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II

(Nelegislativne akty)

NARIADENIA

NARIADENIE KOMISIE (EU) & 900/2014
z 15. jiila 2014,

~

ktorym sa na dcely prispdsobenia technickému pokroku meni nariadenie (ES) & 440/2008,
ktorym sa ustanovujii testovacie metddy podla nariadenia Eurépskeho parlamentu a Rady (ES)
€. 1907/2006 o registracii, hodnoteni, autorizicii a obmedzovani chemickych litok (REACH)

(Text s vyznamom pre EHP)

EUROPSKA KOMISIA,

so zreteflom na Zmluvu o fungovani Eurépskej dnie,

so zretelom na nariadenie Eurépskeho parlamentu a Rady (ES) ¢. 1907/2006 z 18. decembra 2006 o registrécii, hodno-
teni, autorizdcii a obmedzovani chemikalii (REACH) a o zriadeni Eurdpskej chemickej agentiiry, o zmene a doplneni
smernice 1999/45/ES a o zruSeni nariadenia Rady (EHS) ¢. 793/93 a nariadenia Komisie (ES) ¢. 148894, smernice Rady
76/769/EHS a smernic Komisie 91/155/EHS, 93/67/EHS, 93/105/ES a 2000/21/ES ('), a najmd na jeho ¢lanok 13 ods. 2,

kedze

(1)

®)

Nariadenie Komisie (ES) ¢. 440/2008 (%) obsahuje testovacie metddy na urcovanie fyzikdlno-chemickych vlast-
nosti, toxicity a ekotox1c1ty chemikdlii, ktoré sa majii pouzivat na Gcely nariadenia (ES) ¢. 1907/2006.

Nariadenie (ES) ¢. 440/2008 je nevyhnutné aktualizovat tak, aby sa dofho ¢o najskor zahrnuli nové a aktualizo-
vané testovacie metddy, ktoré neddvno prijala OECD, a tym sa zohladnil technicky pokrok a zarucilo zniZenie
poctu zvierat pouZivanych na pokusné ucely v sdlade so smernicou Eurdpskeho parlamentu a Rady
2010/63[EU (). Tento navrh bol prekonzultovany so zainteresovanymi stranami.

Spominané prisposobenie technickému pokroku zahfna Sest novych testovacich metéd na urCovanie toxicity
a inych zdravotnych tcinkov vratane Stddie vyvojovej neurotoxicity, rozsirenej jednogeneracnej Stadie repro-
dukenej toxicity, transgénnej in vivo skisky génovej mutdcie hlodavcov, in vitro testu na postdenie G¢inkov syntézy
steroidnych horménov, ako aj dvoch met6d in vivo na postdenie estrogénnych a (anti)androgénnych tcinkov.

Nariadenie (ES) ¢. 440/2008 by sa preto malo zodpovedajicim spésobom zmenit.

Opatrenia stanovené v tomto nariadeni st v stilade so stanoviskom vyboru zriadeného podla ¢ldnku 133 nariade-
nia (ES) ¢. 1907/2006,

() U.v.EUL 396, 30.12.2006,s. 1.

(*) Nariadenie Rady (ES) €. 440/2008 z 30. méja 2008, ktorym sa ustanovuj( testovacie metddy podla nariadenia Eurépskeho parlamentu
a Rady (ES) & 1907/2006 o registrécii, hodnoteni, autorizacii a obmedzovan{ chemikalif (REACH), (U. v. EU L 142, 31.5.2008, s. 1).

() Smernica Eurépskeho parlamentu a Rady 2010/63/EU z 22. septembra 2010 o ochrane zvierat pouzivanjch na vedecké tcely
(U.v.EUL 276,20.10.2010, 5. 33).
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PRIJALA TOTO NARIADENIE:
Cldnok 1

Priloha k nariadeniu (ES) ¢. 440/2008 sa meni v stilade s prilohou k tomuto nariadeniu.
Cldnok 2

Toto nariadenie nadobiida Gic¢innost tretim diilom po jeho uverejneni v Uradnom vestniku Eurdpskej tinie.

Toto nariadenie je zdvdzné v celom rozsahu a priamo uplatnitené vo vietkych clenskych
§tatoch.

V Bruseli 15. jila 2014

Za Komisiu

predseda
José Manuel BARROSO
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PRILOHA

Priloha k nariadeniu (ES) ¢. 440/2008 sa meni takto:

Vkladajui sa kapitoly B.53, B.54, B.55, B.56, B.57 a B.58:

,B.53. STUDIA VYVOJOVE] NEUROTOXICITY

A

UvoD

1. Této testovacia metdda je rovnocennd s usmerneniami OECD na vykondvanie testov (TG) 426 (2007). V jini
1995 v Kodani diskutovala pracovnd skupina OECD pre reprodukciu a vyvojovi toxicitu o potrebe aktualizovat
existujice usmernenia OECD na vykondvanie testov reprodukcie a vyvojovej toxicity a o vypracovani novych
usmerneni k sledovanym parametrom, ktoré zatial nie si zahrnuté (1). Pracovnd skupina odporucila, aby sa
usmernenia na vykondvanie testov vyvojovej neurotoxicity vypracovali na zédklade usmerneni US EPA, ktoré boli
medzicasom revidované (2). V jini 1996 sa v Kodani uskutocnilo druhé konzultaéné stretnutie s cielom
poskytniit sekretaridtu prehlad novych usmerneni na vykondvanie testov vyvojovej neurotoxicity vritane hlavnych
prvkov, napr. podrobnosti tykajiicich sa vyberu druhov zvierat, obdobia ddvkovania, obdobia testovania, sledova-
nych parametrov, ktoré sa maji posudzovat, a kritérii pre hodnotenie vysledkov. Usmernenia USA k posudzovaniu
rizika neurotoxicity boli uverejnené v roku 1998 (3). V oktdbri 2000 sa konalo konzulta¢né stretnutie odbornikov
OECD a v nadvdznosti nan semindr InstitGtu ILSI pre vedecké rizikd (ILSI Risk Science Institute) a v roku 2005
konzulta¢né stretnutie odbornikov v Tokiu. Tieto stretnutia sa uskuto¢nili s cielom prediskutovat vedecké a tech-
nické otazky tykajice sa siicasnych usmerneni na vykondvanie testov a odporticania zo stretnuti (4)(5)(6)(7) sa
zohladnili pri vypractvani tejto testovacej metddy. Dalsie informdcie o realizdcii, interpretdcii a pouzitej termino-
16gii v stvislosti s touto testovacou metddou st k dispozicii v usmernovacom dokumente OECD ¢. 43 o ,testovani
a hodnoteni reprodukénej toxicity* (8) a v usmeriiovacom dokumente ¢. 20 o testovani neurotoxicity* (9).

UVODNE UVAHY

2. O mnohych chemikédlidch je zndme, Ze maji vyvojové neurotoxické ucinky na [udi a iné Zivocisne
druhy (10)(11)(12)(13). Na postidenie a hodnotenie toxickych vlastnosti chemikélie mozZe byt potrebné urcit
potencial vyvojovej neurotoxicity. Stadie vyvojovej neurotoxicity st uréené na ziskanie ddajov, medzi ktoré patri
aj charakterizdcia vzfahu medzi ddvkou a reakciou, o potencidlnych funkénych a morfologickych dé¢inkoch na
vyvijajicu sa nervovd sistavu mlddat, ktoré mozu stvisiet s expoziciou v utere a v ranom vyvojovom $§tadiu.

