikaisemmista toistuvan annostelun tutkimuksista, joiden kesto oli
riittdvd. Ennen sukukypsyysikdd annettavan kisittelyn kestolla pidennetyssd yhden sukupolven lisddntymistoksi-
suutta koskevassa tutkimuksessa pyritddn siten havaitsemaan toiminnallisia muutoksia koskevat vaikutukset, jotka
voivat hiiritd parittelukdyttidytymistd ja hedelmoitystd. Annoksia pitdisi antaa ennen sukukypsyysikdd tarpeeksi
kauan, jotta saadaan aikaan tasapainoiset P-uroksien ja naaraiden altistusolosuhteet. Kummankin sukupuolen
kaksiviikkoinen ennen sukukypsyysikad toteutettava kisittely katsotaan useimmissa tapauksessa riittdvaksi. Naar-
aiden osalta tdimi kattaa 3-4 kokonaista kiimasyklid, ja tdmédn pitdisi riittdd havaitsemaan syklille aiheutuvat
mahdolliset haittavaikutukset. Urosten osalta tima vastaa ajanjaksoa, jota tarvitaan kehittyvien siittididen kypsymi-
seen lisakiveksessd, ja tdlld pitdisi voida havainnoida vaikutuksia siemennesteeseen sen jilkeen, kun se kulkeutuu
pois kiveksestd (spermiaation loppuvaiheessa ja kypsyessddn lisakiveksessd) pariutumisen yhteydessd. Lopetusvai-
heessa, kun suunnitellaan kivesten ja lisikivesten histopatologista tutkimusta ja analyysia spermaparametreista,
E— ja F,-urokset on altistettu ainakin yhden tiydellisen spermatogeneesisyklin ajan ((6)(7)(8)(9) ja OECD:n ohjeasia-

irja 151 (40)).

27.  Kokeita, joissa uroksia altistetaan ennen sukukypsyysikid, voidaan mukauttaa, jos aikaisemmissa tutkimuksissa on
selvisti madritelty kiveksille aiheutuvat myrkyllisyysvaikutukset (spermatogeneesin heikentyminen) tai siemennes-
teen eheydelle ja toiminnalle aiheutuvat vaikutukset. Samoin naaraiden osalta, testikemikaalin tunnetuilla vaiku-
tuksilla kiimasykliin ja siten seksuaaliseen reseptiivisyyteen voidaan perustella erilaisia ennen sukukypsyysikia
suoritettavia altistuskokeita. Erityistapauksissa voi olla hyviksyttavii, ettd P-naaraiden kasittely aloitetaan vasta sen
jalkeen, kun saadaan siemennesteen osoittava ndyte (ks. OECD:n ohjeasiakirja 151 (40)).

28.  Kun pariutumista edeltdvd annostelujakso on otettu kayttoon, eldinten pitéisi saada testikemikaalia jatkuvasti seit-
semdnd paivind viikossa ruumiinavaukseen saakka. Samaa antotapaa on kiytettivd kaikille eldimille. Annosta
annetaan edelleen kahden viikon pariutumisjakson aikana ja P-naaraille koko tiineyden ja imetyksen ajan vieroi-
tuksen jilkeiseen lopettamispdivddn saakka. Uroksille annetaan annos samalla tavalla F -eldinten vieroitukseen
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saakka, jolloin ne lopetetaan. Ruumiinavauksessa etusijalla pitdisi olla naaraat, joille suoritetaan ruumiinavaus
samana/samantapaisena imetyspéivand. Urosten ruumiinavaus voidaan jakaa pidemmille aikavilille laboratorioti-
loista riippuen. Valituille F-uroksille ja -naaraille suoraan annettava annos pitdisi aloittaa vieroituksen yhteydessi,
ellei sitd jo aloitettu imetyksen aikana, ja sen pitiisi jatkua ruumiinavausajankohtaan kohortin tehtévistd riippuen.

29.  Kun testikemikaalit annetaan ravintoon tai juomaveteen sekoitettuna, on tirkedd varmistaa, ettd testikemikaalin
madrdt eivit hdiritse normaalia ravinto- tai nestetasapainoa. Jos testikemikaali annetaan ravintoon sekoitettuna,
voidaan ilmoittaa joko testikemikaalin pitoisuus ravinnossa (ppm) tai eldimen painoon suhteutettu annos; kaytetty
tapa on mainittava.

30. Jos testikemikaali annetaan mahaletkulla, kerralla annettavan nesteen tilavuus ei saa ylittdd 1:td ml/100 g eldimen
painoa (0ljy4, kuten maissioljyd, kdytettdessd tilavuus saa olla enintddn 0,4 ml/100 g eldimen painoa). Poikkeuk-
sena tdstd ovat drsyttavit tai syGvyttivit aineet, joiden kohdalla voidaan yleensd todeta vaikutusten voimistuminen
suurempia pitoisuuksia kiytettdessd. Testiaineen nestemddrin tilavuusvaihtelua olisi minimoitava pitoisuutta muut-
tamalla, jotta kaikilla annostasoilla varmistetaan tilavuudeltaan sama nestemiird. Annokset annetaan samaan
aikaan joka piivd. Kunkin eldinyksilon annoksen tulee yleensd perustua viimeiseen eldimen ruumiin painon méari-
tykseen, ja sitd on mukautettava vihintdin viikoittain, kun kyseessd ovat tdysikasvuiset urokset ja tdysikasvuiset
naarat, jotka eivit ole tiineind, ja kahden piivin vilein, kun kyseessd ovat tiineend olevat naaraat ja F -eldimet,
jolloin annos annetaan ennen vieroitusta ja kahden viikon ajan vieroituksen jilkeen. Jos toksikokineettiset tiedot
osoittavat, ettd testikemikaali levidd heikosti istukan kautta, letkun kautta annettavaa annosta voidaan joutua
mukauttamaan tiineyden viimeisen viikon aikana, jotta emolle ei annostella liian myrkyllistd annosta. Naaraille ei
anneta annosta ruokintaletkun tai minkdan muun reitin kautta, jos eldintd on kisiteltdva synnytyspdivana; testike-
mikaalin antamatta jittdiminen kyseisend paivdnd on suositeltavaa, jotta synnytystd ei hdirita.

Pariutuminen

31.  Kukin P-naaras olisi sijoitettava yhden samasta annosryhmastd satunnaisesti valitun uroksen, joka ei ole samaa
alkuperda (1:1 paritus), pariksi sithen saakka, ettd parituksen voidaan todeta tapahtuneen taikka on kulunut kaksi
viikkoa. Jos uroksia ei ole riittdvd médard esimerkiksi uroksen kuoltua ennen paritusta, uros (tai urokset), joka on
jo paritellut, voidaan parittaa (1:1) toisen naaraan (toisten naaraiden) kanssa niin, ettd kaikki naaraat ovat paritel-
leet. Tiineyspaivd 0 maédritellddn pdivaksi, jolloin todisteet pariutumisesta vahvistetaan (vaginan tulpitus tai sperma
havaitaan). Eldimet olisi eroteltava mahdollisimman pian, kun todisteet pariutumisesta vahvistetaan. Jos parittelua
ei ole tapahtunut kahden viikon jilkeen, eldimet olisi eroteltava, ja niitd ei endd kaytetd paritteluun. Pariutuneet
parit olisi selvésti tdsmennettdvi tiedoissa.

Poikueiden koko

32.  Kunkin poikueen kokoa olisi mukautettava syntymdn jilkeisend paivind 4 poistamalla ylimairdiset poikaset niin,
ettd poikueeseen jid mahdollisimman tarkasti viisi urosta ja nelji naarasta. Poikasten valikoiva poistaminen
esimerkiksi ruumiinpainon perusteella ei ole tarkoituksenmukaista. Jos uros- tai naaraspuolisten poikasten madard
on sellainen, etti poikueeseen ei jdd viittd poikasta kumpaakin sukupuolta, voidaan tehdd osittaismukautus
(esimerkiksi kuusi urosta ja neljd naarasta).

Poikasten valitseminen vieroituksen jilkeisid tutkimuksia varten (ks. kuva 1)

33.  Vieroitushetkelld (noin syntymin jilkeinen paivd 21) kaikista saatavilla olevista poikueista valitaan korkeintaan
20 poikasta annos- ja kontrolliryhmai kohti jatkotutkimuksiin ja niitd pidetddn siind sukukypsyysikdin saakka
(ellei vaadita aiempaa testausta). Poikaset valitaan satunnaisesti, mutta ilmeisen kitukasvuisia eldimid (eldimia,
joiden ruumiinpaino on enemmin kuin kahden keskihajonnan osalta kunkin poikueen keskimdairdistd poikasen
painoa alempi) ei pitéisi sisdllyttdd nithin, koska ne eivit ole todennikoisesti koeryhmin osalta edustavia.

Syntymin jilkeisend pdivand 21 valitut F,-poikaset jaetaan kolmeen kohorttiin seuraavasti:

Kohortti 1 (1A ja 1B) = lisddntymiseen ja kehitykseen liittyvin toksisuuden testaaminen
Kohortti 2 (2A ja 2B) = hermostonkehitykseen kohdistuvan toksisuuden testaaminen

Kohortti 3 = immuunijirjestelmén kehitykseen kohdistuvan toksisuuden testaaminen
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Kohortti 1A: yksi uros ja yksi naaras/poikue/ryhmé (20/sukupuoli/ryhma): etusijainen valinta lisddntymiselimille
aiheutuvien vaikutusten ja yleisten toksisten vaikutusten ensisijaista arviointia varten.

Kohortti 1B: yksi uros ja yksi naaras/poikue/ryhmd (20/sukupuoli/ryhmd): etusijainen valinta F,-eldinten lisddnty-
miselinten toimintaa koskevaa seurantatutkimusta varten, kun tétd tutkitaan (ks. OECD:n ohjeasiakirja 117 (39));
lisaksi pyritddn saamaan histopatologisia tietoja tapauksista, joissa epiillddn lisddntymis- tai hormonijdrjestelmain
vaikuttavia toksisia aineita, tai kun kohortin 1A tulokset ovat epavarmoja.

Kohortti 2A: yhteensd 20 poikasta ryhmid kohti (10 urosta ja 10 naarasta ryhmai kohti; yksi uros ja yksi naaras
poikuetta kohti), jotka osoitetaan hermostoperiisid kayttdytymisoireita koskeviin testeihin, ja sen jilkeen tdysikas-
vuisina neurohistopatologisiin arviointeihin.

Kohortti 2B: yhteensd 20 poikasta ryhmad kohti (10 urosta ja 10 naarasta ryhmai kohti; yksi uros ja yksi naaras
poikuetta kohti), jotka osoitetaan neurohistopatologisiin arviointeihin vieroitusajankohdalla (syntymin jilkeinen
pdiva 21 tai 22). Jos eldimid ei ole riittavisti, etusijalle on asetettava eldinten osoittaminen kohorttiin 2A.

Kohortti 3: yhteensd 20 poikasta ryhmdd kohti (10 urosta ja 10 naarasta ryhmai kohti; yksi uros ja yksi naaras
poikuetta kohti, jos se on mahdollista). Kontrolliryhméstd voidaan tarvita muita poikasia positiivisen kontrollin
eldimiksi T-soluriippuvaista vasta-ainevastetta koskevaa testid varten syntyman jilkeisend pdivind 56 + 3.

34.  Jos poikueessa ei ole tarpeeksi poikasia kaikkia kohortteja varten, kohortti 1 on etusijalla, koska sitd voidaan
laajentaa F,-sukupolven tuottamiseen. Muita poikasia voidaan osoittaa kaikkiin kohortteihin erityisten syiden
vuoksi, esimerkiksi jos kemikaalia epiillidn hermostolle, immuunijirjestelmille tai lisddntymiselle vaaralliseksi
aineeksi. Nditd poikasia voidaan kayttdd tutkimuksissa eri ajankohtina tai arvioitaessa taydentavid paitetapahtumia.
Poikaset, joita ei ole osoitettu kohortteihin, toimitetaan kliiniseen biokemialliseen mddritykseen (55 kohta) ja
ruumiinavausta (68 kohta) varten.

P-eldinten toinen parittelu

35. Toista parittelua ei yleensd suositella P-eldimille, koska sen vuoksi menetetddn tirkeitd tietoja ensimmdisen
poikueen implantaatiopaikkojen mairistd (ja siten implantoinnin jilkeen tapahtuneen tiineyden keskeytymistd ja
perinataalikuolemaa koskevista tiedoista, jotka osoittavat mahdollisen teratogeenisuuden). Testikemikaalia saaneille
naaraille aiheutuneen vaikutuksen varmentamista tai selventdmistd varten olisi parempi, jos tutkimukseen sisallyte-
tddn F -sukupolven pariutuminen. P-urosten toista parittelua naaraiden, jotka eivdt ole saaneet testikemikaalia,
kanssa voidaan kuitenkin aina kéyttdd vaihtoehtona episelvien havaintojen selventdmiseksi tai ensimmdisen parit-
telun aikana havaittujen hedelmallisyysvaikutusten méarittdmiseksi laajemmin.

ELAVIA EIAIMIA KOSKEVAT HAVAINNOT

Kliiniset havainnot

36.  P-cldinten ja valittujen F -eldinten osalta tehdiddn yleiset kliiniset havainnot kerran paivissi. Jos kiytetddan letkuruo-
kintaa, kliiniset havainnot olisi tehtdvad annostelua ennen ja sen jilkeen (mahdollisten plasman huippupitoisuuteen
liittyvien toksisuusoireiden vuoksi). Testiin liittyvit kayttdytymistavan muutokset, vaikeat tai pitkittyneet synnyty-
soireet ja kaikki toksisuusoireet kirjataan. Kahdesti pdivissi ja viikkonloppuna kerran piivissi havainnoidaan kaik-
kien eldinten myrkytysvaikutuksia, sairastuvuutta ja kuolleisuutta.

37.  Lisdksi kaikkien P- ja F -eldinten yksityiskohtaisempi tarkastelu (vieroituksen jilkeen) suoritetaan viikoittain, ja se
voidaan tehdd helposti eldintd punnittaessa, milld minimoidaan kasittelyyn liittyvé rasitus. Havainnot on suoritet-
tava tarkkaan ja kirjattava kdyttdmalld koelaboratorion mairittelemid pisteytysjarjestelmid. Olisi pyrittivd varmista-
maan, ettd testiolosuhteiden muutokset ovat mahdollisimman vahiiset. Kirjattaviin oireisiin sisaltyvit, mutta eivét
pelkastddn, ihon, turkin, silmien, limakalvojen eritteiden eritykseen sekd autonomisen hermoston toimintaan
(esim. kyynelvuoto, piloerektio, mustuaisen koko, poikkeava hengitys) liittyvit muutokset. Muutokset kdynnissa ja
kasittelyyn liittyvissd reaktiivisuudessa sekd klooniset tai tooniset liikkeet, kaavamaiset liikkeet (esimerkiksi ylen-
madrdinen turkin hoito, jatkuva kehdn kiertiminen) tai omituinen kaytos (esimerkiksi itsensd silpominen, taka-
perin kiveleminen) on kirjattava.



21.8.2014 Euroopan unionin virallinen lehti L 24767

Eldimen paino ja ravinnon/veden kulutus

38.  P-cliimet punnitaan ensimmadisend altistuspdivini ja sen jilkeen ainakin viikoittain. Lisdksi P-naaraat punnitaan
imetyksen aikana samoina pdivind kuin poikueen poikaset (ks. 44 kohta). Kaikki F -eldimet punnitaan yksitellen
vieroituksen yhteydessd (syntyman jilkeinen pdivd 21) ja sen jilkeen ainakin viikoittain. Ruumiinpaino kirjataan
my0s péivind, jolloin poikaset tulevat puberteetti-ikddn (esinahka on eronnut tai emitin avautuu). Kaikki eldimet
punnitaan lopetettaessa.

39.  Tutkimuksen aikana ravinnon ja veden kulutus (jos testikemikaalia annostellaan juomaveden valitykselld) kirjataan
ainakin kerran viikossa samoina paivind kuin eldimen ruumiinpaino (paitsi silloin, kun eldimid pidetddn yhdess).
F,-eldinten kunkin hakin ravinnon kulutus kirjataan viikoittain aloittaen siitd, kun eldin valitaan kuhunkin kohort-
tiin.

Kiimasyklit

40.  Ennakkotietoja testikemikaalin kiimakierrolle aiheuttamista vaikutuksista voi olla jo saatavilla aikaisemmista tois-
tuvan annostelun tutkimuksista, ja niitd voidaan kayttdd, kun kemikaalikohtaista protokollaa suunnitellaan piden-
netyssd yhden sukupolven lisddntymistoksisuutta koskevassa tutkimuksessa. Tavanomaisesti kiimakierron arviointi
(emittimen solututkimuksilla) aloitetaan kasittelyjakson alussa ja jatketaan, kunnes pariutuminen vahvistetaan tai
kahden viikon pituinen pariutumisjakso pdittyy. Jos naaraiden normaalia kiimakiertoa on seulottu ennen Kkisit-
telyd, niin ndytteenottoa on hyodyllistd jatkaa, kun altistus aloitetaan. Jos kuitenkin altistuksen alussa esiintyy
huolta epispesifisistd vaikutuksista (kuten aluksi havaittavasta ravinnon kulutuksen vihentymisestd), eldinten
voidaan antaa tottua altistukseen korkeintaan kahden viikon ajan ennen kuin aloitetaan kahden viikon néytteenot-
toaika, joka johtaa pariutumiseen. Jos naaraan kasittelyjaksoa jatketaan tilld tavoin (eli neljan viikon kasittely
ennen parittelua), timd olisi otettava huomioon siten, ettd hankitaan nuorempia eldimid ja jatketaan urosten kisit-
telyjaksoa ennen parittelua. Emittimen/kohdunkaulan solujen ndytteenotossa on varottava limakalvojen vahingoit-
tamista ja siitd seuraavaa valetiineyttd (10)(11).

41. Kohortin 1A F -naaraiden emittimen soluniytteitd on tarkasteltava piivittdin emdttimen avautumisesta siihen
saakka, ettd ensimmdinen sarveistumisen osoittava nayte kirjataan, jotta ndiden kahden tapahtuman aikavali mai-
ritetddn. Kaikkien kohortin 1A F,-naaraiden kiimasyklid olisi my0s seurattava kahden viikon ajan syntyman jalkei-
sestd pdivastd 75 alkaen. Lisdksi, jos F -sukupolven parittaminen on tarpeen, kohortin 1B emittimen solututki-
muksia seurataan paritteluhetkesti siihen saakka, ettd pariutumisesta saadaan todisteita.

Paritus ja tiineys

42.  Vakiomuotoisten pditetapahtumien (kuten ruumiinpaino, ravinnon kulutus, kliiniset havainnot mukaan lukien
kuolleisuuden ja sairastuvuuden tarkistaminen) lisiksi kirjataan paritusajankohdat, siemennysajankohta ja synnyty-
sajankohta sekd lasketaan yhdyntad edeltdvid vili (parituksesta siemennysajankohtaan) ja tiineyden kesto (siemen-
nysajankohdasta synnytysajankohtaan). P-naaraiden oletetulla synnytysajankohdalla olisi tutkittava huolellisesti
kaikki synnytyshdirioihin viittaavat oireet. Kaikki pesakdyttdytymiseen tai imetyskykyyn liittyvdt poikkeavuudet
olisi kirjattava.

43.  Synnytysajankohta on emolle imetyspiivd 0 ja poikasille syntyman jilkeinen paivd 0. Vaihtoehtoisesti kaikki
vertailut voivat myos perustua yhdynnin jilkeiseen ajankohtaan, jotta viltetddn sekaannus syntymin jilkeisten
kehitystietojen kanssa tiineyden kestoon liittyvien erojen vuoksi; synnytyksen ajoitus olisi myds kirjattava. Tama
on erityisen tarkeid silloin, kuin testikemikaali vaikuttaa tiineyden kestoon.

Poikasia koskevat parametrit

44.  Kukin poikue tutkitaan mahdollisimman pian synnytyksen jilkeen (syntymin jilkeinen pdivd O tai 1), jolloin maa-
ritetddn poikasten lukumiird ja sukupuoli, kuolleena ja eldvind syntyneiden poikasten maird sekd merkittévien
poikkeavuuksien esiintyminen (ulkoisesti havaittavat poikkeamat, kuten suulakihalkio; ihonalainen verenvuoto,
epanormaali ihon viri tai pinta; napanuoraa koskevat havainnot, maidon puuttuminen vatsassa; kuivat eritteet).
Lisaksi vastasyntyneiden ensimmadiseen kliiniseen tarkasteluun olisi sisillyttdvd ruumiin lampétilan, aktiivisuuden
ja kasittelyyn liittyvin reaktiivisuuden kvalitatiivinen arviointi. Poikasista, jotka 16ydetddn kuolleina paivind 0, on
tutkittava mahdolliset kehityshairiot ja kuolinsyy. Elavit poikaset lasketaan ja punnitaan kukin erikseen syntymin
jalkeisend piivdnd O tai 1 sekd sddnnollisesti sen jilkeen, ainakin syntymin jilkeisind pdivind 4, 7, 14 ja 21.
Eldimen idn perusteella sovellettavia kliinisid tutkimuksia olisi toistettava, kun jilkeldisid punnitaan tai useammin,
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jos syntymihetkelld on tehty tapauskohtaisia havaintoja. Kirjattaviin oireisiin voivat sisiltyd, mutta eivit pelkis-
tddn, ulkoiset poikkeavuudet, ihon, turkin, silmien, limakalvojen eritteiden eritykseen sekd autonomisen
hermoston toimintaan liittyvit muutokset. Muutokset kdynnissd ja késittelyyn liittyvissd reaktiivisuudessa seka
klooniset tai tooniset liikkeet, kaavamaiset liikkeet tai omituinen kdytos on kirjattava.

45.  Perdaukon ja sukupuolielinten vilinen etdisyys on mitattava kultakin poikaselta ainakin kerran syntyman jélkeisen
pdivan 0 ja 4 vililld. Poikasen ruumiinpaino olisi punnittava samana pdivind, kun perdaukon ja sukupuolielinten
vilinen etdisyys mitataan, ja timd mittaus olisi normalisoitava poikasen koon mittauksen perusteella, mieluiten
kuutiojuureen ruumiinpainosta (12). Urosten ndnnien/ninninpihojen esiintyvyys olisi tarkastettava syntymdn jalk-
eisend pdivana 12 tai 13.

46.  Kaikkien valittujen F -eldimenti osalta tarkastellaan pdivittdin urosten terskan ja esinahan eroamista tai naaraiden
emittimen avautumista. Tami aloitetaan ennen pdivad, jolloin oletetaan, ettd pddtetapahtuma tapahtuu. Ndin
havainnoidaan, saavutetaanko sukukypsyys varhaisessa vaiheessa. Kaikki sukuelimiin liittyvit poikkeavuudet, kuten
pitkittyneet emittimessd olevat haavaumat, hypospadia tai peniksen halkeama, olisi kirjattava. F,-eldinten suku-
kypsyyttd verrataan fyysiseen kehitykseen mairittelemalld ikd ja ruumiinpaino ajankohdalla, jolloin urosten terska
ja esinahka eroavat toisistaan tai naaraiden emdtin avautuu (1 3).

Hermostonkehitykseen liittyvien myrkyllisyysvaikutusten arviointi (kohortti 2A ja 2B)

47. Kymmenen urosta ja 10 naarasta kohortin 2A eldimistd ja 10 urosta ja 10 naarasta kohortin 2B eldimistd,
kummastakin annosryhmasti (kutakin kohorttia kohti yksi uros ja yksi naaras; kaikissa poikueissa on ainakin yksi
poikanen; satunnaisesti valittu) olisi kdytettdvd hermostonkehitykseen liittyvien myrkyllisyysvaikutusten arvioimi-
seen. Kohortin 2A eldinten osalta olisi tehtivd arvio akustisesta sipsihdysvasteesta, toimintaa ja havainnointia
koskeva testisarja sekd motorista aktiviteettia koskevat (ks. 48-50 kohta) ja neuropatologiset arvioinnit (ks.
74-75 kohta). Olisi pyrittdvd varmistamaan, ettd testiolosuhteiden muutokset ovat mahdollisimman vahiiset ja
ettd ne eivat liity jirjestelmallisesti kasittelyyn. Muuttujat, jotka voivat vaikuttaa kdyttdytymiseen, ovat ddnitaso
(kuten dkkindiset kovat ddnet), limpétila, kosteus, valaistusolosuhteet, hajut, ajankohta ja ympiriston hairiotekijat.
Hermostonkehitykseen liittyvien myrkyllisyysvaikutusten testien tuloksia olisi tulkittava suhteessa asianmukaisen
aikaisemman kontrollin vertailuvileihin. Kohortin 2B eldimid olisi kdytettdvd hermostonkehitykseen liittyvien
myrkytysvaikutusten arvioinnissa syntyman jalkeisend paivind 21 tai 22 (ks. 74-75 kohta).

48.  Akustista sipsihdysvastetta koskeva testi olisi suoritettava syntymdn jilkeisend pidivand 24 (x 1 pdivé) kdyttden
kohorttia 2A. Testauspdivai olisi tasapainotettava annosta saaneiden ryhmien ja kontrolliryhmien valilld. Jokaiseen
testikokonaisuuteen sisdltyy 50 testid. Akustista sipsdhdysvastetta koskevan testin suorituksessa olisi mariteltivd
keskimddrdinen vasteamplitudi kussakin 10 testin ryhmdssd (viisi 10 testin ryhmaii), ja testausolosuhteita olisi
optimoitava testijakson sisdisen sopeutumisen aikaansaamiseksi. Ndiden menettelyiden olisi oltava yhdenmukaisia
testimenetelman B.53 kanssa (35).