3. Stadiu vyvojovej neurotoxicity mozno vykonat ako samostatnti $tadiu, zahrnutt do $tadie reprodukénej toxicity
ajalebo $tudie neurotoxicity u dospelych jedincov (napr. testovacie metédy B.34 (14), B.35 (15), B.43 (16)) alebo
ju prilozZit k $tidii prenatdlnej vyvojovej toxicity (napr. testovacia metoda B.31 (17)). Ak je Stadia vyvojovej neuro-
toxicity zahrnutd do inej $tadie, alebo je k nej prilozend, je nevyhnutné zachovat integritu oboch typov §tudii.
Vsetky testy by mali byt v stlade s prislusnymi pravnymi predpismi alebo vlddnymi a instituciondlnymi usmerne-
niami pre pouZivanie laboratérnych zvierat vo vyskume (napr. 18).

4. Testovacie laboratérium by malo postdit vietky dostupné informdcie o testovanej chemikélii pred uskutoénenim
Stadie. Tieto informdcie zahfnaja identitu a $truktiru chemikdlie, jej fyzikdlno-chemické vlastnosti, vysledky vset-
kych ostatnych in vitro alebo in vivo testov toxicity s chemikéliou, toxikologické tdaje o strukturdlne pribuznych
chemikdlidch a predpokladané pouzitie(-ia) chemikdlie. Tieto informdcie sti potrebné, aby sa zainteresované strany
presvedcili, Ze test md vyznam pre ochranu zdravia [udi a pomoze pri vybere vhodnej pociatocnej davky.

PRINCIP TESTU

5. Testovani chemikalia sa podd zvieratim pocas gravidity a lakticie. Ucelom testovania matiek je posadit tcinky
u gravidnych samic a samic v laktdcii, priom tieto testy moZu priniest aj komparativne informdcie (matky
v porovnani s mlddatami). Mlddatd sa na Gcely hodnotenia neurotoxicity vyberd z vrhov ndhodne. Hodnotenie
pozostdva z pozorovani s ciefom odhalit makroskopické neurologické abnormality a poruchy sprévania vrdtane
postdenia fyzického vyvinu, behaviordlnej ontogenézy, motorickej aktivity, motorickych a zmyslovych funkcif,
ucenia a pamite, ako aj postdenia hmotnosti mozgu a neuropatoldgie pocas postnatdlneho vyvinu a dospelosti.
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10.

Ak sa testovacia metdda vykondva ako samostatnd Stidia, mozno dalSie dostupné zvieratd v kazdej skupine
pouzit na 3pecifické neurobehavioralne, neuropatologické, neurochemické alebo elektrofyziologické postupy, ktoré
mozu doplnit Gdaje ziskané z vySetreni odportcanych podla tejto testovacej metddy (16)(19)(20)(21). Dodatocné
postupy mozu byt mimoriadne uzitocné, ked empirické pozorovania, ocakdvané ucinky alebo mechanizmus/
posobenie indikujii Specificky typ neurotoxicity. Tieto dodato¢né postupy mozno pouzit v pripade matiek, ako aj
mlddat. Okrem toho moZno pouZit aj postupy ex vivo alebo in vitro, pokial tieto postupy nenardsaju integritu
postupov in vivo.

PRIPRAVY NA TEST

Vyber druhov zvierat

Uprednostiiovanym druhom zvierat si potkany, ak je to vhodné, moézu sa pouzif aj iné druhy. Majte vSak na
pamiti, Ze gestacné a postnatdlne dni uvedené v tejto testovacej metdde sii $pecifické pre bezne pouzivané kmene
potkanov a ak sa pouzije iny druh alebo menej bezny kmen, mali by sa zvolit porovnatelné dni. Pouzitie iného
druhu je potrebné odovodnit na zdklade toxikologickych, farmakokinetickych afalebo inych tdajov. V odévodneni
sa uvedie dostupnost druhovo $pecifickych postnatdlnych neurobehaviordlnych a neuropatologickych hodnoteni.
Ak sa predtym uskutocnil test, ktory viedol k obavdm, mal by sa zvazit druh/kmer, ktory tieto obavy vyvolal.
Vzhladom na rozdielne vlastnosti roznych kmeriov potkanov by mali byt k dispozicii dokazy, Ze vybrany kmeri,
ktory sa pouzije, md zodpovedajiicu plodnost a vnimavost. Na tcely zistenia vyvojovej neurotoxicity je potrebné
zdokumentovat spolahlivost a citlivost ostatnych druhov.

Podmienky umiestnenia a kfmenia

Teplota v miestnosti pre pokusné zvieratd by mala byt 22 £ 3 °C. Hoci relativna vlhkost by mala byt najmenej
30 % a podla moznosti by nemala presiahnut 70 %, okrem casu Cistenia miestnosti, cieflom by mala byt
50 — 60 % vlhkost. Osvetlenie by malo byt umelé a malo by sa striedat 12 hodin svetla a 12 hodin tmy. Takisto
mozno obrdtit svetelny cyklus pred pdrenim a po celii dobu stidie s cielom posudit funkéné a behaviordlne sledo-
vané parametre pocas obdobia tmy (pri Cervenom svetle), t. j. v Case, ked si zvieratd zvycajne aktivne (22).
Akékolvek zmeny cyklu striedania svetla a tmy by mali zahffiat primerany ¢as na aklimatizdciu, aby sa zvieratd
mohli prisposobit novému cyklu. Na kfmenie sa moéze pouZivat bezné laboratérne krmivo s neobmedzenou
dodédvkou pitnej vody. Druh krmiva a vody by sa mal uviest do spravy a krmivo aj voda sa analyzuji s cielom
zistit, ¢i neobsahujii kontaminanty.

Zvieratd mozu byt umiestnené jednotlivo alebo v malych skupindch rovnakého pohlavia v klietkach. Pérenie sa
uskutocni v klietkach, ktoré st vhodné na tento tcel. Po spdreni alebo najneskor do 15. diia gravidity sa sparené
zvieratd umiestnia do samostatnych klietok ur¢enych na vrh alebo pre matky. Klietky sa usporiadaja tak, aby sa
minimalizovali pripadné vplyvy vzhladom na ich umiestnenie. Krdtko pred terminom vrhu sa sparenym samiciam
poskytne vhodny a vymedzeny hniezdiaci materidl. Je vSeobecne zndme, Ze nesprdvne zaobchddzanie alebo stres
pocas gravidity moZe viest k neziaducim ndsledkom, napriklad k prenatélnej strate alebo k zmene fetdlneho alebo
postnatdlneho vyvinu. Aby sa zabrénilo strate plodu v dosledku faktorov, ktoré nestvisia so zaobchddzanim, malo
by sa so zvieratami pocas gravidity zaobchddzat starostlivo a nemali by sa vystavovat stresu v dosledku vonkajsich
faktorov, akym je napr. nadmerny hluk zvonka.

Priprava zvierat

Mali by sa pouzit zdravé zvieratd, ktoré sa aklimatizovali v laboratérnych podmienkach a neboli predmetom pred-
chadzajicich experimentdlnych postupov, pokial dand $tidia nie je zahrnutd do inej Stidie (pozri odsek 3).
Pokusné zvieratd sa charakterizujd na zdklade druhu, kmena, zdroja, pohlavia, hmotnosti a veku. Kazdému zvie-
ratu sa prideli jedine¢né identifikacné ¢islo, ktorym sa zviera oznadi. Zvieratd vo vsetkych pokusnych skupindch
by podla moznosti mali mat td istd hmotnost a vek a mali by byt v obvyklom rozsahu druhu a kmena, ktory je
predmetom $tdie. Na kazdi velkost davky sa pouziji mladé dospelé, panenské samice. Strodenci by sa nemali
parit a treba dokladne dbat na to, aby sa zabezpecilo, Ze sa nespdria. Den gravidity 0 je den, ked sa pozoruje vagi-
nélna zdtka afalebo spermie. Pri kupovani zvierat od dodédvatela, ktoré st podla casovych tdajov gravidné, by sa
im mala umoznit primerand doba na aklimatizdciu (napr. 2 — 3 dni). Spdrené samice sa ndhodne rozdelia do
kontrolnych a o3etrovanych skupin a podla moznosti sa do tychto skupin rozdelia rovnomerne (na zabezpecenie
rovnomerného rozdelenia medzi vietky skupiny sa odportica napr. stratifikovany ndhodny postup, ako je rozde-
lenie na zdklade na telesnej hmotnosti). Samice oplodnené rovnakym samcom sa rovnomerne rozdelia do skupin.
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POSTUP

Pocet a pohlavie zvierat

11.  Kazda pokusnd a kontrolnd skupina by mala obsahovat dostato¢ny pocet gravidnych samic, ktoré budi vystavené
testovanej chemikdlii, aby sa zabezpecil dostatocne velky pocet mlddat na ticely hodnotenia neurotoxicity. Pre
kazda droven davky sa odportca celkom 20 vrhov. Duplicitné davkovanie a dévkovanie rozlozené do skupin je
povolené, ak sa dosiahne celkovy pocet vrhov na skupinu, a v pripade replikdtov sa pouZiji primerané $tatistické
modely.