49.  Syntymin jilkeisen pdivin 63 ja 75 viliselld asianmukaisella ajankohdalla kohortin 2A eldimille suoritetaan
toimintaa ja havainnointia koskeva testisarja ja motorista aktiviteettia koskeva automaattinen testi. Ndiden menet-
telyiden olisi oltava yhdenmukaisia testimenetelmidn B.43 (33) ja B.53 kanssa (35). Toimintaa ja havainnointia
koskevaan testisarjaan sisiltyy eldimen ulkonikod, kayttdytymistd ja toiminnallista eheyttd koskeva yksityiskoh-
tainen kuvaus. Tétd arvioidaan tekemalld havaintoja kotihikissd, sen jilkeen kun eldin on siirretty havainnointia
varten avoimelle kentille, jossa se likkkuu vapaasti, ja eldinten kisittelyyn liittyvilld testeilld. Testauksen on edettiva
vihiten interaktiivisesta eniten interaktiiviseen testiin. Luettelo toimenpiteistd esitetddn liitteessd 1. Koulutettujen
teknikoiden, jotka eivit ole tietoisia eldinten késittelytiedoista, olisi havainnoitava tarkasti kaikkia eldimid, kdyttden
standardoituja menettelyitd, joilla vahimmadistetddn tarkkailijan ennakkokdsitykset. On suositeltavaa, ettd eldimiin
liittyvat havainnoinnit tietyssd tutkimuksessa tekee sama teknikko, kun timd on mahdollista. Jos timi ei ole
mahdollista, tarvitaan jotain ndyttod tarkkailijoiden keskiniisen toiminnan luotettavuudesta. Kaytostd mittaavan
testisarjan kunkin parametrin osalta kdytetddn nimenomaisia toiminnallisesti maariteltyjd asteikkoja ja pisteytyskri-
teerejd. Jos mahdollista, havaintoja koskevia paitetapahtumia, joissa on kyse subjektiivisista sijalukutesteistd, varten
olisi kehitettdvd objektiivisia mairallisid toimenpiteitd. Kutakin eldintd testataan erikseen motorisen aktiviteetin
osalta. Testikokonaisuuden olisi kestettdvi riittdvan kauan, jotta kontrolleja varten voidaan osoittaa, ettd eldin on
sopeutunut testeihin. Motorista toimintaa olisi valvottava toimintaa mittaavalla automaattilaitteella, jolla voidaan
selvittdd toiminnan vihentyminen ja lisddntyminen (eli laitteen mittaaman ldhtotilanteen ei pitdisi olla niin
alhainen, ettd toiminnan vihentymisen havaitseminen estetddn, eikd niin suuri, ettd estetddn toiminnan lisddnty-
misen havaitseminen). Kutakin laitetta olisi testattava vakiomuotoisilla menettelyilld, jotta toiminnan luotettavuus
varmistetaan mahdollisuuksien mukaan laitteiden ja tutkimuspdivien osalta. Testiryhmid olisi mahdollisuuksien
mukaan tasapainotettava laitteisiin ndhden. Testiryhmié olisi tasapainotettava testiajankohtiin ndhden, jotta vilte-
tddn héiritsemastd toiminnan vuorokausirytmia.

50. Jos olemassa olevat tiedot osoittavat, ettd tarvitaan muuta toimintaa koskevaa testausta (esim. aistien, sosiaalinen
tai kognitiivinen testaus), ndmi sisillytetddn toimiin ilman, ettd tutkimuksessa kiytettyjen muiden arviointien
eheyttd hairitddn. Jos tillaiset testit suoritetaan samoilla eldimilld, joita on kiytetty vakiomuotoisiin akustista
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sipsihdysvastetta, toimintaa ja havainnointia sekd motorista aktiviteettia koskeviin testeihin, olisi suunniteltava
erilaisia testejd, joilla vdhimmadistetddn riski ndiden testien eheyden vaarantamisesta. Taydentdvit tutkimukset
voivat olla erityisen hyodyllisid, kun empiiriset havainnot tai ennakoidut vaikutukset taikka menettely/vaikutustapa
osoittavat tietyntyyppisen neurotoksisen vaikutuksen.

Immuunijirjestelmin kehitykseen kohdistuvien myrkyllisyysvaikutusten arviointi (kohortti 3)

51.  Syntymin jilkeisend pdivind 56 (+ 3 piivdd) kymmenen urosta ja 10 naarasta kohortin 3 eldimistd kummastakin
koeryhmastd (kutakin kohorttia kohti yksi uros ja yksi naaras; kaikissa poikueissa on ainakin yksi poikanen; satun-
naisesti valittu poikanen) olisi kdytettivd T-soluriippuvaista vasta-ainevastetta koskevaa testid varten — eli
primaarista I[gM-vasta-ainevastetta T-soluriippuvaiseen antigeeniin, kuten lampaan punasoluihin (SRBC) tai malja-
kotilon hemosyaniiniin (keyhole limpet hemocyanin, KLH) —, joka on yhdenmukainen timénhetkisten immuuni-
jarjestelmdin kohdistuvien myrkyllisyysvaikutusten testausmenetelmien kanssa (14)(15). Vastetta voidaan arvioida
laskemalla erityiset plakkia muodostavat solut (PFC) pernassa tai madrittamalld ELISA-testissd SRBC- tai KLH-spesi-
fisen IgM-vasta-aineen titteri vastehuipun aikana. Vasteen huippu on tavanomaisesti neljin (PFC-vaste) tai viiden
(ELISA-testi) vuorokauden kuluttua laskimonsisdisestd immunisaatiosta. Jos primaarista vasta-ainevastetta testaan
laskemalla plakkia muodostavat solut, eldinten alaryhmid voidaan arvioida eri paivind edellyttden, ettd: alaryhmien
immunisaatio ja lopettaminen ajoitetaan siten, ettd PFC:t lasketaan reaktiohuipun aikana; alaryhmiin sisiltyy yhta
monta uros- ja naaraspuolista poikasta kaikista koeryhmistd, mukaan lukien kontrolliryhmadt; ja ettd alaryhmia
arvioidaan suunnilleen samalla syntymin jalkeiselld ialld. Testikemikaalille altistaminen jatkuu ajankohtaan, jolloin
perna kerdtddn PFC-vastetta tai seerumi kerdtddn ELISA-testid varten.

Lisdintymiseen mahdollisesti kohdistuvien myrkyllisyysvaikutusten arvioinnin seuranta (kohortti 1B)

52.  Kohortin 1B eldinten altistusta voidaan jatkaa syntymin jilkeisen pdivan 90 jilkeen ja ne voivat tarvittaessa saada
F,-sukupolven poikasia. Saman annosryhmén urosten ja naaraiden olisi oltava samassa hakissi (vilttden sisarusten
parittamista) enintddn kahden viikon ajan syntymin jalkeisestd pdivistd 90 alkaen tai sen jilkeen, mutta ei
kauempaa kuin syntymin jilkeinen paivd 120. Menettelyiden pitdisi olla samankaltaisia kuin mitd sovelletaan
P-eldimiin. Nédyton perusteella voi kuitenkin riittdd, ettd poikueet lopetetaan syntymin jilkeisend pdivini 4 sen
sijaan, ettd niitd seurataan vieroitukseen saakka tai sen jilkeen.

LOPETTAMISTA KOSKEVAT NAKOKOHDAT

Kliininen biokemia/hematologia

53.  P-cldimille aiheutuvia systeemisid vaikutuksia olisi seurattava. Paaston jilkeisid verindytteitd otetaan mddritellyistd
paikoista kymmeneltd satunnaisesti valitulta P-urokselta ja naaraalta annosryhmdi kohti lopetettaessa. Ne siilyte-
tddn asianmukaisissa olosuhteissa, ja niille tehdddn osittainen tai tdysimittainen veritutkimus, kliininen biokemial-
linen tutkimus, T4:44 tai TSH:td mittaava testi tai muita testejd testikemikaalin tunnettuja vaikutuksia koskevan
profiilin perusteella (ks. OECD:n ohjeasiakirja 151 (40)). Seuraavia verenkuvan parametreja olisi tarkasteltava:
hematokriitti, hemoglobiinipitoisuus, punasolujen méird, valkosolujen maard yhteensd ja erittelylaskenta, verihiu-
taleiden mdadrd ja veren hyytymisaika jaftai -potentiaali. Plasman tai seerumin tarkasteluun olisi sisillyttavi:
glukoosi, kokonaiskolesteroli, urea, kreatiniini, valkuaisaine yhteensa, albumiini ja ainakin kaksi entsyymii, jotka
osoittavat maksasoluvaikutuksia (kuten alaniiniaminotranferaasi, aspartaattiaminotransferaasi, alkalinen fosfataasi,
gammaglutamyylitranspeptidaasi ja sorbitolidehydrogenaasi). Muiden entsyymien ja sappihappojen mittaus voi
tarjota joissain tapauksissa hyodyllistd tietoa. Lisiksi kaikista eldimistd voidaan ottaa verta ja siilyttdd sitd mahdol-
liseen myohemmin toteutettavaan analyysiin, jolla autetaan selventimiin episelvid vaikutuksia tai tuottamaan
sisdistd altistumista koskevia tietoja. Jos P-eldimid ei aiota parittaa toisen kerran, verindytteet kerdtddn juuri ennen
tai osana menetelmdd suunnitellun lopettamisen yhteydessi. Jos eldimid ei lopeteta, verindytteet olisi kerdttava
muutama pdivd ennen kuin eldimet paritetaan toisen kerran. Elleivdt olemassa olevat tiedot toistuvan annostelun
tutkimuksista osoita, ettd testikemikaali ei vaikuta parametreihin, ennen lopettamista olisi tehtdvi virtsa-analyysi,
ja seuraavia parametreja olisi arvioitava: ulkoniko, tilavuus, osmolaalisuus tai ominaistiheys, pH-arvo, valkuai-
saine, glukoosi, veri ja verisolut, solujite. Virtsaa voidaan myos kerdtd testikemikaalin ja/tai metaboliittien eritty-
misen seurantaa varten.

54.  F,-cldimille aiheutuvia systeemisid vaikutuksia olisi myos seurattava. Paaston jilkeisid verindytteitd otetaan médri-
tellyistd paikoista kymmeneltd satunnaisesti valitulta kohortin 1A urokselta ja naaraalta annosryhmai kohti lope-
tettaessa. Ne sdilytetddn asianmukaisissa olosuhteissa, ja niille tehdddn vakiomuotoinen kliininen biokemiallinen
tutkimus, mukaan lukien kilpirauhashormonien (T4 ja TSH) seerumitason arviointi, veritutkimus (punasolujen ja
valkosolujen méira yhteensd ja erittelylaskenta) ja virtsa-analyysi.
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55.  Lopuille poikasille tehddin syntymin jilkeisend pdivind 4 ruumiinavaus. Samalla harkitaan seerumin kilpirauha-
shormonin (tetrajodityroniini, T4) pitoisuuksien mittaamista. Tarvittaessa vastasyntyneiden (syntymin jilkeinen
pdivd 4) veri voidaan eritelld poikueittain biokemiallisia/kilpirauhashormonin analyyseja varten. Verta kerdtdin
T4- ja TSH-analyysiin vastavieroitetuilta eldimiltd, joille tehdd4n ruumiinavaus syntymin jélkeisend paivind 22
(F,-poikasia, joita ei ole valittu kohortteihin).

Siemennestettd koskevat parametrit

56. Kaikkien P-sukupolven urosten siemennestettd koskevia parametreja olisi mitattava, ellei ole tietoja, jotka osoit-
tavat, ettd ndihin parametreihin ei kohdistu vaikutuksia 90 vuorokauden tutkimuksessa. Kaikille kohortin 1A
uroksille olisi tehtdva siemennestettd koskevien parametrien tarkastelu.

57.  Lopettamisen yhteydessd kaikkien P- ja F,- (kohortti 1A) urosten kivesten ja lisikivesten paino kirjataan. Ainakin
yksi kives ja yksi lisdkives varataan histopatologista tutkimusta varten. Jaljelle jadnytta lisakivestd kaytetddn lisdki-
veksen hdnnin siemennesteen varastojen maarittelyyn (16)(17). Lisdksi lisdkiveksen hidnnin (tai siemenjohtimen)
siemenneste keratddn kdyttdmilli menettelyitd, joilla vihimmadistetddn siittididen liikkuvuuden ja morfologian
arvioinnille aiheutuvat vahingot (18).

58.  Siittididen liikkuvuutta voidaan arvioida vilittomaésti lopettamisen jilkeen tai timd voidaan merkitd muistiin
myohempdd analyysid varten. Progressiivisesti liikkkuvien siittididen prosenttiosuus voidaan maddritelld subjektiivi-
sesti tai objektiivisesti tietokoneavusteisella liikkkuvuusanalyysilla (19)(20)(21)(22)(23)(24). Siittididen morfologista
arviota varten lisikiveksen tai siemenjohtimen siemenneste tutkitaan fiksatiivikisiteltynd tai markdpreparaattina
(25) ja vahintddn 200 siittiotd/ndyte luokitetaan joko normaaliksi (pdd ja keskiosa/hdntd vaikuttavat normaalilta)
tai epanormaaliksi. Morfologisiin siemennesteen epinormaaliuksiin kuuluvat siittididen fuusio, eristyneet pdit seka
pdiden tai hintien epimuodostuma (26). Siittididen epimuodostuneet tai suuret pdit voivat osoittaa kehity-
shéirion spermiaatiossa.

59. Jos siittiondytteet pakastetaan, ndytteet fiksoidaan ja siittididen liikkkuvuuden arviointia koskevat kuvat otetaan
talteen ruumiinavaushetkelld (27), myohempai analyysid voidaan rajoittaa kontrolliryhmin ja korkean annos-
ryhmin uroksiin. Jos kuitenkin kisittelyyn liittyvid vaikutuksia havaitaan, alempia annosryhmid olisi myos arvioi-
tava.

Ruumiinavaus

60.  Kun eldimet lopetetaan tai ne kuolevat testin aikana, kaikille P- ja F,-eldimille tehdd4n ruumiinavaus ja ne tutkitaan
silmdmairaisesti mahdollisten rakenteellisten epimuodostumien tai patologisten muutosten vuoksi. Erityistd
huomiota olisi kiinnitettdva lisidntymiselimiin. Kuolemaisillaan olevat inhimilliselld tavalla lopetettavat poikaset ja
kuolleet poikaset olisi kirjattava, ja mikali niiden ruumiin kunto sallii, olisi tutkittava niiden mahdolliset kehity-
shéiriot ja/tai kuolinsyy, ja ruumiit sdilotdan.

61. Tiysikasvuisten P- ja F -naaraiden osalta emdttimen solundytettd tarkastellaan ruumiinavauspdivind, jotta kiima-
syklin vaihe madritelldn ja jotta voidaan mahdollistaa korrelaatio lisddntymiselinten histopatologisen tutkimuksen
kanssa. Kaikkien P-sukupolven naaraiden (ja soveltuvin osin F,-naaraiden) kohdut tutkitaan implantaation esiinty-
vyyden ja méidrdn osalta niin, ettd histopatologista arviointia ei haitata.

Elinten paino ja kudosten siilyttiminen — tiysikasvuiset P- ja F -eldimet

62. Kun eldin lopetetaan, asiaankuuluvien kohorttien kaikkien P-eldinten ja kaikkien F -eldinten ruumiinpaino ja
(jdljempdnd lueteltujen) elinten markdpainot mddritetddn mahdollisimman nopeasti dissektion jalkeen, jotta ne
eivit pddse kuivumaan. Nditd elimid olisi séilytettdva sen jilkeen asianmukaisissa olosuhteissa. Ellei toisin mainita,
parilliset elimet voidaan punnita erikseen tai yhdessi, testin suorittavan laboratorion tavanomaisen kdytinnon
mukaisesti.

— kohtu (ja munajohtimet sekd kohdunkaula), munasarjat
— kivekset, lisakivekset (kokonaispaino ja hinti siittididen méddrin laskemiseen kaytetyissd ndytteissd)

— ecturauhanen (dorsolateraalinen ja ventraalinen osa yhdessd). Eturauhasen yhdistelmdd puhdistettaessa olisi
pidettivd huolta, ettd nestettd sisaltdvid rakkularauhaisia ei puhkaista. Jos eturauhasen kokonaispainolle
aitheutuu vaikutuksia kisittelystd, dorsolateraalinen ja ventraalinen osa olisi leikattava huolellisesti erilleen
fiksaation jilkeen ja punnittava erikseen
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— rakkularauhaset ja eturauhasen etuosa sekd niiden nesteet (yhtend kokonaisuutena)

— aivot, maksa, munuaiset, syddn, perna, kateenkorva, aivolisike, kilpirauhanen (fiksaation jilkeen) ja lisaimu-
nuaiset sekd madritetyt kohde-elimet ja -kudokset.

63. Edelld mainittujen elinten lisdksi asianmukaisissa olosuhteissa olisi sailytettdvd ndytteitd seuraavista: dareisher-
mosto, lihakset, selkidydin, silmit ja nakohermo, maha-suolikanava, virtsarakko, keuhkot, henkitorvi (ja siihen liit-
tyva kilpirauhanen ja lisdkilpirauhanen), luuydin, siemenjohdin (urokset), rintarauhasen rauhanen (urokset ja
naaraat) ja ematin.

64. Kohortin 1A eldinten kaikki elimet punnitaan ja siilytetddn histopatologista tutkimusta varten.

65. Ennen syntymad ja sen jalkeen aiheutettujen immunotoksisten vaikutusten tutkintaa varten kymmenelle urokselle
ja 10 naaraalle kohortin 1A eldimistd kummastakin annosryhmaistd (yksi uros ja yksi naaras poikuetta kohti;
kaikissa poikueissa on ainakin yksi poikanen; satunnaisesti valittu poikanen) olisi toteutettava seuraavat toimenpi-
teet niiden lopettamisen jalkeen:

— punnitaan imusolmukkeet, jotka liittyvit altistumisreittiin ja jotka sijaitsevat siitd etddmmalld (kaikille kohortin
1A eldimille jo tehdyn lisimunuaisten, kateenkorvan ja pernan punnituksen lisdksi)

— analysoidaan pernan lymfosyyttien alapopulaatioita (CD4+- ja CD8+-lymfosyytit, T-lymfosyytit, B-lymfosyytit
ja luonnolliset tappajasolut) kdyttden pernan yhtd puoliskoa, ja toinen puolisko sdilytetddn histopatologista
arviointia varten.

Pernan lymfosyyttien alaluokkien analyysilla eldimilld, joita ei ole immunisoitu (kohortti 1 A), madritetdan, liit-
tyyko altistus muutoksiin "auttajasolun’ (CD4+) tai sytotoksisten (CD8+) kateenkorvasta perdisin olevien lymfosyyt-
tien taikka luonnollisten tappajasolujen immunologisesti vakaassa jakaumassa (nopea reagointi neoplastisiin
soluihin ja patogeeneihin).

66. Kohortin 1 B eldinten seuraavat elimet punnitaan ja vastaavat kudokset kisitellddn ryhmitasoa varten:

— emitin (ei punnita)

— kohtu ja kohdunkaula

— munasarjat

— kivekset (ainakin yksi)

— lisakivekset

— rakkularauhaset ja eturauhasen etuosa
— eturauhanen

— aivolisike

— médritetyt kohde-elimet.

Kohortin 1B histologinen tutkimus suoritetaan, jos kohortin 1A tulokset ovat epdvarmoja tai jos epiillddn lisddn-
tymis- tai hormonijarjestelmddn vaikuttavia toksisuutta aiheuttavia aineita.

67. Kohortit 2A ja 2B: hermostonkehitykseen kohdistuvan myrkyllisyysvaikutuksen testaaminen (syntymin jilkeinen
pdivd 21 tai 22 ja tdysikasvuiset poikaset). Kohortin 2A eldimet lopetetaan kéyttdytymistd mittaavan testin jilkeen,
aivojen painot kirjataan ja tdydellinen neurohistologinen tutkimus tehddin neurotoksisuutta koskevaa arviota
varten. Kohortin 2B eldimet lopetetaan syntyman jilkeisend paiviand 21 tai 22, aivojen painot kirjataan ja aivoista
tehdddn mikroskooppitutkimus neurotoksisuutta koskevaa arviota varten. Kohortin 2A eldimille on kéytettiva
perfuusiofiksaatiota, mikd on vapaachtoista kohortin 2B eldimille testimenetelman B.53 mukaisesti (35).

Elinten paino ja kudosten siilyttiminen — vastavieroitetut F -eliimet

68.  Poikaset, joita ei ole valittu kohortteihin, mukaan lukien kitukasvuiset eldimet, lopetetaan vieroituksen jilkeen
syntymadn jalkeisend péivind 22, elleivit tulokset osoita tarvetta tdydentéville elavilld eldimilld tehtaville tutkimuk-
sille. Lopetetuille poikasille tehdd4dn ruumiinavaus mukaan lukien lisddntymiselimid koskeva arviointi, kuten kuva-
taan 62 ja 63 kohdassa. Enintddn 10 poikaselta sukupuolta ja ryhmidd kohti (mahdollisimman monesta
poikueesta) punnitaan aivot, perna ja kateenkorva, ja ne sdilytetdin asianmukaisissa olosuhteissa. Lisiksi ndiden
uros- ja naaraspuolisten poikasten rintarauhaskudosta voidaan sdilyttdd tdydentdvad mikroskooppianalyysia
varten (') (ks. OECD:n ohjeasiakirja 151 (40)). Paljain silmin havaittavat poikkeavuudet ja kohdekudokset on siily-
tettdvd mahdollista histologista tutkimusta varten.

(") Tutkimuksissa on kdynyt ilmi, ettd rintarauhanen ja erityisesti rintarauhasen kehittyminen varhaisessa kehitysvaiheessa on estrogeenisen
toiminnan osalta herkkd paitetapahtuma. On suositeltavaa, ettd péitetapahtumat, joihin kdytetidn kumpaakin sukupuolta olevien
poikasten rintarauhasia, sisillytetddn tihdn testimenetelmiin, kun se validoidaan.
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Histopatologia — P-eldimet

69. Edelld 62 ja 63 kohdassa lueteltujen elinten tdydellinen histopatologia suoritetaan kaikista suuren annoksen ja
kontrolliryhméan P-eldimistd. Ne elimet, joissa todetaan kisittelyyn liittyvid muutoksia, olisi tutkittava myos kaikilta
pienempid annoksia saavilta eldimiltd, jotta haitaton vaikutustaso voidaan maddritelld. Histopatologinen arviointi
olisi tehtava lisdksi kaikista suurista vaurioista seka kaikista sellaisten eldinten lisddntymiselimisté, joiden hedelmal-
lisyyden epdillddn vahentyneen, eli niiden, jotka eivit paritelleet, tulleet tiineiksi, siittdneet tai synnyttineet terveitd
poikasia tai joiden kiimakiertoon tai siittididen madradn, liikkkuvuuteen tai morfologiaan vaikutettiin.

Histopatologia — F -eldimet
Kohortin 1 eldimet

70. Edelld 62 ja 63 kohdassa lueteltujen elinten tdydellinen histopatologia suoritetaan kaikista suuren annoksen
ryhmin ja tdysikasvuisten kontrolliryhmin 1A-eldimistd. Kaikissa poikueissa olisi oltava ainakin 1 poikanen suku-
puolta kohti. Elimet ja kudokset, joissa todetaan kasittelyyn liittyvid muutoksia, ja kaikki suuret vauriot olisi tutkit-
tava myos kaikilta eldimiltd, jotka saavat pienempid annoksia, jotta voidaan médritelld haitaton vaikutustaso.
Syntymdd ennen ja sen jilkeen imukudoselimille aiheutettujen vaikutusten arviointia varten myos kerittyjen
imusolmukkeiden ja luuytimen histopatologia olisi arvioitava kohorttiin 1A kuuluvalta 10 urokselta ja 10 naaralta
kaikkien 1A eldinten keskuudessa tehdyn kateenkorvan, pernan ja lisimunuaisten arvioinnin lisaksi.

71.  Kaikkien kohortin 1 B eldinten lisddntymiselinten kudoksia ja endokriinisia kudoksia, jotka on kasitelty
66 kohdassa tarkoitetulle ryhmatasolle, olisi tutkittava histopatologisesti, jos epillddn lisddntymis- tai hormonijar-
jestelmddn vaikuttavia toksisia aineita. Kohortista 1B olisi tehtdvd myos histologinen tutkimus, jos kohortin 1A
tulokset ovat epdselvit.

72.  Taysikasvuisten naaraiden munasarjoihin pitdisi sisdltyd varhaismunarakkuloita ja kasvavia munarakkuloita seké
suuria keltarauhasia; tdstd syystd histopatologisessa tutkimuksessa on pyrittdvd osoittamaan F-naaraiden varhais-
munarakkuloiden ja pienten kasvavien munarakkuloiden sekd suurten keltarauhasten mairillinen arvio; eldinten
médrdn, munasarjaleikkeen valinnan sekd leikkeen niytekoon olisi oltava tilastollisesti asiamukainen kéytettyyn
arviointimenettelyyn nihden. Munarakkuloiden miird lasketaan ensin kontrolli- ja korkean annoksen ryhmin
eldimilld, ja jos jalkimmdisessd ryhmdssd esiintyy haitallisia vaikutuksia, olisi tarkasteltava alemman annoksen
ryhmid. Tutkimukseen sisiltyy varhaismunarakkuloiden miirdn laskenta. Timd voidaan yhdistdd pienten kasva-
vien munarakkuloiden méirin laskentaan, jotta késiteltyja munasarjoja ja kontrolliryhmin munasarjoja voidaan
verrata (ks. OECD:n ohjeasiakirja 151 (40)). Keltarauhasen arviointi olisi suoritettava samanaikaisesti kiimakiertoa
koskevan testin kanssa, jotta kiimakierron vaihe voidaan ottaa huomioon arvioinnissa. Munajohtimet, kohtu ja
emitin tutkitaan asianmukaisen elimelle tyypillisen kehityksen suhteen.

73.  F,-uroksille tehddidn yksityiskohtaiset kivesten histopatologiset tutkimukset, jotta kisittelyyn lLittyvdt vaikutukset
kivesten erilaistumiselle ja kehitykselle sekd spermatogenecesille tunnistetaan (38). Jos mahdollista, tutkitaan
kiveksen verkon (rete testis) osia. Lisikiveksen paid, runko ja hintd sekd siemenjohdin tutkitaan elimelle tyypillisen
kehityksen suhteen samoin kuin P-uroksilta edellytetyt parametrit.

Kohortin 2 eldimet

74.  Neurohistopatologinen tutkimus suoritetaan kaikille korkean annoksen ja kontrolliryhmin kohortin 2A eldimille
sukupuolta kohden hermostoperiisid kiyttaytymisoireita koskevan testin loppuunsaattamisen jilkeen (syntymén
jlkeisen pdivin 75 jilkeen, mutta ennen pdivdd 90). Aivojen histopatologinen tutkimus suoritetaan kaikille
korkean annoksen ja kontrolliryhmin kohortin 2A eldimille sukupuolta kohden syntymin jilkeisend piiviana 21
tai 22. Elimet ja kudokset, joissa todetaan kisittelyyn liittyvid muutoksia, olisi tutkittava myos kaikilta eldimiltd,
jotka ovat pienempid annoksia saavissa ryhmissd, jotta haitaton vaikutustaso voidaan mdiritelld. Kohortin 2A ja
2B eldinten osalta olisi tutkittava useita aivojen osia, jotta voidaan tarkastella hajukdimejd, aivokuorta, hippokam-
pusta, tyvitumakkeita, talamusta, hypotalamusta, keskiaivoja (keskiaivojen kattoa, keskiaivojen peitettd ja pikkuai-
vovarsia), aivorunkoa ja pikkuaivoja. Pelkdstddn kohortin 2A osalta tarkastellaan silmid (verkkokalvo ja silma-
hermo) ja néytteitd dareishermostosta, lihaksista ja selkdytimestd. Kaikkien neurohistologisten menettelyiden olisi
oltava yhdenmukaisia testimenetelmén B.53 kanssa (35).

75.  Aivojen edustavista alueista olisi tehtdvd morfometriset (kvantitatiiviset) arvioinnit (homologiset kohdat, jotka on
valittu huolellisesti luotettavien mikroskooppisten tuntomerkkien perusteella), ja nithin voi sisiltyd lineaarinen ja/
tai pinta-alaa koskeva mittaus tietyistd aivojen alueista. Kunkin tunnusmerkin (taso) osalta olisi otettava ainakin
kolme yhdensuuntaista leikettd, jotta valitaan homologisin ja edustavin osa arvioitavasta tietystd aivon alueesta.
Neuropatologin olisi ratkaistava asianmukaisesti, ovatko mittausta varten valmistellut leikkeet homologisia muiden
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ndytteiden kanssa ja voidaanko ne sisillyttdd tutkimukseen, koska erityisesti lineaariset mittaustulokset voivat
muuttua suhteellisen lyhyelld etdisyydelld (28). Ei-homologisia leikkeitd ei saa kéyttdd. Tarkoitus on ottaa ndytteitd
kaikilta tdhdn tarkoitukseen varatuilta eldimiltd (10/sukupuoli/fannosryhmi), mutta pienempi maird voi silti riittda.
Alle kuudelta eldimeltd/sukupuoli/annosryhmi otettavia nédytteitd ei pidetd kuitenkaan yleensd riittdvana titd testi-
menetelmdd varten. Stereologiaa voidaan kiyttdd tdsmentimédn testeihin liittyvat vaikutukset, jotka kohdistuvat
parametreihin, kuten tiettyjen neuroanatomisten alueiden volyymi tai solumaira. Kaikissa kudosnaytteiden valmis-
telua koskevissa toimissa kudosten fiksoinnista kudosndytteiden dissektioon, kudosten kisittelyyn ja objektilasien
virjaykseen saakka olisi kéytettdvd tasapainottavaa mallia, jotta jokaiseen erddn sisiltyy edustavia naytteitd
kustakin annosryhmastd. Morfometristd tai stereologista analyysia varten aivokudos olisi valettava sopivaan ainee-
seen kaikilla annostasoilla samaan aikaan, jotta viltetddn kutistuneet artefaktit, jotka voivat liittyd pitkdaikaiseen
sdilytykseen fiksatiivissa.

TULOSTEN ILMOITTAMINEN

Tiedot

76.  Tiedot olisi esitettdvd erikseen ja yhteenvetona taulukossa. Kustakin testiryhmdstd ja sukupolvesta ilmoitetaan
soveltuvissa tapauksissa seuraavaa: eldinten miirid testin alussa, testin aikana kuolleiden tai inhimillisistd syistd
lopetettujen eldinten maird, kuoleman tai lopettamisen aika, lisddntymiskykyisten eldinten maard, tiineiden naar-
aiden miird, niiden naaraiden maird, jotka synnyttivit poikueen ja niiden eldinten maird, joissa myrkyllisyysvai-
kutuksia on havaittavissa. Myrkytysoireet olisi kirjattava mukaan lukien oireiden alkamispdiva, kesto ja voimak-
kuus.

77.  Numeeriset tulokset arvioidaan tarkoituksenmukaista ja hyvaksyttyd tilastollista menetelmédd kiyttden. Tilastolliset
menetelmdt tulee valita tutkimuksen suunnitteluvaiheessa, ja niissd olisi otettava asianmukaisesti huomioon
faktuaaliset tiedot (esim. laskutiedot), tiettyjen arvojen maddrdd mittaavat tiedot (esim. rajoitettu havainnointiaika)
ei-riippumattomat tiedot (esim. vaikutukset poikueisiin ja toistetut toimenpiteet) ja erisuuret varianssit. Yleistetyt
lineaariset sekamallit ja annosvastemallit kattavat laajan luokan analyyttisid vilineitd, jotka voivat soveltua tdstd
testimenetelmistd saaduille tiedoille. Raporttiin pitéisi sisaltyd riittdvasti tietoa analyysimenetelmistd ja kaytetystd
tietokoneohjelmasta, jotta riippumaton arvioijja/tilastoasiantuntija voi niiden avulla arvioida/arvioida uudelleen
analyysin.

Tulosten arviointi

78.  Loydokset — mukaan lukien ruumiinavausléydokset ja mikroskooppiset l6ydokset — on arvioitava havaittujen
vaikutusten pohjalta. Arviointiin sisdltyy annoksen ja epimuodostumien tai hdirididen, mukaan lukien vakavat
vauriot, esiintyvyyden ja vaikutusten vakavuuden vilinen mahdollinen suhde. Kohde-elimia, vaikutuksia hedelmal-
lisyyteen, Kliinisida hairioitd, vaikutuksia lisddntymiskykyyn ja poikueen kokoon/laatuun, ruumiinpainon
muutoksia, vaikutuksia kuolleisuuteen sekd muita myrkyllisyysvaikutuksia ja kehitysvaikutuksia olisi myos arvioi-
tava. Sukupuolikohtaisiin muutoksiin olisi kiinnitettdvd erityisti huomiota. Testikemikaalin fysikokemialliset
ominaisuudet ja toksikokineettiset tiedot, kun ne ovat saatavilla, mukaan lukien kemikaalin levidminen istukan
kautta ja maidon erittyminen, olisi otettava huomioon testitulosten arvioinnissa.

Tutkimusseloste

79.  Tutkimusselosteen on sisillettdva seuraavat tiedot, jotka on saatu tissd tutkimuksessa P-, F - ja F-eldimiltd (sovel-
tuvin osin):
Testikemikaali:

— kaikki asianmukaiset saatavilla olevat tiedot testikemikaalin kemiallisista, toksikokineettisista ja toksikodynaa-
misista ominaisuuksista

— tunnistetiedot

— pubhtaus.

Kantaja-aine (tarvittaessa):

— jos kantaja-aine on muu kuin vesi, sen valinta on perusteltava.
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Koe-eldginlajit:

— kaytetty eldinlaji ja kanta

— eldinten lukumadiri, ikd ja sukupuoli

— toimittaja, hikit, ravinto, pesintekoaineet ja niin edelleen

— kunkin eldimen paino testin alussa

— P-naaraiden emittimen solundytetiedot ennen kisittelyn alkua (jos tiedot keritddn tuolloin)

— P-sukupolven paritusta koskevat tiedot, joissa mainitaan uros- ja naaraspuolinen parittelukumppani ja parit-
telun onnistuminen

— alkuperdispoikuetta koskevat tiedot tdysikasvuisista F,-sukupolven eldimistd

Testiolosuhteet:

— annostasojen valintaperusteet
— yksityiskohdat testikemikaalin koostumuksesta/ravintovalmisteesta, valmisteessa saavutetusta pitoisuudesta

— valmisteen stabiliteetti ja homogeenisuus kantaja-aineessa tai vilittdjassd (esim. ravinto, juomavesi), veressd ja/
tai maidossa kiyttoa ja varastointia koskevien edellytysten mukaisesti kiyttokertojen valilld

— vyksityiskohtaiset tiedot testikemikaalin antotavasta

— muuntokerroin ravintoon/juomaveteen sekoitetun testikemikaalin pitoisuudelle (ppm) todelliseen annokseen
(mg/painokilo/vrk) nihden (tarvittaessa)

— yksityiskohtaiset tiedot ravinnon ja veden laadusta (mukaan lukien ravinnon koostumus, mikili saatavissa)

— yksityiskohtainen kuvaus satunnaisotosta koskevista menettelyistd, joita kdytetddn poikasten karsitaan ja kun
niitd valitaan koeryhmiin

— ympiristoolosuhteet

— luettelo tutkimushenkildstostd mukaan lukien ammatillinen koulutus.

Tulokset (yhteenveto ja yksilokohtaiset tiedot sukupuolittain ja annostason perusteella):

— ravinnonotto sekd nautitun veden miird, mikili se on mitattu, ravinnon tehokkuus (ruumiinpainon lisdys
nautittua ravintogrammaa kohti lukuun ottamatta sitd aikaa, kun eldimet pidetddn yhdesss, ja imetysaikaa) ja
saadun testiaineen maira P- ja Fl-eldimilld (ravintoon/juomaveteen sekoitettuna)

— absorptiotiedot (jos mitattu)

— P-eldinten painotiedot

— valittujen F,-eldinten painotiedot vieroituksen jilkeen

— eldinten kuolinaika tutkimusaikana tai eloonjdineet sen paityttya

— Kkliinisten havaintojen luonne, vaikeusaste ja kesto (ovatko kumottavissa vai eivit)

— hematologia, virtsa-analyysi ja kliinisen kemian tiedot, mukaan lukien TSH ja T4

— pernan solujen fenotyypin analyysi (T, B-, tappajasolut)

— luuytimen solujen médrd

— toksista vastetta koskevat tiedot

— niiden P- ja F,-naaraiden mdird, joilla on normaali tai epanormaali kiimasykli, ja syklin pituus
— pariutumiseen tarvittava aika (yhdyntdd edeltava vili, parituksen ja pariutumisen vélisten pdivien médaré)

— toksiset ja muut vaikutukset lisddntymiseen, mukaan lukien lukumaiiri ja prosenttiosuus eldimisté jotka parit-
televat, tulevat tiineiksi, synnyttavit ja imettdvit, uroksista, jotka saavat naaraan tiineeksi, ja naaraista, joilla
esiintyy merkkejd synnytyshairiostd, pitkittyneestd tai vaikeasta synnytyksesti

— tiineyden kesto ja, jos on tietoja, synnytyksen kesto

— implantaatioiden lukumaird, poikueiden koko ja urospuolisten pentujen prosenttiosuus
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— implantaation jilkeen tapahtuneiden tiineyden keskeytymisten, eldvini syntyneiden ja kuolleena syntyneiden
lukumaird ja prosenttiosuus

— poikueen paino ja poikasen painotiedot (urokset ja naaraat erikseen sekd kummatkin yhdessd), kitukasvuisten
eldinten maird, jos tdimd madritellddn

— selvisti ndkyvistd epdmuodostumista karsivien poikasten lukumaira

— toksiset tai muut vaikutukset poikasiin, syntyman jilkeiseen kasvuun, elinkykyyn jne.

— tiedot poikasten fyysisistd kehitysvaiheista ja muut syntymin jilkeiseen kehitykseen liittyvit tiedot
— F,-eldinten sukukypsyytti koskevat tiedot

— poikasten ja tdysikasvuisten toimintoja koskevat havainnot tarvittaessa

— P-eldinten ja tdysikasvuisten F,-eldinten ruumiinpaino lopettamishetkelld sekd elinten absoluuttinen ja suhteel-
linen paino

— ruumiinavausloydokset
— tarkka selostus kaikista histopatologisista 16ydoksista

— P- ja F -sukupolvien urosten lisikiveksen hinndn siittididen kokonaismdird, progressiivisesti liikkuvien siit-
tididen prosenttiosuus, morfologisesti normaalien siittididen prosenttiosuus ja poikkeavien siittididen prosent-
tiosuus kunkin havaitun poikkeavuuden mukaan

— P- ja F|-naaraiden munasarjoihin sisdltyvien munarakkuloiden mairi ja kypsyysaste tarvittaessa
— F,-naaraiden munasarjojen keltarauhasten laskenta

— tulosten tilastollinen kasittely tarvittaessa

Kohortin 2 parametrit:

— yksityiskohtainen kuvaus menettelyistd, joita kdytetddn standardoimaan havainnot ja menettelyt sekd operatii-
viset madritelmdt pisteytykseen liittyville havainnoille

— luettelo kaikista kaytetyistd testimenettelyistd ja perustelut niiden kaytolle

— yksityiskohtaiset tiedot kiytetyistd kayttdytymisoireisiin/toimintaan liittyvistd, neuropatologisista ja morfome-
trisistd menettelyistd mukaan lukien yksityiskohtaiset tiedot automaattilaitteista

— laitteiden kalibrointia ja vastaavuuden varmistamista koskevat menettelyt ja koeryhmien tasapainottaminen
testimenettelyissd

— lyhyt perustelu, jossa selvitetddn mahdollisia padtoksid, joihin liittyy asiantuntija-arvio

— yksityiskohtainen kuvaus kaikista kdyttaytymisoireisiin/toimintaan liittyvistd, neuropatologisista ja morfometri-
sistd 16ydoksistd sukupuolen ja annosryhmin perusteella, mukaan lukien kontrolliryhmid koskevat lisdykset ja
vihennykset

— aivojen paino

— havainnot hermostollisista oireista tai vaurioista mukaan lukien luonnollisesti esiintyvit sairaudet tai tilat
— kuvat esimerkkiloydoksistd

— morfometriassa kdytettyjen leikkeiden homologian arviointiin kéytetyt vihin tehoa kuluttavat kuvat

— tulosten tilastollinen kisittely, mukaan lukien tietojen analysointiin kéytetyt tilastolliset mallit ja tulokset riip-
pumatta siitd, olivatko ne merkittavat

— muiden toksisten vaikutusten yhteys testikemikaalin mahdollisesta neurotoksisuudesta tehtyihin johtopdatok-
siin sukupuolen ja annosryhmin perusteella

— toksikokineettisten tietojen vaikutus paitelmiin

— testimenetelmdn luotettavuutta ja herkkyyttd tukevat tiedot (kuten positiiviset ja aikaisemmat kontrollitiedot)
— mahdolliset suhteet neuropatologisten ja toiminnallisten vaikutusten valilld

— haitaton tai vertailukohtana oleva annos emoille ja poikasille sukupuolen ja annosryhmin perusteella.

— pohdinta tietojen yleisestd tulkinnasta tulosten perusteella, mukaan lukien johtopditds siitd, aiheuttiko kemi-
kaali hermostonkehitykseen vaikuttavia myrkyllisyysvaikutuksia, ja haitattomasta vaikutustasosta.
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Kohortin 3 parametrit:

— seerumin IgM-vasta-aineiden titteri (herkistys SRBC:lle tai KLH:lle) tai pernan IgM:n PFC-yksikét (herkistys
SRBC:lle)

— T-solujen antigeenin reaktiota (TDAR) koskeva menettely pitiisi vahvistaa osaksi optimointiprosessia laborator-
iossa, joka suorittaa testin ensimmdisen kerran, ja se olisi toteutettava sddnnollisesti (esimerkiksi vuosittain)
kaikissa laboratorioissa

— pohdinta tietojen yleisestd tulkinnasta tulosten perusteella, mukaan lukien johtopditos siitd, aiheuttiko kemi-
kaali immuunijirjestelméin kehitykseen vaikuttavia myrkyllisyysvaikutuksia, ja haitattomasta vaikutustasosta.

Tulosten pohdinta

Padtelmat, mukaan Iukien haitatonta vaikutustasoa koskevat arvot poikasia saaneille tdysi-ikdisille ja poikasille aiheutuvista
vaikutuksista

Kaikki tiedot, joita ei saatu tutkimuksen aikana mutta jotka ovat hyodyllisid tulosten tulkintaa varten (kuten vaiku-
tusten yhtaldisyydet joihinkin tunnettuihin neurotoksisiin aineisiin), pitdisi myos esittaa.

Tulosten tulkinta

80. Pidennetyssd yhden sukupolven lisidntymistoksisuutta koskevassa tutkimuksessa tarjotaan tarvittaessa tietoja tois-
tuvasta altistumisesta kemikaalille lisddntymissyklin kaikissa vaiheissa. Tutkimuksella tarjotaan erityisesti tietoa
poikasten lisddntymiselimistd ja kehityksestd, kasvusta, selviytymisestd sekd toiminnallisista padtetapahtumista
syntyman jilkeiseen pdivadn 90 saakka.

81.  Tutkimustulosten tulkinnassa olisi otettava huomioon kaikki saatavilla olevat tiedot kemikaalista, kuten fysikaalis-
kemialliset, toksikokineettiset ja toksikodynaamiset ominaisuudet, saatavilla olevat asiaankuuluvat tiedot rakenteel-
taan vastaavista aineista ja tulokset aikaisemmin tehdyistd myrkyllisyystutkimuksista, joissa on kiytetty testikemi-
kaalia (esim. viliton myrkyllisyys, myrkyllisyys toistuvan Kkisittelyn jdlkeen, mekaaniset tutkimukset tai tutki-
mukset, joissa arvioidaan, liittyyko metabolisiin ominaisuuksiin in vivo/in vitro huomattavia laadullisia ja madralli-
sid lajikohtaisia eroja). Ruumiinavausta ja elinten painoja koskevia tuloksia olisi arvioitava muiden toistuvilla
annoksilla tehtyjen tutkimusten yhteydessd, kun timd on mahdollista Poikasten kasvun hidastumista voidaan
tarkastella suhteessa testikemikaalin maidon koostumukselle aiheuttamaan vaikutukseen (29).

Kohortti 2 (hermostonkehitykseen kohdistuva toksisuus)

82.  Hermostoperdisid kiyttaytymisoireita koskevia tuloksia olisi tulkittava kaikkien 16ydosten yhteydessi kiyttien
painoarvoanalyysid ja asiantuntija-arviota. Kiytostd koskevia tai morfologisia 16yd6ksid, jos niitd on, sekd annos-
vasteita koskevaa néyttod olisi kasiteltava. Tahan olisi sisillyttava hermostonkehitykseen vaikuttavien myrkyllisyys-
vaikutuksien arviointi, mukaan lukien ihmisen epidemiologiset tutkimukset tai tapausselostukset ja koe-eldimilld
tehdyt tutkimukset (esim. toksikokineettiset tiedot, rakenne-aktiivisuustiedot, tiedot muista toksisuustutkimuk-
sista). Tietojen arviointiin olisi sisillyttdvd pohdinta biologisista ja tilastollisesta merkityksestd. Arviointiin pitdisi
sisdltyd havaittujen neuropatologisten ja kiyttaytymiseen liittyvien muutosten vilinen mahdollinen suhde. Ohjeita
hermostonkehitykseen kohdistuvaa myrkyllisyysvaikutusta koskevien tulosten tulkinnasta esitetddn testimenetel-
missd B.53 (35) ja ldhteessd Tyl et al., 2008 (31).

Kohortti 3 (Immuunijdrjestelmdn kehitykseen kohdistuva toksisuus)

83.  T-soluriippuvaisella vasta-ainevasteella (TDAR) arvioitavaa immuunitoiminnan suppressiota tai tehostumista olisi
arvioitava kaikkien tehtyjen havaintojen yhteydessi. TDAR:in tulosten merkitsevyyttd voivat tukea muut vaiku-
tukset immunologisesti samankaltaisiin indikaattoreihin (kuten luuytimen solut, imukudosten paino ja histopato-
logia, lymforsyyttien alaryhmien jakautuminen). TDAR:in osoittamat vaikutukset voivat olla vihemman merkit-
sevid, jos alemmilla altistuspitoisuuksilla todetaan muita haittavaikutuksia.

84.  OECD:n ohjeasiakirjaa 43 olisi kdytettdvi lisddntymiseen ja hermostonkehitykseen kohdistuviin myrkyllisyysvaiku-
tuksiin liittyvien tulosten tulkinnan apuna (26).
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Lisdys 1

Toimenpiteet ja havainnot, jotka sisiltyvit toimintaa ja havainnointia koskevaan testiin (Kohortti 2A)

Kotihakissi ja avoimella kentilla Kasittely Fysiologia
Asento Vaivaton siirtdminen Lampatila
Tahattomat kouristusliikkeet ja jayk- Vaivaton kisittely Ruumiinpaino

kyys

Luomen sulkeutuminen

Lihaskunto

Pupillien vaste

Karvojen jaykistyminen

Lahestymiseen liittyvd vaste

Pupillien koko

Syljeneritys Kosketusvaste
Kyyneleet Kuulovaste

Adntely Héannédnpuristusvaste
Tukeminen pystyyn Suoristusvaste

Epitavallinen kaynti

Kipdldn levidminen pudotessa

Heritysreaktio

Eturaajan puristusvoima

Kaavamainen liike

Takaraajan puristusvoima

Omituinen kayttdytyminen

Laikut

Epitavallinen hengitys
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Lisdys 2

MAARITELMAT:
Kemikaali: aine tai aineiden seos.

Testikemikaali: miki tahansa aine tai seos, jota testataan kdyttdmalli titd testimenetelméa.
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B.57. H295R-STEROIDOGENEESIA KOSKEVA TESTI

JOHDANTO

1.  Tdmi testimenetelmd vastaa OECD:n testiohjetta 456 (2011). OECD aloitti vuonna 1998 korkean prioriteetin
toimenpiteet, jotta voimassa olevia testiohjeita tarkistetaan ja jotta kehitetddn uusia ohjeita, joilla mahdollisia
hormonaalisia haitta-aiheita seulotaan ja testataan. Vuonna 2002 annettuihin hormonaalisten haitta-aineiden testa-
usta ja arviointia koskeviin OECD:n Kkasitteellisiin puitteisiin (OECD Conceptual Framework for the Testing and
Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals) sisdltyy viisi tasoa, joista kukin vastaa biologisen monimuotoi-
suuden eri tasoa (1). Tdssd testimenettelyssd kuvatussa H295R-steroidogeneesid koskevassa testissd in vitro, jiljem-
pdnd "H295R-testi’, kdytetddn ihmisen adreno-karsinooma-solulinjaa (NCI-H295R-soluja). Kyseessd on tason 2 in
vitro -testi, jolla tarjotaan mekanistisia tietoja, joita kdytetddn seulontaa ja etusijajirjestystd varten. Testin kehittd-
minen ja standardointi steroidogeneesin kemiallisten vaikutusten seurantaan, erityisesti 17-beeta-estradiolin,
jiljempdnd ’E2’, ja testosteronin, jiljempdnd 'T’, tuotannon osalta, toteutettiin monivaiheisessa prosessissa.
H295R-testid on optimoitu ja se on validoitu (2)(3)(4)(5).

2. H295R-testin tavoitteena on havaita kemikaalit, jotka vaikuttavat E2:n ja T tuotantoon. H295R-testilli on
tarkoitus tunnistaa vierasaineet, joiden kohteena ovat ne endogeeniset komponentit, jotka muodostavat solunsi-
sdisen biokemiallisen reitin, joka alkaa reaktiosarjalla kolesterolista E2:n jaftai T:n tuottamiseen. H295R-testilld ei
ole tarkoitus tunnistaa kemikaaleja, jotka vaikuttavat steroidogeneesiin hypotalamusta, aivolisikettd ja sukupuolir-
auhasia koskevan akselin (HPG-akseli) vaikutusten vuoksi. Testin tavoitteena on antaa vastaukseksi KYLLA tai EI
sithen, voiko kemikaali aiheuttaa tai estdd T:n ja E2:n tuotannon. Joissain tapauksissa voidaan kuitenkin saada
kvantitatiivisia tuloksia (ks. 53 ja 54 kohta) Testin tulokset ilmaistaan suhteellisina muutoksina hormonituotan-
toon liuotinkontrolleihin verrattuna. Testilld ei pyritd tarjoamaan erityistd mekanistista tietoa testikemikaalin vuor-
ovaikutuksesta umpieritysjirjestelmidn kanssa. On tehty tutkimuksia, joissa solulinjoja kdytetddn havaitsemaan
vaikutuksia tiettyihin entsyymeihin ja reaktion vilituotteina oleviin hormoneihin, kuten progesteroniin (2).