12.  Na 4. postnatdlny den (4. PND) alebo skor (dent porodu je 0. PND) sa velkost kazdého vrhu upravi tak, ze mladatd
navySe sa ndhodne odoberd, aby sa zabezpecila jednotnd velkost vrhu v pripade vSetkych vrhov (23). Velkost
vrhu by nemala prekro¢it priemernt velkost vrhu kmenia pouzitych hlodavcov (8 — 12). Vo vrhu by sa mal podla
moznosti nachddzat rovnaky pocet samcich a samicich mladat. Selektivne odstranenie mlddat, napr. na zdklade
telesnej hmotnosti, nie je vhodné. Po Standardizacii vrhov (utrateni) a pred dal$im testovanim funkénych sledova-
nych parametrov sa jednotlivé mladatd, ktoré sa majd testovat pred odstavenim alebo po odstaveni od matky,
jednoznacne identifikuja s vyuzitim akejkolvek vhodnej humdnnej met6dy na identifikdciu mladat (napr. 24).

Zaradenie zvierat na funk¢né a behaviorilne testy, viZenie mozgu a neuropatologické hodnotenia

13. Tato testovacia metéda umoziuje rozne pristupy, pokial ide o zaradenie zvierat vystavenych chemikalii v utere
a prostrednictvom laktdcie na funkéné a behaviordlne testy, urCenie pohlavnej zrelosti, hmotnosti mozgu a neuro-
patologické hodnotenie (25). Dalsie testy neurobehaviordlnych funkcif (napr. socidlneho sprdvania), neurochémie
alebo neuropatoldgie mozno pridat v zévislosti od jednotlivych pripadov, pokial sa tym nenarusi integrita pévod-
nych pozadovanych testov.

14.  Z kazdej ddvkovej skupiny sa na 4. postnatdlny defi alebo neskor vyberti mlddatd a priradia sa na ticely hodnoteni
sledovanych parametrov. Mlddatd by sa mali vybrat tak, aby boli v pripade vSetkych testov podla moznosti
z kazdého vrhu v kazdej ddvkovej skupine rovnako zastiipené obe pohlavia. Na tcely testovania motorickej akti-
vity sa testuje rovnaky pdr saméich a sami¢ich mlddat vietkych vekovych skupin pred odstavenim od matky
(pozri odsek 35). Pri vsetkych ostatnych testoch sa rovnaké alebo samostatné pary samcov a samic mézu priradit
na rozne behaviordlne testy. Na tcely testovania kognitivnych funkcii odstavenych mlddat v porovnani s dospelymi
jedincami moze byt potrebné priradit rozne mlddatd, aby sa predislo chybnej interpretdcii v dosledku veku zvierat
a predchadzajicich skisenosti s tymito meraniami (26)(27). Pri odstaveni od matky (21. postnatdlny den) sa
mlddatd, ktoré neboli vybrané na testovanie, humannym sposobom utratia. Akékolvek zmeny v zaradeni mlddat
sa uvedt do spravy. Statistickd mernd jednotka je vrh (alebo matka), nie mlada.

15.  Existuja rozne sposoby, ako priradit mlddatd na Gcely vySetreni pred odstavenim a po odstaveni od matky, kogni-
tivnych testov, patologickych vySetreni atd. (vieobecnd schéma je uvedend na obrdzku 1 a priklady priradenia
v dodatku 1). Odporticany minimalny pocet zvierat v kazdej ddvkovej skupine na tcely vySetreni pred odstavenim
a po odstaveni od matky je tento:

Klinické vysetrenia a telesnd hmotnost Vsetky zvieratd
Podrobné klinické vysetrenia 20/pohlavie (1/pohlavie/vrh)
Hmotnost mozgu (po fixacii) 11. — 22. PND 10/pohlavie (1/vrh)
Hmotnost mozgu (bez fixacie) ~ 70. PND 10/pohlavie (1/vrh)
Neuropatoldgia (fixdcia ponorenim alebo perfiziou) 11 — 22. PND 10/pohlavie (1/vrh)
Neuropatoldgia (fixdcia perfaziou) ~ 70. PND 10/pohlavie (1/vrh)
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Pohlavnd zrelost 20/pohlavie (1/pohlavie/vrh)
Iné vyvojové medzniky (nepovinné) Vsetky zvieratd
Behaviordlna ontogenéza 20/pohlavie (1/pohlaviefvrh)
Motoricka aktivita 20/pohlavie (1/pohlavie/vrh)
Motorické a zmyslové funkcie 20/pohlavie (1/pohlavie/vrh)
Utenie a pamit 10/pohlavie (%) (1/vrh)

a 1 samice z kazdého vrhu (priradovanie zvierat je uvedené v dodatku 1) (dalsie usmernenia o velkosti vzorky sa uvadzaji
v usmerfiovacom dokumente OECD ¢. 43 (8)).

Davkovanie

16.  Pouziju sa aspo tri velkosti ddvok a uskutoc¢ni sa paralelnd kontrola. Davky sa rozlozia tak, aby sa toxické a¢inky
zvySovali. Ak tomu nebrani fyzikdlno-chemicky charakter alebo biologické vlastnosti chemikélie, zvoli sa najvyssia
tirovent ddvky s cielom vyvolat uritd toxicitu u matiek (napr. klinické priznaky, zniZenie prirastku telesnej hmot-
nosti (nie viac ako 10 %) afalebo zndmky toxicity limitnej ddvky v cielovom orgdne). Vysokd ddvka moze byt az
na niektoré vynimky limitovand na 1000 mg/kg/den telesnej hmotnosti. Napriklad ocakdvand expozicia ludi moze
indikovat, Ze je potrebné pouzif vyssiu troven ddvkovania. Pripadne moZzno vykonat pilotné Stdadie alebo
pripravné $tadie na zistenie rozsahu najvyssej davky, ktord by mala vyvolat minimalnu droven toxicity u matiek.
Ak standardna stadia vyvojovej toxicity alebo pilotnd Stidia preukdZe, Ze testovand chemikélia sposobuje vyvojovil
toxicitu, najvyssia ddvka by mala byt maximdlna troveni dévky, ktord nesposobi nadmernti toxicitu u mlddat alebo
v utere, smrt alebo malformécie plodu v takom rozsahu, ktory znemozni zmysluplné hodnotenie neurotoxicity.
Najnizia uroveri ddvky by mala byt takd, aby nevyvolala Ziadne priznaky toxicity u matiek alebo vyvojovej toxi-
city vratane neurotoxicity. Klesajica postupnost davok sa zvoli tak, aby sa preukdzala kazdd reakcia suvisiaca
s ddvkou a hladina bez pozorovaného nepriaznivého u¢inku (NOAEL), alebo sa pouziju davky blizko detekéného
limitu, ktory by umoznil stanovit referen¢ni ddvku. Dvojndsobné aZ $tvorndsobné intervaly st ¢asto optimalne
na stanovenie klesajuceho ddvkovania a pridanie $tvrtej ddvkovej skupiny je ¢asto vhodnejSie ako pouzivanie
velmi velkych intervalov (napr. viac ako faktor 10) medzi ddvkami.