3. Téssi testimenetelmissd kdytetyt maaritelmdt ja lyhenteet mairitelladn liitteessd. Yksityiskohtainen testiprotokolla,
johon sisiltyvit tiedot siitd, miten valmistetaan liuoksia, viljellddn soluja ja toteutetaan testin eri aspekteja, on
saatavilla OECD:n asiakirjassa ‘Multi-Laboratory Validation of the H295R Steroidogenesis Assay to Identify Modu-
lators of Testosterone and Estradiol Production’ olevassa liitteessa I-III (4).

ALUSTAVAT NAKOKOHDAT JA RAJOITUKSET

4. Sukupuolisteroidihormonien biosynteesiin liittyy viisi erilaista entsyymii, jotka katalysoivat kuusi erilaista reak-
tiota. Kolesterolin entsymaattinen muuntaminen pregnonoloniksi sytokromin P450 (CYP) kolesterolin sivuketjun
pilkkovalla entsyymilld (CYP11A) muodostaa ensimmdisen vaiheen sarjassa biokemiallisia reaktioita, jotka johtavat
steroidien lopputuotteiden synteesiin. Seuraavan kahden reaktion jérjestyksestd riippuen steroidogeeninen reitti
jakaantuu kahteen reittiin, A>-hydroksisteroidi-reittiin ja A*-ketosteroidi-reittiin, jotka ldhenevit toisiaan androstee-
nidionin tuottamiseksi (kuva 1).

5. Androstenedioni muunnetaan testosteroniksi 17-hydroksisteroididehydrogenaasin vilitykselld (17f-HSD). Testos-
teroni on reaktion vilituotteena oleva hormoni ja lopputuote. Urosten osalta T voidaan muuntaa dihydrotestoster-
oniksi, jiljempadnd 'DHT’, 5-alfareduktaasilla. Sitd on solukalvoissa, tumakotelossa ja androgeenien kohdekudosten,
kuten eturauhasen ja rakkularauhasten endoplasmakalvostoissa. DHT on huomattavasti vahvempi androgeeni kuin
T ja sitd pidetddn lopputuotteena olevana hormonina. H295R-testissd ei mitata DHT:td (ks. 10 kohta).

6.  Steroidogeenisen reitin entsyymi on aromataasi, jiljempana ‘CYP19". Se muuntaa kemikaalit, joilla on androgeeni-
vaikutus, kemikaaleiksi, joilla on estrogeenivaikutus. CYP19 muuntaa T:n 17f-estradioliksi (E2) ja androstene-
dionin estroniksi. E2:ta ja T:td pidetddn steroidogeneesin lopputuotteina.

7. CYP17: lyaasiaktiivisuuden spesifiys eroaa substraattina toimivien vilituotteiden osalta lajien vililld. Thmiselld
entsyymi suosii A>-hydroksisteroidi-reitin substraatteja, kuten pregnenoloni, ja rotilla A*-ketosteroidi-reitin
substraatteja, kuten progesteroni (19). Téllaiset erot CYP17:n lyaasiaktiivisuudessa voivat selittdd erddt lajiriippu-
vaiset erot reaktiossa kemikaaleihin, jotka muuttavat steroidogeneesid in vivo -olosuhteissa (6). H295-solujen on
osoitettu vastaavan parhaiten aikuisen ihmisen lisimunaisen entsyymin ilmentymistd ja steroidituotannon kaavaa
(20), mutta niiden tiedetddn ilmentdvdn entsyymejd sekd A’-hydroksisteroidi-reitilld ettd A*-ketosteroidi-reitilld
androgeenisynteesid varten (7)(11)(13)(15).
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Kuva 1

Streoidogeeninen reitti H295R-soluissa

17-alfa-
hydroksipregnenoloni

Kolesteroli

Progesteroni

11 deoksikortikosteroni Deoksikortisoli Testosteroni  Estroni

riiBLg

Kortikosteroni Kortisoli

\ 17-beeta-estradioli

J/

Aldosteroni

Huom.

Entsyymit on kirjoitettu kursiivilla, hormonit on lihavoitu ja nuolet osoittavat synteesin suunnan. Harmaa tausta
osoittaa kortikosteroidin reitit/tuotteet. Sukupuolisteroidireitit/tuotteet on ympyroity. CYP = sytokromi P450;
HSD = hydroksisteroididehydrogenaasi; DHEA = dehydroepiandrosteroni.

8. Thmisen adreno-karsinooma-solulinja on hy6dyllinen in vitro -malli, jolla selvitetddn steroidihormonien synteesin
vaikutuksia (2)(7)(8)(9)(10). H295R-solulinja ilmentdd geenejd, jotka koodaavat kaikkia steroidogeneesin pidasial-
lisia entsyymeji, jotka on esitetty edelld (11)(15) (kuva 1). Timd on ainutlaatuista, koska niiden geenien in vivo
ilmiasu on kudos, ja se on kehitysvaihespesifinen, ja tavallisesti yhdessikddn kudoksessa tai kehitysvaiheessa ei
ilmene kaikkia steroidogeneesiin osallistuvia geenejd (2). H295R-soluilla on ihmisen sikion erilaistumattomien lisi-
munuaissolujen fysiologiset ominaisuudet (11). Namai solut ovat ainutlaatuinen in vitro -jarjestelmi, koska niilld on
mahdollista tuottaa kaikkia aikuisen lisimunuaisten kuoressa ja sukurauhasissa olevia steroidihormoneja. Niilld
voidaan siten testata vaikutuksia kumpaankin kortikosteroidin synteesiin ja sukupuolisteroidihormonien, kuten
androgeenien ja estrogeenien tuotantoon, vaikka testi validoitiin ainoastaan T:n ja E2:n havainnointia varten. Testi-
jarjestelmdssi kirjatut muutokset, jotka liittyvdt T:n ja E2:n tuotannon muutoksiin, voivat olla tulos testikemikaa-
lien hyvin erilaisista vuorovaikutuksista steroidogeenisten toimintojen kanssa, joita ilmentévit H295-solut. Naihin
sisdltyvit steroidihormonien tuotantoon, muuntamiseen tai poistamiseen osallistuvien entsyymien ilmentymisen,
synteesin tai toiminnan modulointi (12)(13)(14). Hormonituotannon inhibitio voi johtua suorasta kompetitiivi-
sesta sitoutumisesta entsyymiin reitilld, kofaktoreiden, kuten NADPH:n (nikotiiniamidiadeniinidinukleotidifosfaatti)
ja cAMP:in (syklinen adenosiinimonofosfaatti) vaikutuksesta ja/tai steroidiaineenvaihdunnan lisddntymisesté taikka
tiettyjen entsyymien geenien ilmentymisen vaimenemisesta steroidogeneesid koskevalla reitilld. Vaikka inhibitio voi
olla hormonituotannon suoraan ja epdsuoraan prosesseihin liittyvd toiminta, induktio liittyy sithen tyypillisesti
epdsuorasti, eli se vaikuttaa kofaktoreiden, kuten NADPH:n ja cAMP:n vilitykselld (kuten forskoliinin tapauksessa),
steroidiaineenvaihduntaa alentamalla (13) ja/tai se voi johtaa steroidogeenisen geenin ilmentymin ylossadtymi-
seen.

9. H295R-testilld on useita etuja:

— silld voidaan havaita T:n ja E2:n tuotannon lisidntyminen ja vihentyminen

— sen perusteella voidaan arvioida suoraan kemikaalin mahdollista vaikutusta solujen elinkykyyn/sytotoksisuu-
teen. Tdmd on tdrked seikka, koska tdlld voidaan todeta ero sytotokisuudesta johtuvien vaikutusten ja niiden
vaikutusten vililld, jotka johtuvat suorasta vuorovaikutuksesta kemikaaleihin, joilla on steroidogeeninen reitti.
Tdmd ei ole mahdollista kudosten eksplanttien jdrjestelmissd, jotka koostuvat useista solutyypeistd, joiden
herkkyys ja toiminta vaihtelevat
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— se ei edellytd eldinten kdyttod
— H295R-solulinja on saatavissa kaupallisesti.

10.  Testin padasialliset rajoitukset ovat seuraavat:

— sen metabolointikyky on tuntematon, mutta se on luultavasti melko rajallinen; tistd syystd kemikaalit, jotka
edellyttavit metabolista aktivointia, jatetddn todenndkoisesti pois tdstd testistd

— koska H295R on periisin lisimunuaisen kudoksesta, siind on entsyymejd, jotka voivat tuottaa gluko- ja miner-
aalikortikoideja sekd sukupuolihormoneja; tistd syystd gluko- ja mineraalikortikoiden tuotannon vaikutus voi
vaikuttaa testissd havaittavaan T:n ja E2:n tasoon

— silld ei mitata DHT:td ja tédstd syystd ei oleteta, etti silld havaitaan kemikaaleja, jotka estivit 5-alfa-reduktaasin,
missd tapauksessa voidaan kiyttdd Hershbergerin testid (16)

— H295R-testilld ei tunnisteta kemikaaleja, jotka hiiritsevit steroidogeneesid vaikuttamalla hypotalamusta, aivoli-
sdkettd ja sukupuolirauhasia koskevaan akseliin (HPG-akseli), koska titd voidaan tutkia ainoastaan leikkaamat-
tomilla eldimilla.

TESTIN PERIAATE

11.  Testin tarkoituksena on havaita kemikaalit, jotka vaikuttavat T:n ja E2:n tuotantoon. Testosteroni on myds reak-
tion vilituote E2:n tuotantoreitilld. Talla testilld voidaan havaita kemikaalit, jotka yleensd inhiboivat tai indusoivat
stereidogeneesin reitin entsyymeja.

12, Testi tehdddn yleensd vakiomuotoisissa soluviljelyolosuhteissa kayttimalld 24-kuoppalevyja. Testin suorittamiseen
voidaan kdyttad vaihtoehtoisesti muita levykokoja; istutusta ja koeolosuhteita olisi kuitenkin vastaavasti mukautet-
tava, jotta suorituskriteereitd noudatetaan.

13.  Soluja sopeutetaan monikuoppalevyilld 24 tunnin ajan, jonka jilkeen ne altistetaan 48 tunnin ajan testikemikaalin
seitsemalle pitoisuudelle ainakin kolmena niytekappaleena. Liuotinta sekd hormonituotannon tunnettua inhibiit-
toria ja indusoijaa kéytetddn vakiokonsentraatiossa negatiivisena ja positiivisena kontrollina. Altistusjakson jilkeen
kasvatusliuos poistetaan kustakin kuopasta. Kunkin kuopan solujen elinkykyi analysoidaan vilittomasti kasvatus-
liuoksen poistamisen jilkeen. Hormonipitoisuus kasvatusliuoksessa voidaan mitata kdyttden erilaisia menetelmis,
kuten kaupallisesti saatavilla olevia hormonimittaussarjoja ja/tai instrumenttitekniikoita, kuten nestekromatogra-
fiaa-massaspektrometriaa (LC-MS). Tiedot ilmaistaan kerrannaismuutoksena suhteessa liuotinkontrolliin ja alhai-
simman havaittavan vaikutuksen aiheuttavaan pitoisuuteen (LOEC). Jos testi on negatiivinen, korkein testattu pitoi-
suus ilmoitetaan pitoisuutena, joka ei aiheuta havaittavaa vaikutusta (NOEC). Pddtelmin siitd, vaikuttaako kemi-
kaali steroidogeneesiin, olisi perustuttava vdhintdin kahteen toisistaan riippumattomaan testiin. Ensimmadinen testi
voi olla haarukointitesti, jonka jilkeen pitoisuuksia mukautetaan tarvittaessa toista ja kolmatta testiajoa varten, jos
havaitaan liukoisuutta tai sytotoksisuutta koskevia ongelmia tai jos kemikaalin aktiivisuus vaikuttaa olevan testatta-
vien pitoisuuksien sarjan loppupdissa.

VILJELMAA KOSKEVA MENETTELY

Solulinja

14.  NCI-H295R-solut ovat kaupallisesti saatavilla American Type Culture Collections -organisaatiolta (ATCC) materi-
aalin siirtosopimuksen allekirjoittamisen jalkeen ().

Johdanto

15. Koska E2:n kapasiteetti tuottaa soluja muuttuu idn/pasaasien myotd (2), solut olisi viljeltdva erityisen menetelmin
perusteella, ennen kuin niitd kdytetddn. Samalla olisi kirjattava pasaasinumero (jakamiskertojen mairé), sen jilkeen
kun solut sulatetaan, sekd pasaasinumero, jolloin solut pakastettiin ja sdilottiin nestemdiseen typpeen. Ensim-
mdinen numero osoittaa todellisen solun pasaasin numeron ja toinen numero sen pasaasin numeron, jolloin solut
pakastettiin ja siilottiin. Esimerkiksi solut, jotka pakastettiin pasaasin viisi jilkeen ja sulatettiin ja jaettiin sen
jalkeen kolme kertaa (4 jakamiskertaa, jolloin juuri sulatetut solut lasketaan jakamiskerraksi 1), ennen kuin ne
viljeltiin uudelleen, merkittdisiin pasaasinumerolla 4.5. Numerointijirjestelmdd koskeva esimerkki sisiltyy validoin-
tiraportin liitteeseen I (4).

16.  Kasvatusliuoksen kantaliuosta kaytetddn pohjana lopulliselle kasvatusliuokselle ja pakastusliuokselle. Lopullinen
kasvatusliuos on tarpeellinen komponentti solujen viljelyssa. Pakastusliuos on suunniteltu niin, ettd solut voidaan

(') ATCC CRL-2128; ATCC, Manassas, VA, Yhdysvallat [http:/[www.lgcstandards-atcc.org/].
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pakastaa ilman, ettd niille aiheutuu vaikutuksia pitkdn aikavélin varastoinnista. Seeruminkorviketta (Nu-serum) (tai
vastaavaa seerumia, jolla on samanlaiset ominaisuudet ja jonka on osoitettu tuottavan tietoa, joka on testin suori-
tusta ja laadunvalvontaa koskevien edellytysten mukainen), joka on lopullisen kasvatusliuoksen ainesosa, olisi
analysoitava ennen kayttod T:n ja E2:n taustapitoisuuksien osalta. Naiden liuosten valmistusta kuvataan validointir-
aportin liitteessa II (4).

17.  Sen jilkeen, kun alkuperdisen ATCC-sarjan H295R-soluviljelmi otetaan kiytto6n, soluja olisi kasvatettava viiden
pasaasin ajan (eli solut jaetaan neljd kertaa). Pasaasin viisi solut pakastetaan nestemdiseen typpeen varastointia
varten. Ennen kuin solut pakastetaan, néyte edellisen pasaasin 4 soluista tehdddn laadunvalvontalevylld (ks. 36 ja
37 kohta), jotta varmistetaan, tdyttivitkd hormonien perustuotanto ja positiivisen kontrollin kemikaalien vaste
taulukossa 5 mddritellyt testin laadunvalvontakriteerit.

18.  H295R-solut on viljeltdvd, pakastettava ja sdilytettdvd nestemdisessd typessd, jotta varmistetaan, ettd viljelyd ja
kiyttod varten on aina pasaasiltaan ja idltddn asianmukaisia soluja. Pasaasien enimmdiismaird sen jilkeen, kun
viljelyyn on otettua uusien (') tai pakastettujen (*) solujen erd, jonka kiytto H295R-testissd on hyviksyttivad, ei
saisi ylittdd 10 kertaa. Esimerkiksi hyviksyttavi jakamiskerta pakastetusta erdstd perdisin olevien solujen viljelmille
jakamiskerralla 5 olisi 4.5 aina jakamiskertaan 10.5 saakka. Niistd pakastetuista eristd kasvatettavien solujen osalta
olisi noudatettava 19 kohdassa kuvattua menetelmad. Nami solut olisi viljeltdvé vield ainakin neljan (4) pasaasin
ajan (pasaasinumero 4.5), ennen kuin niitd kdytetdan testaukseen.

Pakastetusta varastosta periisin olevat kasvatettavat solut

19.  Pakastetusta erdstd kasvatettavia soluja koskevaa menettelyd kiytetddn, kun uusi erd soluja poistetaan nestemdisen
typen varastosta viljelyd ja testausta varten. Tamdn menettelyn yksityiskohtia kuvataan validointiraportin liit-
teessd III (4). Solut siirretddn nestemdisen typen varastosta, ne sulatetaan nopeasti, sijoitetaan sentrifugiputkeen
lopulliseen kasvatusliuokseen, sentrifugoidaan huoneenlimmassi, suspensoidaan jilleen lopulliseen kasvatusliuok-
seen ja siirretddn soluviljelypulloon. Kasvatusliuos pitdisi vaihtaa seuraavana paivind. H295R-soluja kasvatetaan
inkubaattorissa 37 °C:ssa ja ilman seoksessa johon sisiltyy 5 % CO,:ta normaali-ilmanpaineessa. Kasvatusliuos
vaihdetaan 2-3 kertaa viikossa. Kun solujen konfluenssi on noin 85-90 %, niiden pitdisi jakautua. Solujen jaka-
minen on tarpeen, jotta solujen terveys ja kasvu varmistetaan ja jotta niitd yllipidetddn biotestien suorittamista
varten. Solut huuhdellaan kolme kertaa fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella (PBS, ilman Ca?* Mg?) ja irrotetaan
soluviljelypullosta lisddmilld asianmukaista irrottamiseen tarkoitettua entsyymid, esimerkiksi trypsiinid, PBS:din
(ilman
Ca2* Mg?). Vilittomasti sen jilkeen kun solut irtoavat soluviljelypullosta, entsyymien toiminta olisi paitettava
lisadamalla lopullista kasvatusliuosta suhteessa 3 x entsyymikasittelyyn kaytetty tilavuus. Solut sijoitetaan sentrifugi-
putkeen, sentrifugoidaan huoneenlimmassd, supernatantti poistetaan ja solupelletti resuspensoidaan lopulliseen
kasvatusliuokseen. Asianmukainen miird soluliuosta sijoitetaan uuteen soluviljelypulloon. Soluliuoksen midraa
olisi mukautettava, jotta solut ovat konfluentteja 5-7 paivin kuluessa. Suositeltu jatkoviljelmien suhde on
1:3-1:4. Levy olisi merkittdva huolellisesti. Soluja voidaan sen jilkeen kayttdd testissd ja ylimaariiset solut voidaan
pakastaa nestemdiseen typpeen 20 kohdassa tarkoitetulla tavalla.

H295R-solujen pakastaminen (solujen valmistelu nestemiiseen typpeen varastointia varten)

20. H295R-solujen pakastamisen valmistelemiseksi olisi noudatettava edelld esitettyd solujen jakamista koskevaa
menettelyd sithen vaiheeseen saakka, ettd solupelletti resuspendoidaan sentrifugiputken pohjaan. Tamin jilkeen
solupelletti resuspendoidaan pakastusliuokseen. Liuos siirretddn kryogeeniseen pulloon, se merkitdin asianmukai-
sesti ja jdddytetddn — 80 °C:een 24 tunniksi, jonka jilkeen kryogeeninen pullo siirretddn nestemdiseen typpiin
varastointia varten. Taman menettelyn yksityiskohtia kuvataan validointiraportin liitteessa IIT (4).

Levyt ja solujen esi-inkubointi

21.  Edelld 19 kohdassa tarkoitetulla tavalla kisiteltyjen 24-kuoppalevyjen tarvittava médra riippuu testattavien kemi-
kaalien madristd ja viljelyyn kaytettyihin astioihin sisiltyvien solujen konfluenssista. Pidsdantoisesti yksi soluvilje-
lypullo (75 ¢cm?) soluja, joiden konfluenssi on 80-90 %, tuottaa tarpeeksi soluja yhdestd puolelletoista levylle
(24-kuoppalevy), ja tavoitetiheys on 200 000-300 000 solua millilitrassa, mikd johtaa arviolta 50-60 %
konfluenssiin kuopissa 24 tunnin viljelyn aikana (kuva 2). Tdma on tyypillisesti optimaalinen solutiheys hormonin
tuottamiseksi testissd. Korkeammilla tiheysasteilla T:n ja E2:n tuotantotapaa muutetaan. Ennen kuin testi tehddin
ensimmadisen kerran, suositellaan, ettd erilaisia istutustiheyksid (200 000-300 000 solua millilitraa kohti) testataan
ja ettd ndin kuopissa 24 tunnin viljelyn aikana aikaansaatu 50—-60 % konfluenssi valitaan lisikokeita varten.

(") Uudella erilla tarkoitetaan ATCC:lta vastaanotettua uutta soluerad.
() Pakastetulla erilld tarkoitetaan soluja, joita on viljelty aikaisemmin ja joita on sen jalkeen pakastettu laboratoriossa, joka ei ole ATCC.
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Kuva 2

Mikrovalokuva H295R-soluista istutustiheydelld 50 % 24-kuoppalevylli 24 tunnin viljelyn jilkeen otet-
tuna kuopan laidalta (A) ja keskelti (B)

22.  Kasvatusliuos poistetaan pipetilld soluviljelypullosta ja solut huuhdellaan 3 kertaa steriililli PBS:lld (ilman
Ca2*Mg?). Entsyymiliuosta (joka on sekoitettu PBS:ddn) lisitdidn, jotta solut irtoavat soluviljelypullosta. Sopivan
ajan kuluttua siitd, kun solut irtoavat, entsyymien toiminta olisi paitettdva lisiamalld lopullista kasvatusliuosta
suhteessa 3 x entsyymikasittelyyn kiytetty tilavuus. Solut sijoitetaan sentrifugiputkeen, sentrifugoidaan huoneen-
lammossd, supernatantti poistetaan ja solupelletti suspensoidaan jilleen lopulliseen kasvatusliuokseen. Solutiheys
lasketaan kiyttden esimerkiksi hemosytometrid tai solulaskijaa. Soluliuosta olisi laimennettava haluttuun levytihey-
teen ja sekoitettava huolellisesti, jotta homogeeninen solutiheys varmistetaan. Solut péillystetddn 1 millilitralla
soluliuosta kuoppaa kohti, ja levyt ja kuopat merkitdan. Istutetut levyt inkuboidaan 37 °C:ssa ja ilman seoksessa,
johon sisiltyy 5 % CO,:ta normaali-ilmanpaineessa, 24 tunnin ajan, jotta solut voivat kiinnittyd kuoppiin.

LAADUVALVONTAA KOSKEVAT EDELLYTYKSET

23.  On tirkedd, ettd kuoppiin asetetaan annostuksen aikana liuoksia ja ndytteitd tarkka méird, koska ndmd madrit
madrittdvit pitoisuudet, joita kdytetddn testitulosten laskennassa.

24, Kunkin laboratorion olisi osoitettava hormonimittausjirjestelménsd herkkyys ennen soluviljelmin aloittamista ja
sitd seuraavia testejd (29-31 kohta).

25.  Jos kiytetddn vasta-aineisiin perustuvia hormonin mittaustestejd, testattavia kemikaaleja olisi analysoitava sen
perusteella, mikd on niiden potentiaali héiritd T:n ja E2:n médrdn selvittdimiseen kdytettivdd mittausjirjestelmaa
(siten kuin se esitetddn 32 kohdassa) ennen testauksen aloittamista.
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26.  Testiliuottimeksi suositellaan DMSO:ta. Jos kdytetddn muuta liuotinta, olisi médriteltivd seuraava:

— testikemikaalin, forskoliinin ja prokloratsin liukoisuus liuottimessa, ja
— sytotoksisuus liuottimen pitoisuuden funktiona.

On suositeltavaa, ettd suurinta sallittua liuottimen pitoisuutta ei ylitetd niin, ettd se on laimennusaineena olevan
vihiten sytotoksisen liuottimen pitoisuutta yli kymmenen kertaa suurempi.

27.  Ennen kuin testi tehdddn ensimmdisen kerran, laboratorion olisi tehtidvd soveltuvuutta koskeva koe, jossa osoite-
taan, ettd laboratorio pystyy ylldpitiméain ja luomaan asianmukaisen soluviljelmin ja testiolosuhteet, joita edellyte-
tddn 33-35 kohdassa tarkoitettua kemikaalin testausta varten.

28.  Kun testi aloitetaan kéyttden uutta erdd, ennen uuden solujen erdn kiyttimistd olisi kdytettivd apuna kontrolli-
kuoppalevys, jolla arvioidaan solujen tehokkuutta, kuten kuvataan 36 ja 37 kohdassa.

Hormonien mittausjirjestelmin tehokkuus

Menetelman herkkyys, tarkkuus, tasmallisyys ja ristireaktiivisuus ndytematriisin kanssa

29.  Kukin laboratorio voi kiyttdd valitsemaansa hormonien mittausjirjestelmad analysoimaan H295R-solujen tuot-
tamaa T:td ja E2:ta niin kauan, kuin se tdyttdd suorituskykya koskevat kriteerit, kuten mdaritysrajan. Ndmd ovat
tavanomaisesti T:n osalta 100 pg/ml ja E2:n osalta 10 pg/ml, ja ne perustuvat validointitutkimuksissa havaittuihin
hormonin perustasoihin. Kuitenkin korkeammat tai alemmat tasot voivat olla asianmukaisia riippuen testin suorit-
tavan laboratorioiden saavuttamista hormonien perustasoista. Ennen kuin laadunvalvontalevy tutkitaan ja testiajot
suoritetaan, laboratorion olisi osoitettava, ettd kaytettavilld hormonitestilld voidaan mitata hormonien pitoisuuksia
lopullisessa kasvatusliuoksessa tarpeeksi tarkasti ja tismillisesti siten, ettd testi tdyttdd taulukossa 1 ja 5 eritellyt
laadunvalvontakriteerit, ja se analysoi kasvatusliuosta, johon on lisitty kontrollihormoni. Lopulliseen kasvatus-
liuokseen lisitddn ainakin kolme pitoisuutta kustakin hormonista (eli 100, 500 ja 2 500 pg/ml testosteronia;
10, 50 ja 250 pg/ml E2:ta; tai alhaisimpia mahdollisia pitoisuuksia, jotka perustuvat valitun hormonin mittausjar-
jestelmin havaitsemisrajoihin, voidaan kayttdd Tin ja E2:n alhaisimpia lisdttavid pitoisuuksia varten) ja ne analysoi-
daan. Niytteiden, joita ei ole uutettu, mitattujen hormonipitoisuuksien olisi oltava alle 30 % nimellisistd pitoisuuk-
sista, ja vaihtelu saman niytteen toisten mittauksien osalta ei saisi ylittdd 25:td prosenttia (ks. myos taulukko 8
taydentdvistd laadunvalvontakriteereistd). Jos ndmé laadunvalvontakriteerit tdytetddn, oletetaan, ettd valittu hormo-
nien mittausta koskeva testi on riittdvin tarkka, tdsmallinen ja ettd se ei reagoi ristiin viljelynesteen komponenttien
(ndytematriisi) kanssa niin, ettd voidaan olettaa, ettd silld vaikutetaan merkittdvasti kokeen tulokseen. Téssd tapauk-
sessa ndytteitd ei tarvitse uuttaa ennen hormonien mittausta.

30. Jos taulukoissa 1 ja 8 olevat laadunvalvontakriteerit eivit tdyty, voi esiintyd merkittdvdd matriisivaikutusta, ja olisi
tehtdvd koe uutetulla kasvatusliuoksella, johon on lisitty kontrollihormoni. Uuttamista koskevaan menettelyyn liit-
tyva esimerkki sisdltyy validointiraportin liitteeseen II (4). Uutettujen ndytteiden hormonipitoisuuksien mittauksia
olisi tehtdvi kolme (!). Jos voidaan osoittaa, ettd kasvatusliuoksen komponentit eivit héiritse uuttamisen jalkeen
hormonien havaitsemista koskevaa menettelyd, joka mairitellddn laadunvalvontakriteereissd, kaikki muut kokeet
olisi tehtdva kayttden uutettuja naytteitd. Jos laadunvalvontakriteerejd ei voida tdyttad uuttamisen jilkeen, kéytetty
hormonien mittausjirjestelma ei sovellu H295R-testin tavoitteita varten. Tdssd tapauksessa olisi kdytettdvd toista
hormonien havaitsemista koskevaa menettelya.

Standardikéyri

31.  Liuotinkontrollin hormonipitoisuuksien olisi oltava standardikdyrin lineaarisen mittausalueen puitteissa. Liuotin-
kontrollin arvojen pitdisi olla mieluummin lineaarisen mittausalueen keskiosassa, jotta varmistetaan, ettd hormoni-
synteesin induktio ja inhibitio voidaan mitata. Mitattavat kasvatusliuoksen laimennokset (tai uutokset) valitaan
timdn mukaisesti. Lineaarinen suhde madritellddn sopivalla tilastollisella ldhestymistavalla.

Kemikaalin interferenssid koskeva testi

32.  Jos vasta-aineisiin perustuvia testejd, kuten entsyymivilitteisid immunosorbenttimairityksid (ELISA-testit) ja radio-
immunoanalyysejd kdytetddn mittaamaan hormoneja, kutakin kemikaalia olisi testattava sen osalta, hiiritseeko se
mahdollisesti hormonin mittausjirjestelmii, jota kéytetddn, ennen kuin varsinainen kemikaalien testaus aloitetaan
(validointiraportin lisdys III (4)), koska jotkut kemikaalit voivat hairitd nditd testejd (17). Jos esiintyy interferenssia,
jonka vaikutus testosteronin jaftai E2:n hormonin perustuotannon osalta on > 20 %, kaikkien testikemikaalien
kantaliuoksen laimennoksista olisi tehtdvd testi, jossa arvioidaan, hiiritseek6 kemikaali hormonituotantoa
(Chemical Hormone Assay Interference Test) (kuten testi, jota kuvataan validointiraportin liitteessd III (4) olevassa

(") Huom. Jos edellytetddn ekstratktiota, kutakin ekstraktiota varten tehdddn kolme rinnakkaista mittausta. Kukin ndyte otetaan vain
kerran.
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5.0 kohdassa), ja tunnistettava raja-annos, joka aiheuttaa merkittivin interferenssin (> 20 %). Jos interferenssi on
alle 30 %, tuloksia voidaan korjata interferenssin osalta. Jos se on yli 30 %, tiedot eivit ole pétevii, ja nditd pitoi-
suuksia koskevat tiedot on hylattivi. Jos testikemikaali aiheuttaa merkittdvai interferenssid hormonimittausjarjes-
telmdssd enemmin kuin yhdessd ei-sytotoksisessa pitoisuudessa, olisi kiytettdva erilaista hormonimittausjarjes-
telmad. Jotta kemikaaliepdpuhtauksien aiheuttama interferenssi viltetddn, suositellaan, ettd hormonit uutetaan
kasvatusliuoksesta sopivaa liuotinta kéyttden. Validointiraportissa esitetddn mahdollisia menetelmia (4).

Taulukko 1

Hormonien mittausjirjestelmien suorituskriteerit

Parametri Kriteeri

Mittausmenetelmin herkkyys Médritysraja
T: 100 pg/ml; E2: 10 pg/ml ()

Hormonien uuttamistehokkuus Keskimddriinen talteenotto (perustuen kolmen ndytekappaleen toimenpi-
(ainoastaan silloin, kun uuttamista teisiin) hormonimdirien, johon on lisitty ainetta, osalta ei saisi poiketa
tarvitaan) yli 30:td % madristd, joka lisattiin.

Kemikaalien aiheuttama interferenssi Ei merkittdvadd (> 30 % kyseisen hormonin perustuotannosta) ristireaktii-
(ainoastaan vasta-aineisiin perustuvat | visuutta minkain solujen tuottaman hormonin kanssa () ()

jarjestelmat)

(") Huom. Mittausmenetelmén rajat perustuvat taulukossa 5 annetun hormonin perustuotannon arvoihin ja ne ovat tulosperus-
teiset. Jos voidaan saada aikaan laajempi hormonin perustuotanto, raja voi olla laajempi.

(?) Jotkut T:n vasta-aineet voivat reagoida ristiin androstendionin ja E2:n vasta-aineet estronin kanssa, jolloin prosenttiosuus on
suurempi. Tillaisissa tapauksissa ei ole mahdollista madrittdd tarkasti vaikutuksia 17-hydroksisteroididehydrogenaasille.
Niilld tiedoilla voidaan kuitenkin tarjota hyddyllistd tietoa estrogeenin ja androgeenin tuotannon vaikutuksista yleensi.
Tillaisissa tapauksissa tiedot olisi ilmaistava androgeenivasteena tai estrogeenivasteena E2:n ja T:n sijasta.

(9 Niihin sisdltyvit: kolesteroli, pregnenoloni, progesteroni, 11-deoksikortikosteroni, kortikosteroni, aldosteroni, 17-alfa-preg-
nenoloni, 17-alfa-progesteroni, deoksikortisoli, kortisoli, DHEA, androsteenidioni, estroni.

Laboratorion pitevyytti koskeva testi

33.  Laboratorion olisi osoitettava ennen tuntemattomien kemikaalien testausta, ettd se voi luoda ja yllapitdd asianmu-
kaista soluviljelmda ja testiolosuhteita, joita tarvitaan testin onnistuneeseen suorittamiseen, tekemilld laboratorion
patevyyttd koskevan testin. Koska testin suorittaminen liittyy suoraan testin suorittavan laboratorion henkil6stoon,
nditd menettelyjd olisi toistettava osittain, jos laboratorion henkildstosséd tapahtuu muutoksia.

34. Tamd pitevyyttd mittaava testi suoritetaan samoissa olosuhteissa, jotka on esitetty 38—40 kohdassa, niin ettd solut
altistetaan seitsemélle kasvavalle pitoisuudelle voimakkaita, kohtalaisen voimakkaita ja heikkoja induktoreja ja inhi-
biittoreita sekd negatiiviselle kemikaalille (ks. taulukko 2). Testattaviin kemikaaleihin sisdltyvit erityisesti voimakas
induktori forskoliini (CAS-nro 66575-29-9); voimakas inhibiittori prokloratsi (CAS-nro 67747-09-5) kohtalaisen
voimakas induktori atratsiini (CAS-nro 1912-24-9) kohtalaisen voimakas inhibiittori aminoglutetimidi (CAS-nro
125-84-8); heikko induktori (E2:n tuotanto) ja heikko inhibiittori (T:n tuotanto) bisfenoli A (CAS-nro 80-05-7) ja
negatiivinen kemikaali istukkagonadotropiini (hCG) (CAS-nro 9002-61-3), kuten esitetddn taulukossa 2. Erillisilld
levyilld tehddin testiagjo kaikista kemikaalista kdyttden taulukossa 6 esitettyd muotoa. Yksi laadunvalvontalevy
(taulukko 4, 36-37 kohta) olisi sisdllytettdvi jokaiseen paivittdiseen testiajoon pitevyyden osoittamiseen tarkoitet-
tuja kemikaaleja varten.

Taulukko 2

Pitevyyden osoittamiseen tarkoitetut kemikaalit ja altistuspitoisuudet

Pitevyyden osoittamiseen

tarkoitettu kemikaali Testin pitoisuudet (uM)

Prokloratsi 0@®,0,01,0,03,01,0,3,1, 3,10

Forskoliini 0@®,003,01,0,3,1, 3,10, 30
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Pitevyyden osoittamiseen S
tarkoitettu kemikaali Testin pitoisuudet (uM)

Atratsiini 0(®,0,03, 01,1, 3,10, 30, 100

Aminoglutetimidi 0@®,0,03,01,1, 3,10, 30, 100

Bisfenoli A 0 @), 0,03, 0,1, 1, 3, 10, 30, 100

HCG 0@®,0,030,1,1, 3,10, 30, 100

(%) Liuotinkontrolli (DMSO) (0), 1 ul DMSO/kuoppa.

H295R:n altistaminen pitevyyden osoittamiseen tarkoitetuille kemikaaleille olisi tehtidvd 24-kuoppalevylld labora-

torion pitevyyttd koskevan testin aikana. Annosteluyksikko on pM kaikissa testikemikaalin annoksissa. Annokset

olisi annosteltava DMSO:hon 0,1 % v[v kuoppaa kohti. Kaikkia testipitoisuuksia olisi testattava kolmessa eri
kuopassa (taulukko 6). Kustakin kemikaalista tehdddn testiajo erilliselld levylld. Kuhunkin paivittdiseen testiajoon
sisiltyy yksi laadunvalvontalevy.

35.  Solujen elinkykyd ja hormoneja koskevat analyysit olisi suoritettava siten kuin 42-46 kohdassa esitetddn. Raja-
arvo (alhaisin havaittavan vaikutuksen aiheuttava pitoisuus, LOEC) ja luokittelu olisi ilmoitettava ja sité olisi verrat-
tava taulukossa 3 esitettyihin arvoihin. Tietoja pidetddn hyviksyttiving, jos niissd noudatetaan LOEC-arvoja ja
luokittelupaitostd, joka esitetddn taulukossa 3.

Taulukko 3
Raja-arvot (LOEC-arvot) ja pitevyyden osoittamiseen tarkoitettuja kemikaaleja koskeva luokittelupiitos
LOEC (uM) Luokittelupdatos
CAS-nro
T E2 T E2

Prokloratsi 67747-09-5 <0,1 <10 + (4 (inhibitio) + (inhibitio)

Forskoliini 66575-29-9 <10 <0,1 + (induktio) + (induktio)

Atratsiini 1912-24-9 <100 <10 + (induktio) + (induktio)

Aminoglutetimidi 125-84-8 <100 <100 + (inhibitio) + (inhibitio)

Bisfenoli A 80-05-7 <10 <10 + (inhibitio) + (induktio)

HCG 9002-61-3 ei sovelleta ei sovelleta negatiivinen negatiivinen

() +, positiivinen

ei sovelleta: Ei sovelleta, koska mitddn muutoksia ei pitdisi tapahtua negatiivisen kontrollin ei-sytotoksisille pitoisuuksille altista-

misen jilkeen.

Laadunvalvontalevy

36. Laadunvalvontalevyd kaytetddn varmistamaan H295R-solujen toiminta vakiomuotoisissa soluviljelyolosuhteissa ja
laatimaan méritystiedot hormonipitoisuuksille liuotinkontrolleissa, positiivisissa ja negatiivisissa kontrolleissa seka
ajan mittaan suoritettavissa muissa laadunvalvontatoimissa.

— H295R-solujen tehokkuutta olisi testattava kdyttamalld laadunvalvontalevyd kustakin uudesta ATCC-erdstd, tai
sen jilkeen, kun aikaisemmin pakastettuja soluja kéytetddn ensimmadisen kerran, ellei tille soluerille ole tehty
laboratorion pitevyyttd koskevaa testiajoa (32-34 kohta).

— Laadunvalvontalevylld tehdddn taydellinen arviointi testiolosuhteista (kuten solujen elinkyky, liuotinkontrollit,
negatiiviset ja positiiviset kontrollit sekd testin sisdinen ja testien vilinen vaihtelu) kemikaaleja testattaessa, ja
sen pitdisi sisltyd kuhunkin testiajoon.

37. Laadunvalvontatesti tehdddn 24-kuoppalevylld. Sen osalta noudatetaan samaa inkubointia, annostusta, solujen

elinkykyd/sytotoksisuutta, hormonien uuttamista ja hormonien analyysid koskevia menettelyitd, joita kuvattiin
testikemikaalien osalta 38-46 kohdassa. Laadunvalvontalevyyn sisiltyy pelkkdd kasvatusliuosta sisaltdvid kohtia,
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liuotinkontrolleja ja kaksi pitoisuutta tunnettua E2:n ja T:n synteesin induktoria (forskoliini, 1 ja 10 pM) ja inhi-
biittoria (prokloratsi, 0,1 ja 1 pM). Lisiksi MeOH:ia kaytetddn valituissa kuopissa positiivisena kontrollina elin-
kykyd/sytotoksisuutta koskevassa testissd. Yksityiskohtainen kuvaus levyn asettelusta esitetddn taulukossa 4.
Laadunvalvontalevyn osalta tdytettdvit kriteerit luetellaan taulukossa 5. Hormonin perustuotannon vihimmdis-
méidrd Tin ja E2:n osalta olisi tdytettava liuotinkontrollikuopissa ja nollakoekuopissa.

Taulukko 4

Laadunvalvontalevyn asettelu, jossa testataan altistamattomien H295R-solujen toimintaa ja tunnetuille
E2:n ja T:n tuotannon inhibiittoreille (PRO = prokloratsi) ja stimulaattoreille (FOR = forskoliini) altistet-
tuja soluja. Alistamiskokeen péityttyid ja kasvatusliuoksen poiston jilkeen kaikkiin MeOH-kuoppiin lisi-

tiin 70 % metanoliliuosta positiivisena kontrollina sytotoksisuudelle (ks. sytotoksisuutta koskeva koe,

validointiraportin lisdys III (4))

1 2 3 4 5 6
A Nollakoe (%) Nollakoe (2) Nollakoe (2) Nollakoe (3) Nollakoe (2) Nollakoe (2)
(+ MeOH) () (+ MeOH) () (+ MeOH) ()
B DMSO (9 DMSO () DMSO (¢) DMSO (9 DMSO (9 DMSO ()
1l 1l 1pl 1ul 1ul 1l
(+ MeOH) () (+ MeOH) () (+ MeOH) ()
C FOR 1 pM FOR 1 yM FOR 1 pM PRO 0,1 uM PRO 0,1 uM PRO 0,1 M
D FOR 10 uM FOR 10 pM FOR 10 pM PRO 1 pM PRO 1 pM PRO 1 M
(%) Nollakokeen kuoppiin sisiltyy pelkdstddn kasvatuslivosta (eli ei liuotinta).
(*) Metanoli (MeOH) lisitddn altistuksen jdlkeen, ja kasvatusliuos poistetaan ndistd kuopista.
() DMSO-liuotinkontrolli (1 pl/kuoppa).
Taulukko 5
Laadunvalvontalevyn suorituskriteerit
T E2

Hormonin perustuotanto liuotinkontrollissa > 5 kertaa mddritysraja > 2,5 kertaa madritysraja

Induktio (10 pM forskoliini) > 1,5 kertaa liuotinkon-

trolli

> 7,5 kertaa liuotinkontrolli

Inhibitio (1uM prokloratsi) < 0,5 kertaa liuotinkon-

trolli

< 0,5 kertaa livotinkontrolli

KEMIKAALIALTISTUSTA KOSKEVA MENETTELY

38.  Esi-inkuboinnin jilkeen solut otetaan pois inkubaattorista (21 kohta) ja niitd tarkastellaan mikroskoopilla.
Tarkoitus on varmistaa, ettd ne ovat hyvissd kunnossa (kiinnittyminen, morfologia) ennen annostelua.

39.  Solut sijoitetaan biosuojakaappiin, lopullinen kasvatusliuos poistetaan ja korvataan uudella lopullisella kasvatus-
liuoksella (1 ml/kuoppa). DMSO:ta pidetddn parhaana liuottimena titd testimenetelmad varten. Jos on syitd kdyttda
muita liuottimia, tieteellisid perusteita olisi selvitettava. Solut altistetaan testikemikaalille lisddmalld 1 pl asianmu-
kaista kantaliuosta DMSO:hon (ks. validointiraportin lisdys II (4)) 1 ml lopullista kasvatusliuosta kohti (kuopan
tilavuus). Timin perusteella DMSO:n lopullinen pitoisuus kuopissa on 0,1 %. Riittdvdn sekoituksen varmistami-
seksi yleensi pidetddn etusijaisena, ettd testikemikaalin asianmukaista kantaliuosta DMSO:ssa sekoitetaan lopullisen
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40.

41.

42.

kasvatusliuoksen kanssa, jotta kunkin annoksen osalta saadaan haluttu lopullinen pitoisuus, ja ettd seos lisitdin
kuhunkin kuoppaan vilittomasti vanhan lopullisen kasvatusliuoksen poistamisen jilkeen. Jos tdtd vaihtoehtoa
kiytetdan, DMSO:n pitoisuuden (0,1 %) pitdisi pysyé tasaisena kaikissa kuopissa. Kuoppia, joihin sisiltyy kaksi
suurinta pitoisuutta, arvioidaan visuaalisesti saostumien tai sameuden muodostumisen osalta. Timd on merkki
siitd, ettd testikemikaalin liukoisuus on puutteellista. Arvioinnissa kdytetddn binokulaariluuppia. Jos tallaisia
olosuhteita (saostumat, sameuden muodostumat) havaitaan, tutkitaan my6s kuopat, joihin sisiltyy alempia pitoi-
suuksia (ja niin edelleen), ja pitoisuudet, jotka eivit tdysin liuenneet liuokseen, poistetaan mybohemmistd arvioin-
neista ja analyyseistd. Levy siirretddn jilleen inkubaattoriin 37 °C:een ja ilman seokseen, johon sisiltyy 5 % CO,:ta
normaali-ilmanpaineessa, 48 tunnin ajaksi. Testikemikaalin levyn asettelu esitetddn taulukossa 6. Kantaliuokset
1-7 osoittavat testikemikaalin annoksien kasvavan méirin sijainnin.

Taulukko 6

Annostelukaava H295R-solujen altistamiselle testikemikaaleilla 24-kuoppalevylld

1 2 3 4 5 6

21.8.2014

DMSO

DMSO

DMSO

Kantaliuos 4

Kantaliuos 4

Kantaliuos 4

Kantaliuos 1

Kantaliuos 1

Kantaliuos 1

Kantaliuos 5

Kantaliuos 5

Kantaliuos 5

Kantaliuos 2

Kantaliuos 2

Kantaliuos 2

Kantaliuos 6

Kantaliuos 6

Kantaliuos 6

Kantaliuos 3

Kantaliuos 3

Kantaliuos 3

Kantaliuos 7

Kantaliuos 7

Kantaliuos 7

Altistukseen kdytetyt levyt poistetaan inkubaattorista 48 tunnin jilkeen ja jokainen levy tutkitaan mikroskoopilla
solujen kunnon (kiinnittyminen, morfologia, solutiheys) ja sytotoksisuutta koskevien merkkien osalta. Kunkin
kuopan kasvatusliuos jaetaan kahteen yhtd suureen annokseen (kukin noin 490 pl) ja siirretddn kahteen erilliseen
asianmukaisesti merkittyyn pulloon (eli yhtend erdnd, jotta kutakin kuoppaa varten tarjotaan ylimairdinen néyte).
Kasvatusliuos poistetaan solujen kuivumisen estimiseksi vaaka- tai pystyrivi kerrallaan ja korvataan kasvatusliuok-
sella, joka on tarkoitettu solun elinkykyi/sytotoksisuutta koskevaan testiin. Jos solun elinkykyi/sytotoksisuutta ei
mitata valittomasti, kuhunkin kuoppaan lisitddan 200 pl PBS:d4, johon sisiltyy Ca?* ja Mg?. Kasvatusliuokset
pakastetaan — 80 °C:een jatkokdsittelyyn, jossa analysoidaan hormonien pitoisuuksia (ks. 44—-46 kohta). Kasvatus-
liuoksessa — 80 °C:een pakastettu T ja E2 pysyy yleensd vakaana ainakin kolme kuukautta, ja kussakin laborator-
iossa olisi dokumentoitava hormonien vakautta varastoinnin aikana.

Vilittomésti kasvatusliuoksesta poistamisen jilkeen kunkin altistukseen kiytetyn levyn solujen elinkyky/sytotoksi-
suus arvioidaan.

Solujen elinkyvyn miirittiminen

Solujen elinkykyi/sytotoksisuutta koskevaa testid voidaan kdyttdd médrittiméddn testikemikaalin potentiaalinen
vaikutus solujen elinkykyyn. Testilld pitdisi pystyd tarjoamaan todellinen jérjestelmd kuopassa olevien elinky-
kyisten solujen (eldvien solujen) prosenttiosuuden maédrittimiseksi, tai silld pitdisi osoittaa, etti se on suoraan
verrattavissa Live/Dead®-testiin (sen lineaariseen funktioon) (ks. validointiraportin lisdys III (4)). Vaihtoehtoinen
testi, jonka on osoitettu toimivan yhtd hyvin, on MTT-testi (3-(4,5-dimetyylitiatsoli-2-yyli)-2,5-difenyylitetratso-
liumbromidi-testi) (18). Solujen elinkyvyn (elivien solujen) arviointi edelld esitettyja menetelmid soveltamalla on
suhteellinen mittaus, joka ei vilttdmattd osoita lineaarisia suhteita kuopan solujen absoluuttisen mairan kanssa.
Téstd syystd analyysin suorittajan olisi tehtdvd samanaikainen subjektiivinen silmimaiirdinen arvio kustakin
kuopasta. Liuotinkontrolleista ja kahdesta suurimmasta ei-sytotoksisesta pitoisuudesta olisi otettava digitaalikuvia
ja ne olisi arkistoitava, jotta mydhemmin voidaan arvioida todellista solutiheyttd, jos titd edellytetddn. Jos silma-
mairdinen arvio tai elinkykyyn/sytotoksisuutta koskeva testi osoittaa, ettd solujen mddrd on nahtavasti lisdantynyt,
timd on tarkistettava. Jos solujen mdiran lisidntyminen tarkistetaan, timd olisi mainittava tutkimusselosteessa.
Solujen elinkyky ilmaistaan suhteessa liuotinkontrollien keskimiirdiseen vasteeseen, missd elinkykyisten (eldvien)
solujen osuus on 100 %. Tami lasketaan tarvittaessa kaytettyd solujen elinkykyi/sytotoksisuutta koskevaa testid
varten. MTT-testin osalta voidaan kéyttdd seuraavaa kaavaa:
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% elinkykyisid (eldvid) soluja = (vaste kuopassa — keskimdirdinen MeOH-Kisitellyssd (= 100 % kuolleita)
kuopissa) + (keskimdardinen vaste liuotinkontrollin kuopissa — keskimairdinen vaste MeOH-kasitellyissd (= 100 %
kuolleita) kuopissa)

43.  Kuoppia, joissa eldvien solujen osuus on 80 % alhaisempi kuin liuotinkontrollin kuoppien keskimairdinen elin-
kyky (= 100 % eldvid soluja), ei pitdisi sisdllyttdd lopulliseen tietojen analyysiin. Steroidogeneesin inhibitiota, jota
esiintyy, kun sytotoksisuus on ldhes 20 %, olisi arvioitava huolellisesti, jotta varmistetaan, ettei sytotoksisuus ole
syy inhibitioon.