17.  Pri vybere drovni ddvok sa zohladnia vetky existujtce ddaje o toxicite, ako aj dalsie informdacie o metabolizme
a toxikokinetike testovanej chemikalie alebo pribuznych materidlov. Tieto informécie mézu pomoct aj pri preuka-
zovani vhodnosti rezimu ddvkovania. Priame ddvkovanie u mlddat by sa malo zvazit z hladiska expozicie a farma-
kokinetickych informdcif (28)(29). Pred vykonanim $tadif s priamym ddvkovanim by sa mali dékladne posadit
vetky vyhody a nevyhody (30).

18.  Sdbeznou kontrolnou skupinou je zdanlivo oSetrovand kontrolnd skupina alebo kontrolnd skupina, ktorej sa
poddva nosi¢, ak sa pri poddvani testovanej chemikdlie pouziva nosic¢. Vietkym zvieratdm sa bezne podd rovnaké
mnozstvo testovanej chemikdlie alebo nosica podla telesnej hmotnosti. Ak sa pouzije nosi¢ alebo iné aditivum na
ulahcenie ddvkovania, je potrebné zvazit tieto vlastnosti: vplyv na absorpciu, distribiciu, metabolizmus alebo
zadrZziavanie testovanej chemikélie, i¢inky na chemické vlastnosti testovanej chemikalie, ktoré mézu zmenit svoje
toxické vlastnosti, vplyv na spotrebu potravy a vody alebo na stav vyZivy zvierat. Nosi¢ by nemal mat Gcinky,
ktoré by mohli mat vplyv na interpretdciu $tiidie, nemal by mat neurobehaviordlne toxické tcinky ani Gcinky na
reprodukciu alebo vyvoj. U novych nosi¢ov sa okrem kontrolnej skupiny nosica pouzije zdanlivo oSetrovand
kontrolnd skupina. So zvieratami v kontrolnej(-ych) skupine(-dch) sa zaobchddza rovnakym sposobom ako so zvie-
ratami v pokusnych skupindch.
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Podavanie divok

19.  Testovand chemikdlia alebo nosi¢ sa podd sposobom, ktory je najrelevantnejsi pre potencidlnu expoziciu na ludi,
a na zdklade dostupnych informdcii o metabolizme a distribtcii u pokusnych zvierat. Spésob podévania bude
vo vieobecnosti oralny (napr. sondou, v krmive, v pitnej vode), ale mozno pouzit aj iné sposoby (napr. dermalnou
aplikdciou, inhaldciou) v zdvislosti od vlastnosti a ocakdvanych alebo zndmych sposobov expozicie na Tudi (dalsie
usmernenia st k dispozicii v usmerfiovacom dokumente ¢ 43 (8)). Vyber sposobu podédvania je potrebné
odovodnit. Testovand chemikélia sa poddva kazdy den priblizne v rovnakom case.

20. Davka poddvand kazdému zvieratu sa zvycajne zakladd na naposledy zistenej telesnej hmotnosti. Osobitni pozor-
nost je viak potrebné venovat nastavovaniu ddvok pocas posledného trimestra gravidity. Ak sa zaznamend
nadmernd toxicita u oSetrenych matiek, tieto zvieratd sa humannym spésobom usmrtia.

21.  Testovand chemikalia alebo nosi¢ sa poddva minimalne raz denne sparenym samiciam od okamihu implantacie
(6. deri gravidity) a pocas laktdcie (21. postnatdlny def), aby boli mlddatd vystavené testovanej chemikalii pocas
prenatdlneho a postnatilneho neurologického vyvoja. Vek, v ktorom sa zacinaji poddvat ddvky, trvanie
a frekvencia ddvkovania mozno upravit, ak sa preukdze, Ze takéto pokusné usporiadanie md pre expoziciu na ludi
vacsi vyznam. Trvanie ddvkovania sa pre ostatné druhy upravi tak, aby sa zabezpedila expozicia pocas pociatoc-
nych faz vyvoja mozgu (t. j. fiz zodpovedajicich prenatdlnemu a pociatoénému postnatilnemu vyvoju ludského
mozgu). S ddvkovanim sa moZe zacat od zaciatku gravidity (0. defi gravidity), hoci je potrebné zvazit potencidl
testovanej chemikdlie sposobit predimplanta¢nd stratu. Poddvanim od 6. diia gravidity sa tomuto riziku zabrani,
nezohladnia sa vSak vyvojové §tddid medzi 0. a 6. dilom gravidity. Ak laboratérium nakupi zvieratd sparené na
zdklade Casovych ddajov, nie je praktické zacat s ddvkovanim na 0. den gravidity a je vhodné zacat s nim na
6. den gravidity. Pokusné laboratérium by malo stanovit rezim ddvkovania na zdklade relevantnych informacii
o tcinkoch testovanej chemikalie, predchddzajiicich skdsenosti a logistickych aspektov, ktoré mozu viest k pred-
lZeniu ddvkovania na obdobie, ked sa mldda odstavi od matky. Ddvka by sa v deni porodu nemala podat tym zvie-
ratdm, ktoré este nevrhli vSetky svoje mlddatd. Vo vSeobecnosti sa predpokladd, ze k expozicii mladat dojde
prostrednictvom materského mlieka, priame ddvkovanie u mlddat by sa vSak malo zvazit v tych pripadoch, ked
nemozno preukdzat nepretrziti expoziciu mlddat. Dokazy o nepretrzitej expozicii mozno ziskat napr. z farmako-
kinetickych informacii, na zdklade toxicity u mlddat alebo zmien biomarkerov (28).

POZOROVANIA

Pozorovania u matiek

22.  Vsetky matky sa dokladne pozorujii najmenej raz denne, a to s ohladom na ich zdravotny stav vratane chorob-
nosti a mrtnosti.

23.  Pocas oSetrovania a pozorovania by sa mali pravidelne vykondvat podrobnejsie klinické vysetrenia (najmenej
dvakrét pocas ddvkovania v obdobi gravidity a dvakrdt pocas ddvkovania v obdobi laktdcie) najmenej u desiatich
matiek pri kazdej Grovni ddvkovania. Zvieratd mimo domécej klietky pozoruju skoleni technici, ktor{ nie st infor-
movani, akym sposobom boli zvieratd odetrené, a to s vyuzZitim Standardizovanych postupov, aby sa minimali-
zoval stres u zvierat a zaujatost pozorovatela a maximalizovala sa spolahlivost pozorovatela. Odporica sa, aby
vySetrovania v danej $tidii podla moznosti vykonéval ten isty technik.

24.  Pozorované priznaky sa zaznamenaju. Vidy, ked je to mozné, zaznamend sa aj zdvaznost pozorovanych priz-
nakov. Klinicky sa pozorujii okrem iného zmeny na kozi, srsti, ociach, slizniciach, vyskyt sekrétov a autonémna
aktivita (napr. slzenie, zjeZenie, velkost zrenicky, nezvycajny priebeh dychania afalebo dychanie dstami, vietky
nezvycajné priznaky pri moceni alebo vyprazdiiovani).