Hormonien analyysi

44,  Kukin laboratorio voi kiyttdd valitsemaansa hormonien mittausjirjestelmdd T:n ja E2:n analyysiin. Kasvatus-
livoksen ylimaardisia erid kustakin koeryhmaistd voidaan kiyttdd valmistelemaan laimennoksia, jotta pitoisuus
saadaan sisillytettyd standardikdyrin lineaarisen osan puitteisiin. Kuten 29 kohdassa todettiin, kaikkien labora-
torion olisi osoitettava, ettd niiden hormonimittaukseen kaytetty jarjestelmd (kuten ELISA, RIA, LC-MS, LC-MS/
MS) tdyttdd laadunvalvontakriteerit siten, ettd siind analysoidaan lopullista kasvatusliuosta — johon on lisitty
kontrollihormoni —, ennen kuin laadunvalvontaa koskevat testiajot tai kemikaalien testaus suoritetaan. Jotta
varmistetaan, ettd testijirjestelmin komponentit eivat hdiritse hormonimittausta, hormonit voidaan joutua uutta-
maan kasvatusliuoksesta ennen mittausta (ks. 30 kohta olosuhteista, joiden vallitessa siirtoa edellytetddn tai sitd ei
edellytetd). On suositeltavaa, ettd uuttaminen suoritetaan validointiraportin liitteessd III (4) tarkoitettuja menette-
lyitd noudattaen.

45.  Jos hormonituotannon mittaukseen kéytetddn kaupallista testipakkausta, hormonianalyysi olisi suoritettava testi-
pakkauksen valmistajan antaman késikirjan mukaisesti. Useimmilla valmistajilla on oma menettely, jolla hormo-
nianalyysit suoritetaan. Naytteiden laimennoksia on muutettava niin, ettd liuotinkontrollin odotettavissa olevat
hormonipitoisuudet sijoittuvat yksittdisen testin standardikdyrin lineaarisen mittausalueen keskelle (validointira-
portin lisdys III (4)). Standardikdyrdn lineaarisen mittausalueen ulkopuolella olevat arvot olisi hyldttava.

46.  Lopulliset hormonipitoisuudet lasketaan seuraavasti:

Esimerkki:

Uutettu: 450 pl kasvatusliuosta

Sekoitetaan madrdan: 250 pl testin puskuriainetta

Laimennus testissa: 1:10 (ndyte tuodaan standardikidyrin lineaarisen mittausalueen sisille)
Hormonien pitoisuus testissa: 150 pg/ml (on jo mukautettu pitoisuuteen ml testattua néytettd kohti)
Talteenotto: 89 %

Lopullinen hormonipitoisuus = (Hormonipitoisuus (ml kohti) + talteenotto) (laimennustekija)
Lopullinen hormonipitoisuus = (150 pg/ml) + (0,89) x (250 ul/450 pl) x 10 = 936,3 pg/ml

Testipitoisuuksien valinta

47.  Olisi tehtdvd ainakin kaksi toisistaan riippumatonta testiajoa. Ellei ennakkoon saatavilla olevissa tiedoissa, jotka
liittyvdt esimerkiksi liukoisuusraja-arvoihin tai sytotoksisuuteen, tarjota perustaa testipitoisuuksien valinnalle,
suositellaan, ettd ensimmdisen testiajon testipitoisuudet sijoitetaan logaritmisin vilein log,,, jossa 10 M on
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48.

maksimipitoisuus. Jos kemikaali liukenee ja se ei ole sytotoksinen missdin testatussa pitoisuudessa ja ensimmadinen
testiajo oli kaikkien pitoisuuksien osalta negatiivinen, timi tulisi vahvistaa vield yhdessd testiajossa soveltaen
samoja edellytyksid kuin ensimmdisessd testiajossa (taulukko 7). Jos ensimmdisen testiajon tulokset ovat epdvarmoja
(eli kerrannaismuutos on tilastollisesti merkitsevd liuotinkontrolliin nihden ainoastaan yhdessi pitoisuudessa) tai
positiivinen (eli kerrannaismuutos kahdessa tai useammassa vierekkdisessd pitoisuudessa on tilastollisesti merkit-
tdvd), testi olisi toistettava taulukossa 7 esitetylld tavalla mukauttamalla valittuja testipitoisuuksia. Testipitoisuuksia
testiajoissa kaksi ja kolme (jos ne tehdddn) olisi mukautettava ensimmaisen testiajon sellaisten naytepitoisuuksien
perusteella, jotka aiheuttivat vaikutuksia puolen log:n pitoisuusvilejd kayttamailld (eli jos alkuperdinen testiajo
pitoisuuksilla 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1 000 uM johti induktioihin 1 ja 10 uM Kkasittelypitoisuuksilla, toisella
testiajolla testattavien pitoisuuksien olisi oltava 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30, 100 uM), ellei alempia pitoisuuksia pidd
kéyttad alhaisimman havaittavan vaikutuksen aiheuttavan pitoisuuden saavuttamiseksi. Jalkimmadisessa tapauksessa
ainakin viittd pitoisuutta, jotka alittavat ensimmdisessi testiajossa testatun alimman pitoisuuden, olisi kiytettava
toisessa testiajossa kdyttden puolen log:n vilejd. Jos toisessa testiajossa ei vahvisteta ensimmadistd testiajoa (eli tilas-
tollista merkitsevyyttd ei esiinny aikaisemmin positiiviseksi testatussa pitoisuudessa + 1 pitoisuuden lisdys), kolmas
koe voidaan suorittaa kiyttden alkuperdisid testiolosuhteita. Epdselvid tuloksia ensimmadisessd testiajossa pidetddn
negatiivisina, jos havaittua vaikutusta ei voida vahvistaa missddn kahdessa perakkiisessi testiajossa. Epaselvid
tuloksia pidetddn positiivisina vasteina (vaikutus), kun vaste voidaan vahvistaa ainakin yhdessd muussa testiajossa,
jossa on * 1 pitoisuuden lisdys (ks. 55 kohta tietojen tulkintaa koskevan menettelyn osalta)

Taulukko 7

Piitosmatriisi mahdollisille tuloksia koskeville skenaarioille

21.8.2014

Testiajo 1 Testiajo 2 Testiajo 3 Paitos
Skenaario Paitos Skenaario Paitos Skenaario Myonteinen Kielteinen
Negatiivinen Vahvista () | Negatiivinen Lopeta X
Negatiivinen Vahvista (?) Positiivinen | Tarkenna (*) | Negatiivinen X
Episelvi (9 Tarkenna (°) | Negatiivinen | Vahvista () | Negatiivinen X
Episelvi (9) Tarkenna (°) | Negatiivinen | Vahvista (%) Positiivinen X
Episelvi (9 Tarkenna () | Positiivinen X
Positiivinen Tarkenna (°) | Negatiivinen | Vahvista () Positiivinen X
Negatiivinen Vahvista () | Positiivinen | Tarkenna (°) | Positiivinen X
Positiivinen Tarkenna () | Positiivinen Lopeta X

(%) Vahvista edellinen testiajo kdyttimalld samaa koesuunnittelua.
() Tee uusi testigjo kayttden puolen login pitoisuusvileja (ryhmitd pitoisuudet, joiden testi erosi huomattavasti edellisessd

kokeessa).

(9 Kerrannaismuutos yhdessd pitoisuudessa poikkeaa tilastollisesti merkitsevisti liuotinkontrollista.

Laadunvalvonta testilevylld

Sen lisdksi, ettd laadunvalvontalevyn kriteerit tdyttyvit, muut laadunvalvontakriteerit, jotka koskevat hyvaksyttavaa
vaihtelua rinnakkaisten levyjen vililld, rinnakkaisia kokeita, hormonien mittausjirjestelmien lineaarisuutta ja herk-
kyyttd, samaa ndytettd koskevien rinnakkaisten hormonien mittausten vaihtelua ja hormonilisdyksien talteenotto-
prosenttia kasvatusliuoksen uuttamisen jilkeen (jos tima tehdiddn, katso 30 kohta uuttamista koskevista vaatimuk-
sista), olisi tdytettdvd, ja ne esitetddn taulukossa 8. Tietojen pitdisi sopia hyviksyttaviin vertailuvileihin, jotka maa-
ritellddn kutakin sellaista parametria kohden, jota tarkastellaan tdydentdvdd arviointia varten. Jos ndmd kriteerit
eivit tdyty, taulukossa olisi todettava, ettd kyseinen ndyte ei tdytd laadunvalvontakriteerejd, ja néytettd olisi analy-
soitava uudelleen tai se olisi poistettava tietokokonaisuudesta.
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Taulukko 8
Hyviksyttivit vertailuvilit ja/tai vaihtelu (%) H295R-testin testilevyn parametreja varten.
LOQ: hormonien mittausjirjestelmdn mdadritysraja. CV: variaatiokerroin; SC: liuotinkontrolli; DPM: hajoaminen
minuuttia kohti (disintegration per minute)
Vertailu valilld T E2
Hormonin perustuotanto liuotinkontrollissa Kertavali suurempi kuin > 5-kertainen > 2,5-
LOQ kertainen
Altistuskokeet — levylld, variaatiokerroin liuotin- | Absoluuttiset pitoisuudet <30 % <30 %
kontrolleja varten (rinnakkaiset levyt)
Altistuskokeet — levyjen vililld, variaatiokerroin Kerrannaismuutos <30 % <30 %
liuotinkontrolleja varten (toistetut kokeet)
Hormonien mittausmenetelman herkkyys Liuotinkontrolliin liittyvd | > 5-kertainen > 2,5-
havaittavissa oleva kertavé- kertainen
hennys
Hormonien mittausmenetelmd — toistetut Absoluuttiset pitoisuudet <25% <25%
toimenpiteet, variaatiokerroin liotinkontrolleja
varten (%)
Kasvatusliuoksen uuttaminen — siséisen DPM > 65 % nimellinen
3H-standardin uudelleenkaytto (jos sovelletaan)
(%) Viittaa samaa ndytettd koskeviin toistettuihin toimenpiteisiin.
TIETOJEN ANALYSOINTI JA RAPORTOINTI
Tietojen analysointi

49.  Kemiallisesti muunnetun hormonintuotannon suhteellisen lisdyksen/vihennyksen arvioimiseksi tuloksia olisi
normalisoitava kunkin testilevyn liuotinkontrollin keskiarvoon nahden, ja tulokset olisi ilmaistava muutoksena
suhteessa liuotinkontrolliin kullakin testilevylla. Kaikki tiedot ilmaistaan keskiméardisend + 1 keskihajontana.

50. Ainoastaan hormonitiedot kuopista, joissa sytotoksisuus on alle 20 %, pitdisi sisdllyttdd tietojen analysointiin.
Suhteelliset muutokset lasketaan seuraavasti:

Suhteellinen muutos = (hormonien pitoisuus kussakin kuopassa) + (keskimdirdinen hormonipitoisuus kaikissa
liuotinkontrollin kuopissa).

51.  Jos kuopan silmimairdinen tutkimus tai 42 kohdassa kuvattu elinkykyd/sytotoksisuutta koskeva testi osoittaa, ettd
solujen madrd on ndhtidvisti lisddntynyt, timd on tarkistettava. Jos solujen mdairdn lisddntyminen tarkistetaan,
timi olisi mainittava tutkimusselosteessa.

52. Ennen tilastoanalyysien tekoa oletuksia normaalisuudesta ja varianssien homogeenisuudesta olisi arvioitava.

Normaalisuutta olisi arvioitava kayttdmilld tavallisia todennikoisyyskuvioita tai muita asianmukaisia tilastotieteel-
lisid menetelmid (kuten Shapiron-Wilkin testi). Jos tiedot (kertamuutokset) eivit jakaudu normaalisti, tietoja olisi
pyrittavd mukauttamaan lihelle normaalia jakaumaa. Jos tiedot jakautuvat normaalisti tai ovat ldhelld normaalia
jakaumaa, kemikaalipitoisuutta koskevien ryhmien ja liuotinkontrollien vilisid eroja olisi analysoitava kdyttamalld
parametrista testid (kuten Dunnettin testid), jossa pitoisuus on riippumaton muuttuja ja vaste (kertamuutos) on riip-
puva muuttuja. Jos tiedot eivit jakaudu normaalisti, olisi kéytettivd asianmukaista ei-parametrista testid (kuten
Kruskal Wallis -testid, Steel's Many-one rank -testid) Eroja pidetddn merkitsevind, kun p < 0,05. Tilastollisia
arviointeja tehdddn kunkin kuopan keskimdirdisten arvojen perusteella. Ne edustavat riippumattomia kaksois-
madritettyjd datapisteitdi. On odotettavissa, ettd ensimmdisen testigjon annosten suuren vilin (log,-asteikko)
vuoksi monissa tapauksissa ei ole mahdollista méaritelld selvdd pitoisuus-vaste-suhdetta, jossa kaksi suurinta
annosta on sigmoidikdyrin lineaarisessa osassa. Tdstd syystd ensimmadisessd testiajossa tai kaikissa muissa tietojen
kartoitustoimissa, missd tdmd olosuhde esiintyy (eli missd ei voida arvioida suurinta tehokkuutta), sovelletaan
edelld mainitut tyypin 1 kiinteitd muuttujia koskevia tilastotietoja.
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53.

54.

55.

56.

Jos enemmin kuin kaksi datapistettd on kéyrin lineaarisessa osassa ja jos suurin tehokkuus voidaan laskea —
kuten on odotettavissa joissakin toisissa testiajoissa, jotka suoritetaan kdyttden puolen login pitoisuusvileja —
todellisten pitoisuuksien laskentaan olisi kdytettdva probitti- tai logittimallia taikka muuta asiaankuuluvaa regres-
siomallia (kuten EC50 ja EC20).

Tulokset olisi annettava graafisessa (pylviskuvaajat edustavat keskiarvoa +/- 1 keskihajonta) ja taulukkomuodossa
(LOEC/NOEC, vaikutuksen suunta ja suurimman vasteen voimakkuus, joka kuuluu tietojen annos-vasteosaan) (ks.
esimerkkid varten kuva 3) Tietojen arviointia pidetddn pitevini ainoastaan, jos se perustuu ainakin kahteen toisis-
taan rijppumattomasti suoritettuun testiajoon. Testid tai testiajoa pidetddn riippumattoman, jos se on suoritettu eri
pdivand kdyttden uudenlaisia liuoksia ja kontrollia. Testiajossa 2 ja 3 (tarvittaessa) kdytettyjen pitoisuuksien mittau-
saluetta voidaan suunnitella ja toteuttaa testiajon 1 tulosten perusteella, jotta madritelldin paremmin LOEC:in sisil-
timd annos-vaste-alue (ks. 47 kohta).

Kuva 3

Esimerkki H295R-testin suorittamisen aikana saatujen tietojen esittimisestd ja arvioinnista graafisessa ja
taulukkomuodossa.

Asteriskit osoittavat tilastollisesti merkittavit erot liuotinkontrolliin nahden (p < 0,05). LOEC: alhaisin havaittavan
vaikutuksen aiheuttava pitoisuus; Maksimimuutos: missd tahansa pitoisuudessa havaitun vasteen suurin vahvuus
verrattuna keskiméaridiseen liuotinkontrollin vasteeseen (= 1)

1)
1)
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Chemical LOEC Max Change

Forskolin 0,01 0,15 fold

Letrozole 29 fold

0,001

Tietojen tulkintaa koskeva menettely

Testikemikaalia pidetddn positiivisena, jos koetoiminnan suhde kontrolliin on tilastollisesti erilainen (p < 0,05)
liuotinkontrolliin ndhden kahden vierekkiisen pitoisuuden osalta ainakin kahdessa toisistaan riippumattomassa
testiajossa (taulukko 7). Testikemikaalia pidetddn negatiivisena kahden riippumattoman negatiivisen testiajon
perusteella, tai kolmen testiajon perusteella, jos kaksi niistd on negatiivista ja yksi epdselvé tai positiivinen. Jos
kolmessa riippumattomassa kokeessa saadut tiedot eivit tdytd taulukossa 7 lueteltuja padtoskriteereitd, koetulokset
eivit ole tulkittavissa. Tuloksia, joissa pitoisuudet ylittivit liukoisuusrajat tai solumyrkyllisyyspitoisuuden rajat, ei
pitdisi sisallyttdd tulosten tulkintaan.

Tutkimusseloste

Tutkimusselosteessa on annettava seuraavat tiedot:

Testauslaitos
— laitoksen nimi ja sijainti
— tutkimusjohtaja ja muu henkildsto ja heiddn tutkimusta koskevat vastuualueensa

— testin alku- ja pddttymispdivd
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Testikemikaali, reagenssit ja kontrollit

— testikemikaalin, reagenssien ja kontrollien tunnistetiedot (nimi/CAS-nro tarvittaessa) lihde, erdn/annoksen
numero, puhtaus, toimittaja ja kuvaus

— testikemikaalin fysikaalinen olomuoto ja asiaankuuluvat fysikokemialliset ominaisuudet
— varastointiolosuhteet ja testikemikaalien, reagenssien ja kontrollien valmistuksen menettely ja valmistustiheys

— testikemikaalin stabiilius.

Solut

— solujen ldhde ja tyyppi
— testissd kdytettyjen solujen pasaasinumerot (solujen jakamiskerran tunniste)

— soluviljelmien ylldpitoa koskevien menettelyiden kuvaus.

Vaatimukset ennen testid (jos sovelletaan)

— testin, jossa arvioidaan, hdiritseekd kemikaali hormonituotantoa (Chemical Hormone Assay Interference Test),
kuvaus ja siitd saadut tulokset

— hormonien uuton tehokkuutta koskevien toimenpiteiden kuvaus ja tulokset
— standardikayrit ja kalibrointikdyrit kaikille toteutettaville analyyttisille mairityksille

— valittujen analyyttisten médritysten mairitysrajat.

Testiolosuhteet:

— kasvatusliuoksien koostumus

— testikemikaalin pitoisuus

— solutiheys (arvioidut ja mitatut solutiheydet 24 tunnin ja 48 tunnin vilein)
— testikemikaalin liukoisuus (liukoisuusraja, jos se maaritetdan)

— inkubointiaika ja -olosuhteet.

Testin tulokset

— kisittelemattomat tiedot kustakin kontrollin ja testikemikaalin kuopasta — kaikki toiset toimet, jotka esitetddn
alkuperiistiedoissa, jotka saadaan hormonintuotannon mittaamiseen kaytetylld vilineelld (esim. optinen tiheys,
fluoresenssiyksikét, hajoaminen minuuttia kohti)

— normaalisuuden validointi tai selvitys tietojen muunnoksesta

— keskimairdiset vasteet +/— 1 keskihajonta, kutakin mitattua kuoppaa kohti

— sytotoksisuustiedot (testipitoisuudet, jotka aiheuttavat sytotoksisuutta)

— vahvistus siité, ettd laadunvalvontavaatimukset tdytettiin

— suhteellinen muutos verrattuna liuotinkontrolliin, jota on korjattu sytotoksisuuden osalta

— pylviskuvaaja, joka osoittaa suhteen (kerrannaismuutos) kussakin pitoisuudessa, keskihajonnan ja tilastollisen
merkityksen, kuten esitettiin 49-54 kohdassa.

Tietojen tulkinta

— sovella tietojen tulkintaa koskeva menettelya tuloksiin ja kasittele havaintoja.

Pohdinta

— kayko tutkimuksesta ilmi mahdollisuus, ettd gluko- ja mineraalikortikoideja koskevien reittien epdsuorat vaiku-
tukset ovat voineet vaikuttaa T/E2-tietoihin?

Pidtelmdt
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Lisdys

MAARITELMAT:

Konfluenttisuudella tarkoitetaan peittivyyttd tai jakaantuvuutta, joka sallitaan soluille kasvatusliuoksessa.
Kemikaalilla tarkoitetaan ainetta tai aineiden seosta.

Variaatiokertoimella tarkoitetaan keskihajonnan ja aritmeettisen keskiarvon osamairad

CYP:li tarkoitetaan sytokromin P450 mono-oksigenaaseja, niistd tuotettua geeni- ja entsyymiperhetti, joka osallistuu
erilaisten biokemiallisten reaktioiden katalysointiin, mukaan lukien steroidihormonien synteesi ja aineenvaihdunta.

DPM:Ili tarkoittaa hajoamista minuuttia kohti (disintegration per minute). Kyseessd on tietyssd mdarissd radioaktiivista
materiaalia oleva atomien maird, jonka havaitaan hajoavan yhden minuutin aikana.
E2:lla tarkoitetaan 17f-estradolia, nisikkéiden elimiston tirkeintd estrogeenia.

H295R-soluilla tarkoitetaan ihmisen adreno-karsinooma-soluja, jotka ovat fysiologisilta ominaispiirteiltddn sikion erilais-
tumattomia lisimunuaisen soluja ja jotka ilmentédvat kaikkia streroidogeneesin entsyymejd. Ne ovat saatavilla ATCC:Ité.

Pakastuslinosta kiytetdin pakastamaan ja varastoimaan pakastettuja soluja. Se koostuu kasvatusliuoksen kantaliuok-
sesta, johon lisitddn BD NuSerum -seeruminkorviketta ja dimetyylisulfoksidia.

Lineaarisella mittausalueella tarkoitetaan vaihteluvilid hormonin mittausjirjestelmin standardikdyrilld, jossa tulokset
ovat verrannollisia ndytteessi ldsna olevan analyytin pitoisuuteen.

Mairitysrajalla tarkoitetaan pienintd miirdd kemikaalia, joka voidaan erottaa siitd, ettd kyseistd kemikaalia ei esiinny
(tyhjd arvo) todetulla luottamustasolla. Tdssd menetelmdssi testijirjestelmien valmistaja médrittelee tavanomaisesti maéri-
tysrajan, jos ei toisin ilmoiteta.

LOEC:illa tarkoitetaan alhaisimman havaittavaan vaikutuksen aiheuttavaa pitoisuutta, jossa testireaktio poikkeaa tilastol-
lisesti liuotinkontrollista.

NOEC:illa tarkoitetaan pitoisuutta, joka aiheuta havaittavaa vaikutusta, mikd on korkein testattu pitoisuus, jos testi ei
tarjoa positiivista reaktiota.

Pasaasilla tarkoitetaan niiden kertojen lukumdirai, jolloin solut jaetaan sen jilkeen kun viljelmi aloitetaan pakastetusta
varastosta (jakamiskerta). Ensimmaisen pakastetusta varastosta aloitetun viljelman pasaasinumero on yksi (1). Solut, jotka
jaetaan yhden kerran merkitdin pasaasinumerolla 2.

PBS:1li tarkoitetaan Dulbeccon fosfaattipuskuroitua suolaliuosta.
Laadunvalvonnalla tarkoitetaan toimenpiteitd, joita tarvitaan validien tietojen varmistamiseen.

Laadunvalvontalevylli tarkoitetaan 24-kuoppalevyi, johon sisiltyy positiivisen ja negatiivisen kontrollin kaksi pitoi-
suutta, joilla seurataan uuden soluerdn tehokkuutta tai jolla tarjotaan kemikaalien testauksen ohessa positiivinen kontrolli
testille.

Testiajolla tarkoitetaan erillistd koetta, jossa kéytetddn uudenlaisia liuoksia ja kontrolleja.

Kasvatusliuoksen kantaliuoksella tarkoitetaan muiden reagenssien valmistelua varten kiytettivdd ainetta. Se koostuu
1:1 seoksesta DMEM-kasvatusliuosta (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ja DMEM/F12-kasvatusliuosta (Ham’s F-12
Nutrient mixture) 15 mM:ssa Hepes-puskuria ilman fenoolipunaa tai natriumbikarbonaattia. Natriumbikarbonaatti lisi-
tddn puskuriksi, ks. validointiraportin lisdys II (4).

Lopullinen kasvatusliuos koostuu kasvatusliuoksen kantaliuoksesta, johon on lisitty ainetta BD seeruminkorvike ja ITS
+ premium mix, ks. validointiraportin lisdys II (4).

Steroidogeneesilld tarkoitetaan synteesireittid, joka johtaa kolesterolista useisiin steroidihormoneihin. Useat reaktion
vilituotteet steroidisynteesireitilld, kuten progesteroni ja testosteroni, ovat jo itsessddn tdrkeitd hormoneja, mutta ne
toimivat myos esiasteena synteesireitin loppupdissi oleville hormoneille (lopputuote).

T:lli tarkoitetaan testosteronia, yhtd nisikkaiden elimiston kahdesta tirkeimmastd androgeenista.
Testikemikaalilla tarkoitetaan mitd tahansa ainetta tai seosta, jota testataan kiyttdmalld tdtd testimenetelmad.

Testilevylld tarkoitetaan levyd, jolla H295R-solut altistetaan testikemikaaleille. Testilevyille sisdltyy liuotinkontrolli ja
testikemikaali seitsemalld pitoisuustasolla kolmena kappaleena.

Trypsiini 1X:lld tarkoitetaan laimennettua liuosta, joka koostuu trypsiini-entsyymistd, haiman seriiniproteasista, jota
kéytetddn irrottamaan soluja viljelylevyiltd, ks. validointiraportin lisdys III (4).
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B.58. SIIRTOGEENISTEN JYRSIJOIDEN SOMAATTISTEN SOLUJEN JA SUKUSOLUJEN GEENIMUTAATIOTESTIT

JOHDANTO

1. Tami testimenetelmd vastaa OECD:n testiohjetta 488 (2013). EU:n testimenetelmid on saatavilla laajasta valikoi-
masta in vitro -mutaatiotestejd, joissa voidaan havaita kromosomi- ja/tai geenimutaatioita. In vivo -pddtetapahtumia
(eli kromosomimuutokset ja ennakoimaton DNA-synteesi) varten on kiytossd testimenetelmid; niilld ei kuitenkaan
mitata geenimutaatioita.Siirtogeenisten jyrsijoiden mutaatiotestit tdyttivit geenimutaatioiden osalta kaytdnnéllisten
ja laajasti saatavilla olevien in vivo -testien tarpeen.

2. Siirtogeenisten jyrsijoiden mutaatiotestejd on tarkasteltu laajasti uudelleen (24)(33). Niissd kdytetddn siirtogeenisid
rottia ja hiirid, joissa on useita kopioita kromosomisesti integroituja plasmideja tai faagien sukkulavektoreita. Siir-
togeeneihin sisdltyy reportterigeeneji, joilla havaitaan monenlaisia mutaatioita, joita testikemikaalit indusoivat in
vivo.

3. Jyrsijissd aiheutuvat mutaatiot merkitddn muistiin ottamalla siirtogeeni talteen ja analysoimalla reportterigeenin
fenotyyppid bakteeri-isinndssd, joka on reportterigeenin osalta vaillinainen. Siirtogeenisten jyrsijoiden geenimutaa-
tiotesteissd mitataan mutaatioita, joita ovat aiheuttaneet geneettisesti neutraalit geenit, jotka on otettu talteen ldhes
mistd tahansa jyrsijan kudoksesta. Tistd syystd ndissd testeissd kierretddn useita nykyisid rajoituksia, jotka liittyvat
endogeenisten geenien in vivo -geenimutaatioita koskevaan tutkimukseen (kuten rajallinen mairé testiin sopivia
kudoksia, negatiivinen/positiivinen valinta mutaatioita vastaan).

4. Todisteet viittaavat sithen, ettd siirtogeenit vastaavat mutageeneihin samalla tavoin kuin endogeenisiin geeneihin
erityisesti, kun kyseessd on emdsparien korvauksen, lukukehysmutaatioiden ja pienten deleetioiden ja insertioiden
havainnointi (24).

5. Genotoksisuuden testaamista kasittelevissd kansainvalisissd tyoryhmissi (International Workshops on Genotoxicity
Testing, IWGT) on hyvaksytty siirtogeenisten jyrsijoiden geenimutaatiotestien sisillyttiminen geenimutaatioiden
detektioon in vivo, ja se on suositellut testiprotokollaa niiden toteuttamista varten (15)(29). TAma testimenetelma
perustuu ndihin suosituksiin. Tdydentdva analyysi, jolla tuetaan timén testiprotokollan kayttdmistd, sisiltyy lahtee-
seen (16).

6.  On odotettavissa, ettd tulevaisuudessa voi olla mahdollista yhdistdd siirtogeenisten jyrsijoiden geenimutaatiotestit
toistuvan annostelun toksisuustutkimuksiin (timan liitteen B.7 luku). Tietoja tarvitaan kuitenkin sen varmistami-
seksi, ettd siirtogeenisten jyrsijoiden geenimutaatiotestien herkkyyteen ei vaikuteta altistusajan lopun ja naytteenot-
toajan viliselld lyhyemmilld yhden vuorokauden ajanjaksolla, jota sovelletaan toistuvan annostelun tutkimuksissa,
verrattuna siirtogeenisten jyrsijoiden geenimutaatiotesteissd kéytettyyn kolmeen vuorokauteen. Tarvitaan myds
tietoja jotka osoittavat, ettd toistuvan annostelun tutkimuksiin ei vaikuteta haitallisesti, koska tavanomaisten jyrsi-
jakantojen sijaan kaytetddn siirtogeenisid jyrsijakantoja. Kun ndmd tiedot ovat saatavilla, titd testimenetelmad
pdivitetdan.

7. Keskeisten termien madaritelmit esitetddn liitteessa.

ALUSTAVAT NAKOKOHDAT

8.  Siirtogeenisten jyrsijoiden geenimutaatiotestit, joiden osalta on saatavilla tarpeeksi tietoa, jotta niitd voidaan
kéyttaad tdssd testimenetelmissd, ovat: lacZ bacteriophage mouse -malli (MutaiMouse -malli); lacZ plasmid mouse
-malli; gpt delta (gpt ja Spijmouse ja rat -mallit; lacl mouse -malli ja lacl rat -malli (Big Blue® -malli), sellaisina
kuin ne suoritetaan tavanomaisissa olosuhteissa. Lisdksi positiivista valintaa koskevaa clI-testid voidaan kayttdd
arvioimaan mutaatioita Big BlueO- ja MutaiMouse-malleissa. Mutageneesii siirtogeenisten jyrsijoiden geenimutaa-
tiotestien malleissa arvioidaan normaalisti mutaatiofrekvenssilld; lisitietoja voidaan saada tarvittaessa mutaatioiden
molekyylianalyysilld (ks. 24 kohta).

9. Nami jyrsijoiden in vivo geenimutaatiotestit soveltuvat erityisesti mutageenisuusvaaran arvioimiseen, silld testin
vasteet riippuvat in vivo metaboloinnista, farmakokinetiikasta, DNA:n korjautumisprosesseista ja transleesio-DNA-
synteesistd, joskin niissd saattaa esiintyd eroja lajien ja kudosten sekd DNA-vaurioiden tyyppien valilli. Geenimu-
taatioita koskeva in vivo -testi on hyodyllinen, jotta in vitro -jirjestelmassd havaittua mutageenistd vaikutusta tutki-
taan enemmdn ja jotta suoritetaan testitulosten seuranta kdyttden muita in vivo -péitetapahtumia (24). Sen lisdksi,
ettd geenimutaatiot ovat syy-yhteydellisid syovdn syntyyn, ne muodostavat olennaisen péitetapahtuman, jolla
ennustetaan mutaatioon perustuvia muita kuin syopésairauksia somaattisissa kudoksissa (12)(13) sekd sairauksia,
jotka tarttuvat ituradan vilitykselld.
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10.  Jos on néyttod siitd, ettd testikemikaali tai merkityksellinen metaboliitti ei ulotu mihinkiin kohdekudoksiin, siirto-
geenisten jyrsijoiden geenimutaatiotestien suorittaminen ei ole tarkoituksenmukaista.

TESTIN PERIAATE

11.  Edelld 8 kohdassa kuvatuissa testeissd kohdegeeni on alkuperiltddn bakteeri tai bakteriofagi, ja tapa saada niyte
jyrsijin genomisesta DNA:sta on siirtogeenin sitoutuminen \-bakteriofaagiin tai plasmidisukkulavektoriin. Menet-
telyyn sisiltyy genomisen DNA:n ekstraktio jyrsijin kohdekudoksesta, genomisen DNA: in vitro -kisittely (eli
\-vektorien pakkaaminen tai plasmidien ligaatio ja elektroporaatio sukkulavektorin tuottamiseksi) ja sitd seuraava
mutaatioiden seulonta bakteeri-isdnnissd sopivissa olosuhteissa. Testissd kdytetddn neutraaleja siirtogeenejd, jotka
voidaan helposti kerdtd useimmista kudoksista.

12, Jyrsijoiden geenimutaatiota mittaavassa perustestissd jyrsijd altistetaan kemikaalille tietyn ajanjakson ajan. Kemi-
kaalit voidaan antaa minkd tahansa annostelureitin, myos implantaation kautta (esim. lddkinnallisten laitteiden
testaus). Sitd ajanjaksoa kokonaisuudessaan, jolloin eldimelle annetaan annoksia, kutsutaan altistusajaksi. Altistusta
seuraa ennen lopettamista yleensd ajanjakso, jonka aikana kemikaalia ei anneta ja jonka aikana korjaamattomat
DNA-vauriot kiinnittyvit stabiileihin mutaatioihin. T4td ajanjaksoa kutsutaan ammattikirjallisuudessa usein ilme-
nemisajaksi (manifestation time), kiinnitysajaksi (fixation time) tai ilmentymisajaksi (expression time), tdiméan ajan-
jakson loppua kutsutaan naytteenottoajaksi (15)(29). Eldimen lopettamisen jilkeen genominen DNA eristetddn
testin kohteena olevasta kudoksesta (kudoksista) ja se puhdistetaan.

13.  Tiedot yhdestd kudoksesta eldintd kohti useista pakkauksista/ligaatioista kootaan yleensé yhteen ja mutaatiotaajuus
arvioidaan yleensd kiyttden yhteensd 10° ja 107 plakkia muodostavaa tai pesdkkeitd muodostavaa yksikkoa. Jos
kidytetddn positiivisia valintamenetelmid, plakkia muodostavien yksikoiden kokonaismdird mdédritellddn kayttden
erillisid ei-selektiivisid maljoja.

14.  Positiivisia valintamenetelmid on kehitetty, jotta mutaatioiden seulontaa helpotetaan gpt-geenissd (gpt delta mouse
and rat -malli, gpt-fenotyyppi (20)(22)(28)) ja lacZ-geenissi (Muta™Mouse- tai lacZ plasmid mouse -malli
(3)(10)(11)(30)); lacl-geenimutaatiot Big Blue® -eldimissd seulotaan non-selektiiviselldi mallilla, jossa mutantit
seulotaan virillisten (sinisten) plakkien syntymisen vilitykselld. Kdytssd on myos positiivinen valintamenettely,
jolla havaitaan pistemutaatioita, jotka syntyvit A-bakteriofaagin sukkulavektorin cll-geenissd (Big Blue® mouse
-malli tai rat -malli ja Muta™Mouse -malli (17)) ja deleetiomutaatioina X red- ja gam-geeneissi(Spi—-valinta gpt delta
mouse- ja rat-malleissa (21)(22)(28)). Mutaatiotaajuus lasketaan jakamalla siirtogeenin mutaatioita sisiltivien plak-
kien/plasmidien maird samasta DNA-néytteestd kerittyjen plakkien/plasmidien kokonaismédrin kanssa. Siirtogee-
nisten jyrsijoiden geenimutaatiotutkimuksissa ilmoitettu parametri on mutaatiotaajuus. Lisdksi mutaatiotaajuus
voidaan maddritelld niiden solujen osuudeksi, joissa on yksittdgisid mutaatioita; tdma laskentatapa vaatii korjausta
kloonaalisen laajenemisen osalta sekvensoimalla kerityt mutantit (24).

15. Mutaatioita, joita tutkitaan lacl-, lacZ-, cII- ja gpt point mutation -mallien testeissd, koostuvat pddosin emdasparin
korvautumista koskevista mutaatioista, lukukehysmutaatioista ja pienistd insertioista/deleetioista. Ndiden mutaatio-
tyyppien suhteellinen osuus spontaanien mutaatioiden keskuudessa on samankaltainen, mikd voidaan havaita
endogeenisessa Hprt-geenissd. Suuria deleetioita havaitaan ainoastaan Spi-valintaaja lacZ plasmid -malleja koske-
vassa testissd (24). Testin kannalta merkittivit mutaatiot ovat hiirelle tai rotalle aiheutuvat in vivo -mutaatiot. In
vitro- ja ex vivo -mutaatiot, jotka voivat aiheutua faagin/plasmidin naytteenoton, replikoinnin tai korjautumisen
aikana, ovat erittdin harvinaisia, ja ne voidaan joissain jdrjestelmissd erityisesti havaita tai sulkea pois bakteeri-
isdntdd/positiivista valintaa koskevalla jirjestelmalld.

MENETELMAN KUVAUS

Testin valmistelu

Elginlajin valinta

16.  Talld hetkelld on saatavilla useita siirtogeenisten hiirten geenimutaatioiden seulontamalleja, ja niitd on kaytetty
laajemmin kuin siirtogeenisid rottia koskevia malleja. Jos rotta on selkedsti tarkoituksenmukaisempi malli kuin
hiiri (esim. jos tutkitaan karsinogeneesin mekanismia ainoastaan rotilla esiintyvistd kasvaimesta, jos saatetaan
tiedot vastaavuussuhteeseen rotilla tehtdvien myrkyllisyystutkimusten kanssa tai jos rotan metabolian tiedetdin
olevan ihmisen metabolian kannalta edustavampi), olisi harkittava siirtogeenisid rottia koskevien mallien kayttoa.
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Koe-elginen hdkit ja ruokinta

17.  Koe-eldinhuoneen limpétilan pitéisi olla ihanteellisesti 22 °C (¢ 3 °C). Vaikka suhteellisen kosteuden pitisi olla
vihintddn 30 % eikd mielellddn yli 70 % muulloin kuin huoneen puhdistuksen aikana, pitdisi kuitenkin pyrkid
50-60 %:mn suhteelliseen kosteuteen. Huoneessa olisi kdytettivd keinovalaistusta 12 tunnin jaksoissa (12 tuntia
valoa, jonka jilkeen 12 tuntia pimedd). Eldinten ruokinnassa voidaan kdyttdd normaalia laboratorioruokavaliota,
eikd juomaveden miidrdd saa rajoittaa. Ravinnon valintaan voi vaikuttaa tarve varmistaa sopiva sekoitus testikemi-
kaalia, kun sitd annetaan tdtd reittid. Samaa sukupuolta olevat eldimet olisi pidettivd hdkeissd pienissd ryhmissd
(enintddn viisi), jos minkdanlaista aggressiivista kdytostd ei ole odotettavissa. Eldimet voivat olla hakissd yksittdin,
jos tdmd on tieteellisesti perusteltua.

Eldinten valmistelu

18.  Terveet nuoret ja sukukypsit tdysikasvuiset eldimet (8—12 viikon ikiiset kasittelyn alkaessa) jaetaan satunnaisesti
kontrolli- ja testiryhmiin. Jokainen eldinyksilo tunnistetaan. Eldimid totutetaan laboratorio-olosuhteisiin vdhintédin
viiden vuorokauden ajan. Hikit on sijoitettava siten, ettd niiden sijainnista johtuvat vaikutukset ovat mahdolli-
simman vihiisid. Tutkimuksen alkaessa eldinten painonvaihtelun olisi oltava vihistd, ja se saa vaihdella korkein-
taan * 20 % kunkin sukupuolen tavanomaisesta keskiarvosta.

Annosten valmistelu

19.  Kiintedt testattavat kemikaalit liuotetaan tai sekoitetaan asianmukaisiin liuottimiin tai kantaja-aineisiin taikka lisi-
tddn ravintoon tai juomaveteen, ennen kuin ne annetaan koe-eldimille. Nestemdiset testattavat kemikaalit voidaan
antaa suoraan tai laimentaa ennen antamista. Testikemikaaleja voidaan antaa hengitystien kautta tapahtuvan altis-
tamisen osalta kaasuna, hoyryni tai kiintednd/nestemaisend aerosolina niiden fysikokemiallisista ominaisuuksista
riippuen. Testikemikaali on valmisteltava juuri ennen altistusta, paitsi jos siilyvyys on osoitettu stabiliteettitutki-
muksilla.

Testiolosuhteet
Liuotin/kantaja-aine

20. Liuottimella/kantaja-aineella ei saa olla myrkkyvaikutuksia kaytetyilldi annostasoilla, eikd sen kiytt6on saa liittyd
epdilyja mahdollisista kemiallisista reaktioista tutkittavan kemikaalin kanssa. Jos kdytetddn muita kuin hyvin
tunnettuja livottimia/kantaja-aineita, niiden kéytté on perusteltava yhteensopivuuden osoittavilla tutkimustulok-
silla. Vesipitoisen liuottimen/kantaja-aineen kiyttod on harkittava ensisijaisesti aina, kun se on mahdollista.

Positiiviset kontrollit

21. Tavanomaisesti kéytetddn rinnakkaisia positiivisen kontrollin eldimid. Kuitenkin laboratoriot, joiden pitevyys on
osoitettu (ks. 23 kohta) ja jotka soveltavat rutiininomaisesti néité testejd, edellisen positiivisen kontrollin koe-eldi-
mien DNA voidaan sisdllyttdd kuhunkin tutkimukseen, jotta menetelmidn onnistunut lopputulos vahvistetaan.
Tallaiset edellisten kokeiden DNA:t olisi saatava samoilta lajeilta ja tutkimuksen kohteena olevista kudoksista, ja
ne olisi siilytettdvd asianmukaisesti (ks. 36 kohta). Kun kéytetddn rinnakkaisia positiivisia kontrolleja, niitd ei
tarvitse antaa samaa reittid kuin testikemikaalia; olisi kuitenkin oltava tiedossa, ettd positiiviset kontrollit aiheut-
tavat mutaatioita yhdessd tai useammassa testikemikaalin kohdekudoksessa. Positiivisen kontrollin kemikaalien
annokset olisi valittava siten, ettd aiheutetaan heikkoja tai kohtalaisia vaikutuksia, joilla arvioidaan kriittisesti
kokeen suorituskyky4 ja herkkyyttd. Taulukkoon 1 sisiltyy esimerkkeja positiivisen kontrollin kemikaaleista ja jois-
tain niiden kohdekudoksista.

Taulukko 1

Esimerkkeji positiivisen kontrollin kemikaaleista ja joistain niiden kohdekudoksista

Positiivisen kontrollin Mutaation kohdekudos

kemikaali ja CAS-nro Einecs-nimi ja Einecs-nro Ominaisuudet " —
otta Hiiri
N-etyyli-N-nitrosourea | N-etyyli-N-nitrosourea | Suoraan vaikuttava Maksa, Luuydin, paksusuoli,
(CAS-nro 759-73-9) (212-072-2) mutageeni keuhkot paksusuolen epiteeli,

suolisto, maksa,
keuhkot, perna,
munuainen, munaso-
lujen granuloosasolut,
uroksen sukusolut
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Positiivisen kontrollin Ei P . Mutaation kohdekudos
kemikaali ja CAS-nro mnecs-nimi ja Einecs-nro Ominaisuudet R —

otta Hiiri
Etyylikarbamaatti Uretaani Mutageeni, edellyttdi Luudin, etumaha, ohut-
(uretaani) (200-123-1) metabolista akti- suoli, maksa, keuhkot,
(CAS-nro 51-79-6) vointia, mutta perna
aiheuttaa ainoastaan
heikkoja vaikutuksia
2,4 diaminotolueeni 4-metyyli-m-fenyleeni- | Mutageeni, edellyttdd | Maksa Maksa
(CAS-nro 95-80-7) diamiini metabolista akti-
(202-453-1) vointia, my0s positii-
vinen Spi~-testissad
Bentso(a)pyreeni Bentso[def]kryseeni Mutageeni, edellyttdd | Maksa, Luudin, rinta, paksu-
(CAS-nro 50-32-8) (200-028-5) metabolista aktivointia | keuhkot suoli, etumaha, rauhas-
maha, sydin, maksa,
keuhkot, uroksen suku-
solut

Negatiiviset kontrollit

22.  Negatiivisia kontrolleja, joissa kdytetddn pelkkdd liuotinta tai kantaja-ainetta ja joita késitelldidin muuten samalla
tavalla kuin koeryhmis, olisi sisdllytettdvd kuhunkin naytteenottokertaan. Jos kiytettdvissd ei ole aikaisempia tai
julkaistuja kontrollitietoja, joissa osoitetaan, ettd valittu liuotin/kantaja-aine ei aiheuta mitddn haitallisia tai muta-
geenisid vaikutuksia, olisi kdytettdvd myos kontrollia, jossa eldimid ei kisitelld, kutakin ndytteenottokertaa kohti,
jotta kantaja-ainekontrollin hyviksyttavyys voidaan todeta.

Laboratorioiden pdtevyyden varmistaminen

23.  Niiden testien pitevyys olisi varmistettava osoittamalla, ettd niilld voidaan tuottaa julkaistujen tietojen (24) perus-
teella edellytettyjd tuloksia, kun kyseessd ovat: 1) mutaatiotaajuudet positiivisen kontrollin kemikaalien kanssa
(mukaan lukien heikot vasteet), kuten ne, jotka luetellaan taulukossa 1, ei-mutageenit, kantaja-ainekontrollit;
ja 2) siirtogeenin talteenotto genomisesta DNA:sta (esim. pakkauksien tehokkuus).

Mutanttien sekvensointi

24.  Mutanttien DNA-sekvensointia ei tarvita sddntelyyn liittyvien vaatimusten osalta erityisesti, jos saadaan selked
positiivinen tai negatiivinen tulos. Sekvensointitiedot voivat olla kuitenkin hyddyllisid, kun tarkastellaan yksiloiden
vilistd korkeaa vaihtelua. Naissd tapauksissa sekvensointia voidaan kiyttdd, jotta ‘jackpot-mutaatioiden’ tai klonaa-
listen tapahtumien mahdollisuus suljetaan pois, tunnistamalla tietystd kudoksesta perdisin olevien ainutlaatuisten
mutanttien osuus. Noin 10 mutantin sekvensointi kutakin kudosta ja kutakin eldintd kohti pitéisi riittdd sen maar-
ittdmiseksi, vaikuttavatko klonaaliset mutantit mutaatiotaajuuteen; jopa 25 mutantin sekvensointi voi olla tarpeen,
jotta mutaatiotaajuutta korjataan matemaattisesti klonaalisuuden osalta. Mutanttien sekvensointia voidaan myos
harkita, kun mutaatiotaajuudessa havaitaan pientd lisdystd (eli kun ylitetddn jonkin verran kisittelemdttomin
kontrollin arvot). Erot kisiteltyjen ja kisittelemdttomien eldinten mutanttiryhmien mutaatiokirjon vililld voivat
tukea mutageenistd vaikutusta (29). Mutaatiokirjo voi olla myds hyodyllinen mekanististen hypoteesien kehittimi-
seksi. Kun sekvensointi sisdllytetddn tutkimussuunnitelmaan, tillaisten tutkimusten suunnittelussa olisi erityisesti
otettava huomioon, etenkin ndytettd kohti sekvensointujen mutanttien madrian osalta, riittdvin tilastollisen voiman
aikaansaaminen sovellettavan tilastollisen mallin mukaisesti (ks. 43 kohta).

TESTIN SUORITTAMINEN

Eldinten lukuméiri ja sukupuoli

25.  Eldinten lukumdird ryhmaéd kohti olisi médriteltdvd ennalta, jotta niin tarjotaan riittdva tilastollinen voima havaita
ainakin mutaatiotaajuuden kaksinkertaistuminen. Ryhmd koostuu vahintddn viidestd eldimestd; jos tilastollinen
voima ei riitd, eldinten mairdad on lisdttdvd tarpeen mukaan. Normaalisti olisi kiytettivd uroksia. Voi olla
tapauksia, joissa pelkistddn naaraiden testaaminen on perusteltua; esimerkiksi silloin, kun testataan nimenomaan
naisia varten tarkoitettuja lddkkeitd tai kun tutkitaan nimenomaan naisten aineenvaihduntaa. Jos sukupuolten
vililldi on huomattavia eroja myrkyllisyysvaikutusten tai metaboloitumisen osalta, tarvitaan uroksilla ja naarailla
suoritettavia malleja.
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Altistusaika

26. Koska seulonnan perusteella mutaatiot kertyvit kussakin késittelyssa, tarvitaan toistuvan annostelun tutkimusta,
jossa annos annetaan péivittdin 28 vuorokauden ajan. Titéd pidetddn yleisesti hyviksyttivind, koska niin tuotetaan
riittdvd kertymd heikkojen mutageenien aiheuttamia mutaatioita ja koska tarjotaan riittdvan pitkd altistusaika
mutaatioiden seulonnalle elimissd, joiden proliferaatio on hidasta. Vaihtoehtoiset kasittelytavat voivat sopiva
joihinkin arviointeihin, ja nditd vaihtoehtoisia annostussuunnitelmia olisi perusteltava tieteellisesti testiprotokol-
lassa. Altistusten kesto ei saisi olla lyhyempi kuin ajanjakso, jota tarvitaan kaikkien asiaankuuluvien entsyymien
taydelliseen induktioon, ja lyhyempikestoisten altistusten vuoksi voidaan joutua kdyttdimain useita ndytteenottoai-
koja, jotka ovat asianmukaisia elimille, joiden proliferaatioaste on erilainen. Joka tapauksessa kaikkia saatavilla
olevia tietoja (esim. yleisestd myrkyllisyydestd tai metaboloitumisesta ja farmakokinetiikasta) olisi kdytettivéd, kun
protokollaa perustellaan erityisesti, jos edelld mainituista vakiomuotoisista suosituksista poiketaan. Vaikka herk-
kyyttd lisittdisiin kahdeksan viikkoa pidemmilld altistusajoilla, niitd pitéisi selvittdd ja perustella, koska pitkat altis-
tusajat voivat tuottaa ilmeistd kasvua mutaatiotaajuudessa kloonaalisen laajenemisen vilitykselld (29).

Annostasot

27. Annostasojen pitdisi perustua samasta annostelureitistd tehdyn yleistd toksisuutta mittaavan raja-annostutki-
muksen tuloksiin tai olemassa oleviin subakuuttia toksisuutta koskeviin tutkimuksiin. Saman jyrsijakannan ei-siir-
togeenisid eldimid voidaan kéyttdd annosrajojen maddrittelyssd. Annosvastetietojen saamisen vuoksi pddtestin
taydelliseen tutkimukseen olisi sisallyttivd negatiivinen kontrolliryhma (ks. 22 kohta) ja vihintddn kolme toisistaan
asianmukaiselle vilille sijoitettua annostasoa, paitsi silloin, kun on kéytetty raja-annosta (ks. 28 kohta). Suurim-
man annoksen olisi oltava suurin siedettdvd annos. Suurin siedettdvd annos mdidritellddn annokseksi, joka
aiheuttaa sellaisia myrkyllisyysoireita, ettd samaan annostussuunnitelmaan perustuvan korkeamman annostason
voidaan odottaa johtavan kuolemaan. Kemikaalit, joilla on spesifisid biologisia vaikutuksia pienind myrkyttomind
annoksina (kuten hormonit ja mitogeenit), ja kemikaalit, joissa esiintyy toksikokineettisten ominaisuuksien satur-
aatiota, voivat olla annosten asettamista koskevien kriteerien osalta poikkeustapauksia, ja niitd olisi arvioitava
tapauskohtaisesti. Kdytetyilld annostasoilla olisi katettava mittausalue, joka ulottuu enimmadismairistd vahiiseen
toksisuuteen tai toksisuuden puuttumiseen.