25.  Vsetky nezvycajné reakcie, pokial ide o polohu tela, stuperi aktivity (napr. zvySeny alebo zniZeny zdujem o preska-
manie zvycajného priestoru) a koordindcia pohybu, sa tieZ zaznamenaji. Zmeny chodze (napr. tackavd chodza,
ataxia), poloha (napr. zhrbend) a reaktivita na zaobchddzanie, premiestnenie alebo iné podnety z prostredia, ako aj
vyskyt klonickych alebo tonickych pohybov, kice, triaska, stereotypy (napr. nadmernd starostlivost o srst, nezvy-
¢ajné pohyby hlavou, opakovany beh dokola), zvldstne spravanie (napr. hryzenie alebo nadmerné olizovanie, seba-
mrzacenie, chddza dozadu, vyddvanie zvukov) alebo agresia sa zaznamenajt.
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26. Zaznamenaju sa priznaky toxicity vratane dna ndstupu, dennej doby, stupia a trvania.

27.  Zvieratd sa v obdobi ddvkovania v priebehu stiidie vdzia najmenej raz tyzdenne alebo v den porodu ¢i krdtko pred
nim a na 21. postnatdlny den (odstavenie od matky). V pripade 3tadii, v ktorych sa chemikdlia poddva sondou, sa
matky vdzia najmenej dvakrdt tyzdenne. Ddvky sa pri kazdom stanoveni telesnej hmotnosti podla potreby
upravia. Spotreba potravy sa meria kazdy tyzdeii prinajmensom v obdobi gravidity a laktdcie. V pripade expozicie
prostrednictvom vody sa aspori raz tyzdenne meria spotreba vody.

Pozorovania u mlidd’at

28.  Vsetky mlddatd sa dokladne pozorujii najmenej raz denne, a to s ohladom na zndmky toxicity, chorobnost a imrt-
nost.

29. Pocas oSetrovania a pozorovania by sa u mlddat mali pravidelne vykondvat podrobnejsie klinické vySetrenia.
Mlédatd (aspon jedno mlida z kazdého pohlavia z kazdého vrhu) pozoruji skoleni technici, ktor{ nie st informo-
vani, akym spdsobom boli zvieratd o3etrené, a to s vyuzitim Standardizovanych postupov, aby sa minimalizovala
zaujatost pozorovatela a maximalizovala sa jeho spolahlivost. Odportca sa, aby vySetrovania podla moZnosti
vykondval ten isty technik. Podla potreby sa monitorujii prinajmensom sledované parametre opisané v odsekoch 24
a 25 s ohladom na pozorované vyvojové §tadium.

30. Zaznamenajl sa vietky priznaky toxicity u mlddat vritane diia nastupu, dennej doby, stupfia a trvania.
Fyzické a vyvojové medzniky

31.  Zmeny vyvojovych medznikov pred odstavenim (napr. odlepovanie usnych boltcov, otvdranie oc¢i, prerezdvanie
hryzdkov) majii vysoku koreldciu s telesnou hmotnostou (30)(31). Telesna hmotnost méze byt najlepsim ukazova-
tefom telesného vyvoja. Meranie vyvojovych medznikov sa preto odporica iba vtedy, ak sa predtym preukdzalo,
7e tieto sledované parametre prinest dalsie informacie. Casovy harmonogram pre hodnotenie tychto parametrov
je uvedeny v tabulke 1. V zdvislosti od ocakdvanych tcinkov a vysledkov pociatoénych merani méze byt vhodné
pridat dalsie Casy alebo vykonat merania v inych vyvojovych $tadidch.

32.  Pri posudzovani telesného vyvoja sa namiesto postnatdlneho veku odporica pouzit postkoitdlny vek (33). Ak sa
mladatd testujii v dent odstavenia od matky, odporica sa, aby sa toto testovanie vykonalo pred samotnym odsta-
venim, aby sa predislo chybnej interpretdcii v dosledku stresu spojeného s odstavenim. Okrem toho dva dni po
odstaveni by sa mlddatd nemali podrobovat Ziadnemu testovaniu.

Tabulka 1

Casovy harmonogram hodnotenia telesnych a vyvojovych medznikov a funkéné/behaviordlne sledované
parametre ()

Vekové obdobi . N Mladé dospelé
Sledované parametre CROVE OBAOBIE | pred odstavenim () Dospievanie (%) ji: deizncgs(}z)e ¢
Fyzické a vyvojové medzniky
Telesnd hmotnost a klinické vySetrenia kazdy tyzden (9) aspon kazdé dva | aspon kazdé dva

tyzdne tyzdne

Hmotnost mozgu 22.PND (9 pri ukonéeni
Neuropatoldgia 22. PND (9 pri ukonéeni
Pohlavnd zrelost — podla potreby —
Iné vyvojové medzniky (%) podla potreby — —
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Vekové obdobie P o Mladé dospelé
Sledované parametre Pred odstavenim (b) Dospievanie () jedince ()
Funk¢né/behaviorilne sledované parametre
Behaviordlna ontogenéza Aspon dve

merania

Motorickd aktivita (vratane navykov) 1 -3 razy () — raz
Motorické a zmyslové funkcie — raz raz
Ucenie a pamat — raz raz

() V tejto tabulke sa uvddza minimélny pocet merani. V zdvislosti od ocakdvanych tcinkov a vysledkov pociatoénych merani
moze byt vhodné pridat dalsie casy (napr. u zvierat vo vysokom veku) alebo vykonat merania v inych vyvojovych Stddidch.

(*) Odportca sa, aby sa mlddatd netestovali pocas dvoch dni po odstaveni od matky (pozri odsek 32). Odporiicany vek pre
testovanie dospievajicich jedincov je: na ucenie a pamit = 25. PND (¢ 2 dni); na motorické a zmyslové funkcie = 25. PND
(% 2 dni). Odporti¢any vek pre testovanie mladych dospelych jedincov je 60 -70 PND.

() Telesnd hmotnost by sa v pripade priameho dédvkovania u mlddat mala merat aspon dvakrdt tyzdenne na Gcely Gpravy
davky v obdobi prudkého prirastku telesnej hmotnosti.

() Hmotnost mozgu a neuropatolégiu mozno hodnotit skor (napr. na 11. PND), ak je to vhodné (pozri odsek 39).

() Okrem telesnej hmotnosti sa podla potreby zaznamenaji aj dalsie vyvojové medzniky (napr. otvorenie oci) (pozri odsek 31).

() Pozri odsek 35.

33.  Urdi sa pocet a pohlavie Zivych mlddat, napr. vizudlnou kontrolou alebo zmeranim anogenitalnej vzdialenosti
(34)(35), a kazdé mldda v rdmci vrhu sa jednotlivo odvézi pri narodeni alebo kritko po nom, aspon raz tyzdenne
pocas laktdcie a potom aspon raz za dva tyZdne. Pri hodnoteni pohlavnej zrelosti sa urci vek a telesnd hmotnost
aspon jedného samca a jednej samice z kazdého vrhu v Case, ked sa u nich pozoruje vagindlna priechodnost (36)
alebo oddelenie predkozky (37).

Behaviordlna ontogenéza

34.  Ontogenéza vybraného sprdvania sa meria asponn u jedného mlddata z kazdého pohlavia z kazdého vrhu
v prislusnom vekovom obdobi, pricom na hodnotenie kazdého spravania sa pocas vSetkych dni testovania pouzZiji
tie isté mladdatd. Medzi diami merania by mali byt pocas tohto obdobia rovnomerné odstupy, aby sa urcila bud
normdlna zmena v ontogenéze daného sprdvania, alebo zmena v ontogenéze daného sprdvania suvisiaca
s oetrenim (38). Medzi priklady spravania, u ktorych mozno hodnotit ich ontogenézu, patri: reflex rovnovéhy,
negativna geotaxia a motorickd aktivita (38)(39)(40).

Motorickd aktivita

35.  Motorickd aktivita sa monitoruje (41)(42)(43)(44)(45) v obdobi pred odstavenim od matky a pocas dospelosti.
Informécie o testovan{ v ase odstavenia od matky sa uvddzaji v odseku 32. Testy by mali trvat dostatocne dlho,
aby sa pocas testovania u neoSetrenych kontrolnych skupin prejavili ndvyky. Na hodnotenie behaviorlnej ontoge-
nézy sa dorazne odportca pouzitie motorickej aktivity. Ak sa motorickd aktivita pouzije ako test behaviordlnej
ontogenézy, potom sa v rdmci testovania pri vSetkych skiskach pred odstavenim od matky pouzijii tie isté zvie-
ratd. Testovania by mali prebiehat dostatocne Casto, aby bolo mozné posudit ontogenézu ndvykov pocas testu (44).
Na tento ucel moze byt potrebnych tri alebo viac obdobi pred diiom odstavenia vrtane diia odstavenia (napr.
na 13, 17, 21. postnatilny den). Tie isté zvieratd alebo zvieratd z toho istého vrhu by sa mali testovat aj
v dospelom veku krétko pred ukoncenim $tadie (napr. na 60. - 70. postnatdlny den). Podla potreby mozu testo-
vania prebiehat aj pocas dalsich dni. Motorickd aktivita sa monitoruje automatizovanym pristrojom, ktory zazna-
mendva aktivitu a ktory by mal byt schopny detekovat zvy3enie, ako aj zniZenie aktivity (t. j. zdkladna aktivita
podla merania pristroja by nemala byt takd nizka, aby znemoznovala detekciu zniZenej aktivity, ani takd vysokd,
aby znemoznovala detekciu zvysenej aktivity). Kazdy pristroj by sa mal otestovat $tandardnymi postupmi, aby sa
v maximélnej miere zabezpecila spolahlivost fungovania vSetkych pristrojov pocas vetkych dni. Podla moZznosti
sa oSetrené skupiny rovnomerne rozdelia medzi jednotlivé pristroje. Kazdé zviera sa testuje jednotlivo. OSetrené
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skupiny sa rovnomerne rozdelia medzi jednotlivé Casy testovania, aby sa predislo miticemu vplyvu denného
rytmu aktivity. Je potrebné zaistit, aby boli zmeny testovacich podmienok ¢o najmensie a aby neboli systematicky
spojené s oSetrenim. Medzi premenné, ktoré mozu ovplyvnif mnoho ukazovatelov spravania vritane motorickej
aktivity, patr{ hladina hluku, velkost a tvar pokusnej klietky, teplota, relativna vlhkost, svetelné podmienky, pachy,
pouzitie domdcej klietky alebo novej pokusnej klietky a rozptylenie vplyvom prostredia.

Motorické a zmyslové funkcie

36. Motorické a zmyslové funkcie sa podrobne vy3etria najmenej raz v obdobi dospievania a raz u mladého dospelého
jedinca (napr. na 60.- 70. postnatalny deft). Informdcie o testovani v Case odstavenia od matky sa uvddzaji v odse-
ku 32. Testovanie by malo byt dostatoéné, aby sa zabezpecilo primerané kvantitativne vzorkovanie zmyslovych
modalit (napr. somatické zmyslové, vestibuldrne) a motorickych funkcii (napr. sila, koordindcia). Medzi priklady
testov motorickych a zmyslovych funkcii patri reflex skriZenej extenzie (46), reflex rovnovdhy (47)(48), poplasnd
reakcia na zvukovy podnet (40)(49)(50)(51)(52)(53)(54) a evokovany potencidl (55).

Testy ucenia a pamite

37.  Test asociativneho ucenia a pamite sa vykond po odstaveni (napr. 25. dei + 2 dni) a u mladych dospelych
jedincov (na 60. postnatdlny defi a neskor). Informdcie o testovani v Case odstavenia od matky sa uvddzaji v odse-
ku 32. V tychto dvoch vyvojovych $tadidch mozno pouzif rovnaky test alebo samostatné testy. U odstavenych
a dospelych potkanov je pri vybere testov ucenia a pamite povolend urcitd miera flexibility. Testy vSak musia byt
navrhnuté tak, aby splnali dve kritérid. Po prvé, ucenie sa posudzuje bud ako zmena schopnosti v priebehu viace-
rych opakovanych skusok alebo testov, alebo v testoch, ktoré pozostdvaji z jednej skusky, s ohladom na
podmienku, ktorou sa zabezpe¢i kontrola neasociativnych tcinkov procesu ucenia. Po druhé, testy by okrem
prvotného ucenia (nadobtidania zru¢nosti) mali zahffiaf meranie pamite (kritkodobej alebo dlhodobej); toto
meranie pamite vak nemozno uviest do sprdvy bez merania nadobuidania zru¢nosti z toho istého testu. Ak testy
ucenia a pamite odhalia G¢inok testovanej chemikdlie, mozno zvézit dalsie testy, aby sa vylt¢ili alternativne inter-
pretacie na zdklade zmien zmyslovych, motivaénych afalebo motorickych schopnosti. Okrem dvoch uvedenych
kritérif sa odporica, aby sa test ucenia a pamite vybral na zdklade jeho preukdzanej citlivosti na triedu skimanej
chemikalie, pokial st takéto informdcie k dispozicii v literatdre. Ak takéto informdcie nie st k dispozicii, medzi
priklady testov, ktoré mozno vykonat na splnenie tychto kritérii, patri: pasivne vyhybanie sa (43)(56)(57), onesko-
rend reakcia na poziciu u dospelych potkanov (58) a nedospelych potkanov (59), dprava cuchovych
podmienok (43)(60), Morrisovo vodné bludisko (61)(62)(63), Bielovo bludisko alebo Cincinnati bludisko (64)(65),
8-ramenné radidlne bludisko (66), T-bludisko (43) a nadobtdanie a uchovévanie sprdvania riadeného casovym
harmonogramom (26)(67)(68). Dalsie testy st opisané v literattre tykajiicej sa odstavenych (26)(27) a dospelych
potkanov (19)(20).

VySetrenie post mortem

38.  Materské zvieratd mozno po odstaveni mlddat utratit.

39.  Neuropatologické hodnotenie mlddat sa vykond s vyuzitim tkanfv z humdnne usmrtenych zvierat na 22. postna-
talny den alebo skor, medzi 11. a 22. postnatdlnym diiom, a tieZ pri ukonéeni $tidie. U mlddat usmrtenych na
22. postnatilny denn sa posudzuje mozgové tkanivo; u zvierat usmrtenych na konci sa posudzuji tkaniva
centrélnej nervovej sustavy (CNS), ako aj tkanivd periférnej nervovej ststavy (PNS). Zvieratd usmrtené na
22. postnatalny den alebo skor mozno fixovat ponorenim alebo perfiiziou. Zvieratd usmrtené na konci $tadie sa
fixuja perfaziou. Vietky aspekty pripravy vzoriek tkaniv, od perfizie zvierat, po pitvu vzoriek tkaniv, spracovanie
tkaniv a farbenie skli¢ok by sa mali vykonat podla vyvdZenej schémy, aby kazd4 sada obsahovala reprezentativne
vzorky z kazdej ddvkovej skupiny. Dalsie usmernenia k neuropatolégii sa uvddzaji v usmerfiovacom dokumente
OECD ¢. 20 (9), pozri aj (103).

Spracovanie vzoriek tkaniv

40.  Vsetky makroskopické abnormality viditelné v ¢ase autopsie by sa mali zaznamenat. Vzorky odobratych tkaniv
by mali reprezentovat vietky hlavné oblasti nervovej sustavy. Vzorky tkaniv sa uchovavaji vo vhodnom fixa¢nom
prostriedku a spracuji sa v stlade so Standardizovanymi uverejnenymi histologickymi protokolmi (69)(70)(71)
(103). Zaliatie do parafinu je v pripade tkaniv CNS a PNS povolené, ak sa viak pozaduje vyssi stupen rozli§enia,
moze byt vhodné pouzit osmium po fixdcii spolu so zaliatim do epoxidu (napr. v pripade periférnych nervov pri
podozreni na periférnu neuropatiu afalebo pri morfometrickej analyze periférnych nervov). Mozgové tkanivo
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odobraté na morfometrickd analyzu sa zaleje do vhodného prostriedku pri vsetkych trovniach davky sacasne,
aby sa predislo zmenSeniu bunkovych Struktdr, ktoré moéze stvisief s predlzenym skladovanim vo fixatnom
prostriedku (6).