Raja-annostesti

28.  Jos raja-annoksen mddrittelyd koskevissa kokeissa tai samankaltaisista jyrsijakannoista olemassa olevissa tiedoissa
osoitetaan, ettd kisittelyjarjestelmissd, jossa annetaan vahintddn raja-annos (ks. jiljempand), ei tuoteta mitddn
havaittavia myrkyllisyysvaikutuksia ja jos genotoksisuutta ei oleteta rakenteellisesti samankaltaisia kemikaaleja
koskevien tietojen perusteella, tdydellinen tutkimus kolmella eri annostasolla ei ole ehka valttimdton. Kun kyseessd
on 28 vuorokauden altistusaika (eli 28 pdivittaistd késittelyd), raja-annos on 1 000 mg/painokilo/vrk. Kun altistu-
saika on 14 paivdd tai lyhyempi, raja-annos on 2 000 mg/painokilo/vrk (28 piivittdisestd kasittelystd poikkeavat
annostelusuunnitelmat olisi perusteltava tieteellisesti protokollassa; ks. 26 kohta).

Antotapa

29.  Testikemikaalia annetaan yleensd letkuruokinnassa mahaletkun tai sopivan intubaatiokanyylin kautta. Yleensd
testin suunnittelussa olisi otettava huomioon oletettu ihmisen altistusreitti. Sen vuoksi muut altistusreitit (kuten
altistus juomaveden vilitykselld, ihonalaista tai laskimonsiséistd reittid, paikallisesti iholle applikoituna, inhalaa-
tiona, henkitorveen tiputettuna, ravinnon tai implantaation kautta) voivat olla hyvaksyttivid, jos niitd voidaan
perustella. Injektiota vatsaonteloon ei suositella, koska se ei ole ihmisen kannalta fysiologisesti merkityksellinen
altistusreitti. Suurin letkuruokinnan tai injektion avulla kerralla annettava nestemaird médraytyy koe-eldimen koon
mukaan. Tilavuus ei saisi ylittdd 2:ta ml/100 g eldimen painoa. T4td suurempien madrien kdyttod olisi perusteltava.
Poikkeuksena tdstd ovat drsyttdvit tai syovyttdvdt aineet, joiden kohdalla voidaan yleensd todeta vaikutusten
voimistuminen suurempia pitoisuuksia kiytettdessd. Testiaineen nestemddrin tilavuusvaihtelu minimoidaan pitoi-
suutta muuttamalla, jotta kaikilla annostasoilla varmistetaan tilavuudeltaan sama nestemaara.

Niytteenottoaika
Somaattiset solut

30. Naytteenottoaika on kriittinen muuttuja, koska se médrdytyy sen ajanjakson perusteella, jota tarvitaan mutaa-
tioiden fiksoitumiseen. Tamaé ajanjakso on kudosspesifinen ja se vaikuttaa liittyvin solupopulaation korvautumista
koskevaan ajanjaksoon. Luuydin ja suolisto reagoivat nopeasti ja maksa paljon hitaammin. Sopiva kompromissi
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mutaatiotaajuuksien mittaamiseksi nopeasti ja hitaasti proliferoituvissa kudoksissa on 28 perdkkaisen vuoro-
kauden Kkisittely (kuten 26 kohdassa todetaan) ja kolmen vuorokauden naytteenotto lopullisen kisittelyn jilkeen;
voi olla mahdollista, etti mutaatiotaajuuden maksimi ei ilmene niissd olosuhteissa sellaisten kudosten osalta,
joiden proliferaatio on hidasta. Jos tillaisilla kudoksilla on erityistd merkitystd, myohempi 28 pdivin ndytteenot-
toajankohta, joka seuraa 28 piivin altistusaikaa, voi olla tarkoituksenmukaisempi (16)(29). Tillaisissa tapauksissa
myohempi aika korvaisi 3 pdivdn ndytteenottoajan ja edellyttdisi tieteellisid perusteluja.

Sukusolut

31.  Siirtogeenisilld jyrsijoilld tehtavit testit soveltuvat hyvin tutkimuksiin, jotka koskevat geenimutaatioiden syntyi
uroksen sukusoluissa (7)(8)(27), joissa spermatogeneesin ajoitus ja kinetikka on mdiritelty hyvin (27). Koska
analyysia varten saatavilla olevia munasoluja on vdhin jopa superovulaation jilkeen ja koska oosyytissd ei ole
DNA-synteesid, siirtogeenisten eldinten testeissd ei voida madritelld naaraiden sukusolujen mutaatiota (31).

32.  Uroksen sukusolujen niytteenottoajat olisi valittava niin, ettd ndytteet otetaan sarjasta altistettuja solutyyppejd
koko sukusolujen kehityksen ajan ja ettd soluja on altistettu tarpeeksi vaiheessa, joka on ndytteenoton kohteena.
Kehittyvien sukusolujen kehittymisaika spermatogoniaalisista kantasoluista kypsiksi siittioiksi, jotka siirtyvit
siemenjohtimeen/lisikiveksen hantddn, on hiirelli noin 49 vuorokautta (36) ja rotalla noin 70 vuorokautta
(34)(35). Kolmen péivin nédytteenottoaikana, joka seuraa 28 vuorokauden altistusta, siemenjohtimen/lisikiveksen
hinnistd (7)(8) keritty siemenneste edustaa solupopulaatiota, joka on altistettu suunnilleen spermatogeneesin jalk-
ipuoliskolla. Tihin sisiltyy siis meioottinen ja postmeioottinen vaihe, mutta ei spermatogoniota tai kantasoluja
koskevaa vaihetta. Jotta siemenjohtimen/lisikiveksen hinndn soluista, jotka olivat siittiokehityksen kantasoluja
altistusaikana, otetaan ndyte asianmukaisesti, altistuksen jilkeen tarvitaan tdydentdvad 7 viikon (hiiret) tai 10 viikon
(rotat) naytteenottoaikaa.

33.  Soluihin, jotka irrotetaan siementichyeistd 28 + 3 vuorokauden jilkeen, sisiltyy sekapopulaatioita, joita on kasi-
telty kehittyvien sukusolujen kaikissa eri vaiheissa (7)(8). Naytteenotolla niistd soluista geenimutaation seulontaa
varten ei tarjota yhtd tdsmallistd arviointia vaiheista, jolloin sukusolujen mutaatioita aiheutetaan, kuin silloin, jos
ndyte otetaan siemenjohtimestajlisikiveksen hidnnidstd (koska tiehyeistd otetussa niytteissd esiintyy sukusolujen
tyyppien osalta vaihtelua ja niytteeseen sisdltyy joitain somaattisia soluja, jotka kontaminoivat timén solupopulaa-
tion). Solundytteen otto siementichyistd siemenjohtimen/lisikiveksen hinnin siemennesteen néytteiden lisdksi pel-
kistddn 28 + 3 vuorokauden niytteenotto-ohjelmassa tarjoaa kuitenkin jotain tietoja soluista, jotka on altistettu
sukusolujen useampien kehitysvaiheiden aikana, ja tdmi voi olla hyodyllinen keino seuloa joitain sukusolujen
mutageenejd.

Tarkkailu

34.  Yleisid kliinisid havaintoja pitdisi tehdd ainakin kerran paivdssd, mieluiten samaan aikaan joka pdivd ottaen
huomioon se, milloin annoksen antamisen jilkeen ennakoidut vaikutukset ovat suurimmillaan. Eldinten terveyden-
tila on kirjattava. Kaikkien eldinten sairastuvuutta ja kuolleisuutta on havainnoitava ainakin kahdesti vuorokau-
dessa. Kaikki eldimet olisi punnittava ainakin kerran viikossa ja lopetettaessa. Ravinnon kulutus olisi mitattava
ainakin kerran viikossa. Mikali testikemikaalia annostellaan juomaveteen, veden kulutusta olisi mitattava, kun vesi
vaihdetaan tai ainakin kerran viikossa. Eldimet, joilla ilmenee ei-letaaleja merkkejd liiallisesta myrkytysvaikutuk-
sesta, olisi lopetettava ennen tutkimusajan padttymistd (23).

Kudosniytteiden kerdiminen

35.  Kudosndytteiden kerddmistd koskevat perusteet olisi madritettavi selkedsti. Koska mutaatioiden muodostumista
voidaan tutkia lihes kaikista kudoksista, kerittdvien kudosten valinnan olisi perustuttava tutkimuksen suoritta-
misen taustalla olevaan syyhyn ja olemassa oleviin tutkittavana olevan kemikaalin mutageenisyytti, karsinogeeni-
syyttd tai toksisuutta koskeviin tietoihin. Térkeisiin tarkasteltaviin nikokohtiin pitéisi sisdltyd altistusreitti (joka pe-
rustuu todennikoisiin ihmisen altistumista koskevaan reittiin (reitteihin)), ennustettava kudosjakauma ja mahdol-
linen vaikutusmekanismi. Jos taustatietoja ei ole, useita tutkimuksen kannalta mahdollisesti merkittdvid somaattisia
kudoksia voidaan kerdtd. Niiden pitdisi edustaa nopeasti lisddntyvid, hitaasti lisddntyvid ja kontaktikohdan
kudoksia. Lisiksi siemenjohtimen/lisakiveksen hinndn siitti6itd ja siementiehyeiden kehittyvid sukusoluja (kuten
kuvataan 32 ja 33 kohdassa) olisi kerittivd, ja ne olisi sailytettdvid, jos myohemmin tarvitaan lisitutkimuksia suku-
solujen mutageenisyydestd. Elinten painot olisi mitattava. Suurempien elinten osalta kaikista eldimisté olisi punnit-
tava sama ala.
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Kudoksien ja DNA:n siilyttiminen

36.  Kudokset (tai kudoshomogenaatit) olisi sailytettdvd —70 °C:ssa tai alemmassa lampotilassa, ja niitd voidaan kayttdd
DNA:n eristdmiseen viiden vuoden aikana. Eristetty DNA, joka varastoidaan jadhdytettynd 4 °C:een asianmukai-
sessa puskuriliuoksessa, olisi kdytettdvd mutaatioanalyysia varten optimaalisesti vuoden sisalla.

Kudosten valitseminen mutaatioanalyysia varten

37.  Kudosten valinnan olisi perustuttava seuraaviin nikokohtiin: 1) altistusreitti tai ensimmdainen kontaktikohta (esim.
rauhasmaha, jos annos annetaan suun kautta; keuhkot, jos annos annetaan inhalaationa; tai iho, jos kdytetddn
paikallisesti ihon alueelle aplikoitavaa annosta); ja 2) yleisid myrkyllisyysvaikutuksia koskevissa tutkimuksessa
havaitut farmakokineettiset parametrit, jotka osoittavat kudoksen disposition, pidattymisen tai kertymisen, tai
myrkyllisyysvaikutuksien kohde-elimet. Jos tutkimukset suoritetaan karsinogeenisyystutkimusten seurantaa varten,
olisi tarkasteltava karsinogeenisyysvaikutuksien kohdekudoksia. Kudosten valitsemisella tutkimusta varten pitdisi
maksimoida sellaisten kemikaalien havaitsemista, jotka toimivat suoraan in vitro -mutageeneind, metaboloituvat
nopeasti, jotka ovat erittdin reaktiivisia tai huonosti imeytyvid tai joiden kohdekudos midrdytyy altistusreitin
perusteella (6).

38. Jos taustatietoja ei ole kaytettdvissi — ja kun otetaan huomioon altistusreitistd johtuva kontaktikohta —, olisi
arvioitava maksan ja ainakin yhden nopeasti jakaantuvan kudoksen (kuten rauhasmaha, luuydin) mutageenisyytta.
Useimmissa tapauksissa edelld mainitut vaatimukset voidaan saavuttaa kahden huolellisesti valitun kudoksen
analyyseista, mutta joissain tapauksessa tarvitaan kolmea tai useampaa kudosta. Jos on syyti tarkastella erityisesti
sukusoluihin aiheutuvia vaikutuksia, kuten positiivisia vasteita somaattisissa soluissa, sukusolujen kudoksia olisi
arvioitava mutaatioiden osalta.

Mittausmenetelmit

39.  Vakiomuotoisia laboratoriomenettelyjd tai julkaistuja menetelmid mutanttien seulomiseksi saadaan suositelluista
siirtogeenisid eldimid koskevista malleista: lacZ lambda bacteriophage and plasmid -malli (30); lacI mouse -malli
(2)(18); gpt delta mouse -malli (22); gpt delta rat -malli (28); cll-malli (17). Muutoksia olisi perusteltava ja doku-
mentoitava asianmukaisesti. Tietoja useista pakkauksista voidaan yhdistad ja kdyttdd, jotta saadaan sopiva médrd
plakkeja tai pesakkeitd. Tarve suurelle médrille pakkausten reaktioita — jotta saadaan sopiva miird plakkeja —
voi kuitenkin olla osoitus heikkolaatuisesta DNA:sta. Tallaisissa tapauksissa tietoja olisi tarkasteltava varovaisesti,
koska ne voivat olla epiluotettavia. Plakkien tai pesikkeiden optimaalista kokonaismdirda DNA-ndytettd kohti
sadntelee tilastollinen todennikoisyys seuloa riittdvin monta mutanttia tietylld spontaanimutaatiotaajuudella. Ylei-
sesti ottaen tarvitaan vihintddn 125 000-300 000 plakkia, jos spontaanimutaatiotaajuus on 3 x 10~ (15). Big
Blue® lacl -testimallin osalta on tirkedd osoittaa, ettd koko sarja mutanttien virin fenotyyppeji voidaan havaita
sisdllyttdmalld sopivia virikontrolleja rinnakkain kunkin maljauksen kanssa. Kudoksia ja saatua ndytteitd (erid) olisi
kisiteltavd ja analysoitava kidyttden lohkokoetta, jossa kantaja-ainekontrollin/liuotinkontrollin ryhmaén, positiivisen
kontrollin ryhmin (jos sitd kdytetddn) tai positiivisen kontrolli-DNA:n ryhmin (tarvittaessa) ja kunkin koeryhmin
erat kasitellddn yhdessa.

TIEDOT JA RAPORTOINTI

Tulosten kiisittely

40.  Yksittdisid eldimid koskevat tiedot olisi esitettdva taulukossa. Kokeellinen yksikko on eldin. Raporttiin olisi sisallyt-
tava kustakin eldimestd plakkia muodostavien yksikoiden tai pesikkeitd muodostavien yksikoiden kokonaismédra,
mutanttien mdird ja kunkin kudoksen mutaatiotaajuus. Jos esiintyy useita reaktioita pakkausta/vapautumista
kohti, olisi ilmoitettava reaktioiden maird DNA-naytettd kohti. Tiedot kustakin yksittdisestd reaktiosta olisi siilytet-
tdvd, mutta ainoastaan plakkia muodostavien yksikoiden tai pesikkeitd muodostavien yksikoiden kokonaismédra
olisi ilmoitettava. Tiedot 34 kohdassa tarkoitetuista myrkyllisyysvaikutuksista ja kliinisistd oireista olisi ilmoitet-
tava. Sekventointitulokset olisi esitettdvd kustakin analysoidusta mutantista. Tdstd johtuvat mutaatiotaajuutta
koskevat laskelmat kustakin eldimestd ja kudoksesta olisi esitettdva.

Tilastollinen arviointi ja tulosten tulkinta

41. Positiivisen tuloksen maddrittelemistd varten on useita kriteerejd, kuten annoksesta riippuva mutaatiotaajuuden
lisddntyminen, tai mutaatiotaajuuden selked lisidntyminen yhdessid koeryhmissd verrattuna liuotinta/kantaja-
ainetta saavaan kontrolliryhmédn. Vahintddn kolmea annosryhmdi olisi analysoitava, jotta tarjotaan riittavésti
tietoa altistumis-vastesuhdetta koskevaa analyysia varten. Vaikka tulosten biologinen merkitys on ensisijainen
nakokohta, asianmukaisia tilastollisia menetelmid voidaan kdyttdd apuna testin tulosten arvioinnissa (4)(14)(15)
(25)(26). Kaytetyissa tilastollisissa testeissd kokeellisena yksikkond olisi pidettava eldinta.
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42.  Testikemikaalia, joiden osalta tulokset eivit tdytd edelld mainittuja kriteerejd missddn kudoksessa, pidetddn tissd
testissd ei-mutageenisend. Negatiivisen tuloksen biologista merkitystd varten kudosten altistus olisi vahvistettava.

43, DNA:n sekvensointianalyysien osalta on saatavilla useita tilastollisia menetelmis, joilla tuetaan tulosten tulkintaa

(MHG)ONLI).

44, Sen tarkastelemisella, ovatko havaitut arvot aikaisemman kontrollin arvojen puitteissa, voidaan antaa ohjeita, kun
arvioidaan vasteen biologista merkitysti (32).

Tutkimusseloste

45.  Tutkimusselosteessa on annettava seuraavat tiedot:

Testikemikaali:

— tunnistetiedot mukaan lukien CAS-numero, jos tiedossa,

— lahde, erdn numero, jos saatavilla

— fysikaalinen olomuoto ja puhtaus

— tutkimuksen suorittamiselle merkitykselliset fysikaalis-kemialliset ominaisuudet

— testikemikaalin stabiilius, jos tiedossa

Liuotin/kantaja-aine:
— kantaja-aineen valintaperusteet
— tutkittavan aineen liukoisuus ja stabiliteetti liuottimessa/kantaja-aineessa, jos tiedossa

— ruoka-aineen, juomaveden tai inhalaatioiden formulointi

— formulointien analyyttiset madritelmat (kuten stabiilius, homogeenisyys, nimelliset pitoisuudet)

Koe-eldginlajit:

— kaytetty eldinlaji/kanta ja perustelu sen valinnalle
— eldinten lukumaiari, ikd ja sukupuoli

— toimittaja, hikit, ravinto ja niin edelleen

— eldinten yksilollinen paino testin alussa, myos painon vaihteluvili, keskiarvo ja keskihajonta kussakin
ryhmdssa.

Testiolosuhteet:

— positiiviset ja negatiiviset (kantaja-aine/liuotin) kontrollitiedot
— raja-annostutkimuksen tulokset

— annostasojen valintaperusteet

— testikemikaalin valmistelun yksityiskohdat

— yksityiskohtaiset tiedot testikemikaalin antotavasta

— antotavan valintaperusteet

— eldinten myrkyllisyysvaikutusten mittaamista koskevat menetelmdt, missd kdytetddn tarvittaessa histopatolo-
gisia tai verianalyyseja, ja tiedot siitd, kuinka usein eldimid koskevat havainnot ja ruumiinpainon mittaukset
otettiin

— menettelyt, joilla varmistetaan, etté testikemikaali vilittyi kohdekudokseen tai verenkiertoon, jos saadaan nega-
tiivisia tuloksia

— todellinen annos (mg/painokilo/vrk), joka lasketaan ravintoon/juomaveteen sekoitetun testikemikaalin pitoisuu-
desta (ppm) ja kulutuksesta tarvittaessa

— yksityiskohtaiset tiedot ravinnon ja veden laadusta

— yksityiskohtaiset tiedot koe- ja niyteaikataulusta ja perustelut valinnoille
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— lopettamistapa
— menetelmit eristdd ja sdilod kudoksia

— menetelmit eristdd jyrsijoiden genomista DNA:ta, eristdd siirtogeeni genomisesta DNA:sta ja kuljettaa siirtogee-
ninen DNA bakteeri-isdntddn

— kaikkien solujen, mittaussarjojen ja reagenssien lihde ja erdinumerot (tarvittaessa)
— mutanttien laskemista koskevat menetelmit

— mutanttien molekyylianalyysi ja kéytté klonaalisuuden jatai mutaatiotaajuuden laskennan korjaamisessa
(tarvittaessa)

Tulokset:

— eldimen kunto koeaikaa ennen ja sen aikana, mukaan lukien toksisuusoireet
— ruumiin ja elinten painot lopetettaessa

— kunkin kudoksen/eldimen osalta mutanttien lukuméird, arvioitujen plakkien tai pesikkeiden lukumdird,
mutaatiotaajuus

— kunkin kudoksen/eldinryhmin osalta pakkausreaktioiden lukuméddrd DNA-ndytettd kohti, mutanttien koko-
naisméird, keskiméddrdinen mutaatiotaajuus, keskihajonta

— annos-vastesuhde, jos mahdollista

— kunkin kudoksen/eldimen osalta yksittdisten mutanttien lukumédrd, keskimddriinen mutaatiotaajuus, jos
mutaatioista on tehty molekyylianalyysi

— rinnakkaiset ja aikaisemmat negatiivista kontrollia koskevat tiedot, joihin sisiltyvit vaihteluvilit, keskiarvot ja
keskihajonta

— rinnakkaiset positiivista kontrollia (tai ei-rinnakkaiset DNA:n positiivista kontrollia) koskevat tiedot

— analyyttiset médritelmat, jos saatavilla (kuten DNA, pakkauksessa kiytetyt pitoisuudet, DNA:mn sekvensointi-
tiedot)

— kaytetyt tilastolliset analyysit ja menetelmat

Tulosten pohdinta
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Lisdys

MAARITELMAT:
Altistusaika: se ajanjakso kokonaisuudessaan, jolloin eldimelle annetaan annoksia.

Emisparin korvautuminen: mutaatiotyyppi, joka johtaa yhden DNA:n nukleotidiemiksen korvautumisen toisella
DNA:n nukleotidiemaksella.

Kapsidi: viruspartikkelin kuorena oleva proteiini.

Kemikaali: aine tai aineiden seos.

Kloonaalinen laajeneminen: useiden solujen tuotanto yhdesti solusta (mutanttisolu).
Pesikkeiti muodostava yksikko: elinkykyisten (eldvien) bakteerien maarin mitta.

Konkatameeri: pitkd jatkuva biomolekyyli, joka koostuu moninkertaisista samanlaisista kopioista, jotka liittyvit
sarjaan.

Cos-kohta: 12 nukleotidin segmentti yksijuosteisesta DNA:sta, joka on olemassa lambda-faagin (bakteriofagi lambda)
kaksijuosteisen genomin kummassakin paassi.

Deleetio: mutaatio, jossa genomista hévidi yksi tai useampi (perikkiinen) nukleotidi.
Elektroporaatio: sihkoiskujen kiyttiminen, jolla lisitddn solun kalvojen lipidisykykya.
Endogeeninen geeni: genomiin kuuluva geeni.

Ekstrabinomiaalinen vaihtelu: suurempi vaihtelu populaation osuuden toiston arviossa kuin oletettaisiin, jos popu-
laatio olisi binomijakautunut.

Lukukehysmutaatio: geneettinen mutaatio, jonka aiheuttavat useiden nukleotidien insertiot tai deleetiot ja jota ei voida
jakaa tasan kolmella DNA-sekvensissd, joka koodaa proteeinia/peptidia.

Insertio: yhden tai useamman nukleotidin emésparin liittyminen DNA-sekvenssiin.
Jackpot-mutaatio: suuri médrd mutantteja, jotka syntyivit klonaalisella laajentamisella yhdestd mutaatiosta.

Suuret deleetiot: usean kiloemiksen deleetiot DNA:ssa (jotka havaitaan tehokkaasti Spi~ selection- ja lacZ plasmid --
mallin testeissd).

Ligaatio: DNA-molekyylien kahden péin vilinen kovalenttinen side kdyttien DNA-ligaasia.

Mitogeeni: kemikaali, joka stimuloi solua kiihdyttiméddn solunjakautumista kdynnistden mitoosin (eli solun jakautu-
misen).

Neutraali geeni: geeni, johon positiivinen tai negatiivinen selektiivinen paine ei vaikuta.

Pakkaus: infektoivan faagin partikkeleiden, jotka ovat perdisin faagin kapsidin ja hintiproteiinien preparaatiosta, ja
faagin DNA-molekyylien konkatameerin synteesi. Kdytetddn yleisesti pakkaamaan DNA:ta, joka on kloonattu lambdavek-
toriin (jota erottavat cos-kohdat), infektoiviksi lambdahiukkasiksi.

Pakkaustehokkuus: tehokkuus, jolla pakatut bakteriofagit vastaanotetaan bakteeri-isinnassa.

Plakin muodostava yksikkd (PFU): elinkykyisten bakteriofagien méddrin mitta.

Pistemutaatio: yleinen termi mutaatiolle, joka vaikuttaa vain lyhyeen DNA-sekvenssiin mukaan lukien pienet insertiot,
deleetiot ja emisparin korvautumiset.

Positiivinen valinta: menettely, jonka perusteella ainoastaan mutantit voivat selviytya.
Reportterigeeni: geeni, jonka mutanttigeenituote on helposti havaittavissa

Niytteenottoaika: se eldimen lopettamista edeltivin ajanjakson loppu, jonka aikana kemikaalia ei anneta ja jonka
aikana korjaamattomat DNA-vauriot kiinnittyvit stabiileihin mutaatioihin.



21.8.2014 Euroopan unionin virallinen lehti L 247/111

Sukkulavektori: vektori, joka on muodostunut niin, ettd se voi toimia kahdessa eri isintdsolutyypissd; vastaavasti
DNA:ta, joka liitetddn sukkulavektoriin, voidaan testata tai kasitelld kahdessa eri solutyypissd tai kahdessa eri organis-
missa.

Testikemikaali: miki tahansa aine tai seos, jota testataan kdyttdmalli titd testimenetelméa.

Siirtogeeninen: sellainen organismi (tai organismiin liittyvd tai siitd perdisin oleva organismi), jonka genomia on
muutettu siirtdmalla sithen toisen lajin geeni tai geeneja.”
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