Neuropatologické vysetrenie
41.  Ucelom kvalitativneho vysetrenia je:

i) identifikovat oblasti v rdmci nervovej stistavy, ktoré vykazuji zndmky neuropatologickych zmien;
i) identifikovat typy neuropatologickych zmien, ktoré st dosledkom expozicie i¢inkom testovanej chemikalie; a
iii) stanovif rozsah zdvaznosti neuropatologickych zmien.

Reprezentativne histologické rezy zo vzoriek tkaniva pod mikroskopom preskima na tento tcel vyskoleny
patoldg s cieflom zistit neuropatologické zmeny. Vietkym neuropatologickym zmendm sa priradi subjektivna
zndmka indikujtica zdvaznost. Na hodnotenie rezov mozgu zo zvierat humdnne usmrtenych na 22. postnatdlny
dent alebo skor moze postacovat farbenie hematoxylinom a eozinom. Pre rezy tkaniv CNS a PNS zo zvierat
usmrtenych na konci stidie sa viak odporica farbenie myelinom (napr. luxol fast blue/kresyl violet) a striecbrom
(napr. Bielschowskeho alebo Bodianova metdda). Na zdklade odborného postidenia patoldga a druhu pozorova-
nych zmien mozno zvazit iné farbenie vhodné na identifikdciu a charakterizdciu osobitnych typov zmien (napr.
gliovy fibrilarny acidicky protein (GFAP) alebo lektinovt histochémiu na postdenie gliovych a mikrogliovych
zmien (72), farbenie farbivom Fluoro-Jade na detekciu nekrézy (73)(74) alebo farbenie striebrom $pecifické pre
nervovi degenerdciu (75)).

42.  Malo by sa vykonat morfometrické (kvantitativne) hodnotenie, kedZe tieto udaje moéZu pomoct pri detekcii
tcinkov spojenych s oSetrenim a maji vyznam pre interpreticiu rozdielov hmotnosti alebo morfologie mozgu
savisiacich s aplikdciou chemikalie (76)(77). Na ticely morfometrického hodnotenia sa odoberie a pripravi nervové
tkanivo. Sti¢astou morfometrickych hodnoteni mozu byt napr. linedrne alebo ploiné merania $pecifickych oblasti
mozgu (78). Na linedrne alebo plosné merania je potrebné pouzit homologické rezy, ktoré sa uvazlivo zvolia na
zdklade spolahlivych mikroskopickych medznikov (6). Na zistenie ti¢inkov v désledku oSetrenia v pripade parame-
trov, ako je objem alebo pocet buniek konkrétnych neuroanatomickych oblasti (79)(80)(81)(82)(83)(84), mozno
pouzit stereoldgiu.

43.  Mozgy sa vysetria, aby sa zistilo, ¢i nevykazujii zndmky neuropatologickych zmien stvisiacich s oSetrenim, a na
zabezpecenie dokladného vysetrenia sa vhodné vzorky odoberti zo vSetkych hlavnych oblasti mozgu (napr.
¢uchové bulby, mozgovad kora, hipokampus, bazdlne ganglid, talamus, hypotalamus, stredny mozog (tectum,
tegmentum a mozgové stopky), Varolov most, predlzend miecha, mozocek). Je dolezité, aby sa rezy u vietkych
zvierat odobrali v rovnakej rovine. U dospelych jedincov humdnne usmrtenych na konci $tidie sa odobert repre-
zentativne vzorky rezov miechy a PNS. Vysetria sa tieto oblasti: oko s otnym nervom a sietnicou, zvicSend
miecha na krénych a bedrovych castiach, tkanivd chrbtové a dutiny, proximalny sedaci nerv, proximdlny tibidlny
nerv (na kolene) a tibidlne vetvy nervu lytkového svalu. Rezy tkaniv miechy a periférnych nervov budi obsahovat
krizové, ako aj prie¢ne a pozdlzne rezy.

44.  Neuropatologické hodnotenie zahffia vySetrenie priznakov vyvojového poskodenia nervovej sistavy (6)(85)(86)
(87)(88)(89), okrem bunkovych zmien (napr. neurondlna vakuolizdcia, degenericia, nekréza) a zmeny tkaniv
(napr. glidza, leukocytovd infiltricia, tvorba cyst). V tejto stvislosti je ddlezité, aby sa acinky v dosledku oSetrenia
odlisili od beznych vyvojovych udalosti, o ktorych je zndme, Ze sa vyskytuji vo vyvinovom $tddiu, ktoré zodpo-
vedd dobe utratenia (90). Priklady vyznamnych zmien, ktoré sved¢ia o naruseni vyvoja, zahfiajii nielen:

— zmeny makroskopickej velkosti alebo tvaru ¢uchovych bulbov, mozgu alebo mozocka,

— zmeny relativnej velkosti roznych oblasti mozgu vratane zmenSenia alebo zvicSenia oblasti v dosledku straty
alebo pretrvévania bezne prechodnych populdcii buniek alebo axonalnych projekcii (napr. vonkajsia zdrodo¢na
vrstva mozocka, kaldzne teleso),

— zmeny proliferdcie, migrdcie a diferencidcie, ako indikujii oblasti nadmernej apoptdzy alebo nekrézy, zhluky
alebo rozptylené populdcie ektopickych, dezorientovanych alebo poskodenych neurénov alebo zmeny rela-
tivnej velkosti roznych vrstiev kortikdlnych struktir,
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— zmeny Struktdr myelinizdcie vratane celkového zmensenia alebo zmeny zafarbenia myelinizovanych Struktar,
— zndmky hydrocefalu, najma zvicSenie dutin, stenéza Sylviovho kandlika a stencenie mozgovych hemisfér.

Analyza vztahu medzi divkou a reakciou v pripade neuropatologickych zmien

45.  Na kvalitativne a kvantitativne neuropatologické analyzy sa odportica tento postup. Najprv sa porovnaji rezy
zo skupiny s vysokou ddvkou s rezmi z kontrolnej skupiny. Ak zvieratd zo skupiny s vysokou ddvkou nejavia
zndmky neuropatologickych zmien, dalsia analyza nie je potrebnd. Ak sa v skupine s vysokou ddvkou zistia
neuropatologické zmeny, potom sa vySetria zvieratd zo skupiny so stredne velkou dévkou a s vysokou dévkou.
Ak je skupina s vysokou ddvkou ukoncend v désledku smrti alebo inej neobjasnenej toxicity, skupiny s vysokou
a stredne velkou ddvkou sa podrobia analyze na neuropatologické zmeny. Ak sa v skupindch s niz$imi davkami
prejavia zndmky neurotoxicity, tieto skupiny sa podrobia neuropatologickej analyze. Ak sa pri kvalitativnom alebo
kvantitativnom vy3etreni zistia akékol'vek neuropatologické zmeny v dosledku oSetrenia, ur¢i sa vyskyt v zavislosti
od déavky, frekvencia a stupen zdvaznosti poskodeni alebo morfometrickych zmien, a to na zdklade hodnotenia
vSetkych zvierat zo vietkych ddvkovych skupin. Do tohto hodnotenia sa zahrnii vietky oblasti mozgu, ktoré vyka-
zujii zndmky neuropatologickych zmien. Pri kazdom type poskodenia sa uvedd charakteristiky pouZzivané na
vymedzenie jednotlivych stupfiov zdvaznosti a vlastnosti pouzivané na rozliSenie jednotlivych stupiiov. Frekvencia
jednotlivych typov poskodeni a ich zdvaznosti sa zaznamend a vykond sa Statistickd analyza, ktord vyhodnoti
povahu vztahov medzi ddvkou a reakciou. Odporica sa pouzit kodované sklicka (91).

UDAJE A PODAVANIE SPRAV

Udaje

46.  Udaje sa do spravy uvedd jednotlivo a zhrnt sa v tabulke, pricom pri kazdej pokusnej skupine sa uvedd typy
zmien a pocet matiek, mlddatd podla pohlavia a vrhy pri jednotlivych typoch zmien. Ak u mlddat doslo k priamej
postnatdlnej expozicii, do spravy sa uvedie sposob, trvanie a Cas expozicie.

Hodnotenie a interpretdcia vysledkov

47.  Stadia vyvojovej neurotoxicity prinesie informdcie o G¢inkoch opakovanej expozicie G¢inkom chemikélie in utero
a v pociato¢nom postnatdlnom vyvojovom §tddiu. KedZe doraz sa kladie tak na vSeobecnt toxicitu, ako aj vyvo-
jova neurotoxicitu, vysledky $tidie umoznia rozliSenie medzi G¢inkami na neurologicky vyvoj, ktoré sa vyskytna
pri nepritomnosti vSeobecnej toxicity u matky, a G¢inkami, ktoré sa prejavuja iba pri ddvkach, ktoré sii toxické aj
pre materské zviera. Vzhladom na zlozZité vzdjomné stivislosti medzi plinom Stidie, Statistickou analyzou a biolo-
gickou vyznamnostou tdajov je sticastou primeranej interpreticie Gidajov o vyvojovej neurotoxicite aj odborny
posudok (107)(109). Interpreticia vysledkov testov by mala byt zaloZend na pristupe vihy dokazov (20)(92)(93)
(94). Struktdra behavioralnych alebo morfologickych nédlezov, pokial st pritomné, ako aj dokazy o vztahu medzi
davkou a reakciou sa rozobert. Udaje zo vietkych stadi, ktoré majii vyznam pre hodnotenie vyvojovej neurotoxi-
city, vratane epidemiologickych $tadii u Iudi alebo kazuistik a experimentalnych $tidif na zvieratich (napr. toxiko-
kinetické tidaje, informdcie o vztahu medzi $truktiirou a aktivitou, tidaje z inych $tadif toxicity) sa zahrnd do tejto
charakterizdcie. Sem patr{ vztah medzi davkami testovanej chemikdlie a pritomnostou/nepritomnostou, vyskytom
a rozsahom akychkolvek neurotoxickych tc¢inkov u kazdého pohlavia (20)(95).

48.  Sacastou hodnotenia tidajov by mala byt diskusia o biologickej a Statistickej vyznamnosti. Statistickd analyzu
treba vnimat ako ndstroj, ktory usmerfiuje, nie urcuje interpretdciu tidajov. Chybajtca Statistickd vyznamnost by
nemala byt jedingym dovodom pre vyvodenie zdveru o G¢inku v dosledku nepodania chemikdlie, rovnako ako by
Statisticka vyznamnost nemala byt jedinym oddévodnenim pre vyvodenie zdveru o Géinku v dosledku podania
chemikdlie. S cielom zabezpecit sa proti moznym falo§nym negativnym zisteniam a vnitornym problémom pri
,dokazovani negativneho vztahu' je potrebné prediskutovat dostupné pozitivne a historické kontrolné tidaje, najma
ak podanie chemikdlie nevyvold Ziadne Gcinky (102)(106). Pravdepodobnost falosnych pozitivnych vysledkov by
sa mala prediskutovat so zretelom na celkové Statistické hodnotenie tidajov (96). Hodnotenie by sa malo tykat aj
vztahu medzi pozorovanymi neuropatologickymi a behaviordlnymi zmenami, pokial takyto vztah existuje.
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49.  Vsetky vysledky sa analyzuju s vyuzitim Statistickych modelov, ktoré s primerané experimentélnej schéme (108).
Vyber parametrickej alebo neparametrickej analyzy je potrebné odévodnit vzhladom na faktory, ako je povaha
tdajov (transformovanych alebo netransformovanych) a ich distribiicia, ako aj relativna spolahlivost zvolenej tati-
stickej analyzy. Ucel a plan stidie by mali usmerniovat vyber tatistickych analyz, aby sa minimalizovali chyby
typu I (falosné pozitivne) a typu II (falodné negativne) (96)(97)(104)(105). V pripade vyvojovych stadif vyuzivaja-
cich multiparitné druhy, pri ktorych sa testuje viacero mlddat z jedného vrhu, by sa do Statistického modelu mal
zahrntt vrh, aby sa predislo zvysenej chybovosti typu I (98)(99)(100)(101). Statistickou mernou jednotkou by
mal byt vrh, nie mldda. Pokusy by mali byt navrhnuté tak, aby sa mlddata z toho istého vrhu nevySetrovali nezd-
visle od seba. Kazdy sledovany parameter, ktory sa u toho istého objektu nameria opakovane, sa podrobi analyze
s vyuzitim $tatistickych modelov, ktoré zarucia, Ze tieto merania nebudd od seba navzdjom nezévislé.

Sprava o teste

50. Sprava o teste obsahuje tieto informadcie:

Testovand chemikdlia:

— fyzikdlny charakter a v pripade potreby fyzikdlno-chemické vlastnosti,
— identifika¢né Gidaje vratane zdroja,

— distota pripravku a zndme afalebo o¢akdvané necistoty.

Nosi¢ (v pripade potreby):

— odovodnenie vyberu nosica, ak je iny ako voda alebo fyziologicky roztok.

Pokusné zvieratd:

— pouzité druhy a kmene a odovodnenie pouzitia druhov inych ako potkany,
— dodavatel pokusnych zvierat,

— pocet, vek na zaciatku testu a pohlavie zvierat,

— zdroj, podmienky umiestnenia, krmivo, voda atd.,

— hmotnosti jednotlivych zvierat na zaciatku testu.

Podmienky testovania:

— ododvodnenie vyberu trovne davok,

— odovodnenie sposobu podévania a casového trvania,

— S$pecifikdcia poddvanych ddvok, vritane Gidajov o nosici, objeme a fyzikdlnej forme poddvaného materialu,

— tudaje o priprave testovanej chemikalie/krmiva, dosiahnutych koncentracidch, stabilite a homogenite pripravku,
— metdda pouzitd na jednoznacnd identifikdciu matiek a mlddat,

— podrobny opis postupu randomizdcie pouZzitého na priradenie matiek do oSetrovanych skupin, na vyber
mlddat na utratenie a na priradenie mlddat do testovanych skupin,

— tidaje o poddvani testovanej chemikilie,

— konverzia z koncentricie testovanej chemikalie v strave/vode (ppm) alebo pri inhaldcii na samotnt davku
(mg/kg/telesnd hmotnost/den), ak je to vhodné,

— podmienky prostredia,
— udaje o kvalite potravy a vody (napr. voda z vodovodu, destilovand),

— d4tum zaciatku a konca stadie.
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Pozorovania a postupy testovania:

— podrobny opis postupov pouzitych na $tandardizdciu pozorovani a postupov, ako aj opera¢né vymedzenia pre

vyhodnocovanie pozorovani,
zoznam vietkych pouzitych postupov testovania a odévodnenie ich pouzitia,

udaje o pouzitych behaviordlnych/funkénych, patologickych, neurochemickych alebo elektrofyziologickych
postupoch vratane informdcif a tidajov o automatizovanych pristrojoch,

postupy kalibricie a na zabezpecenie rovnocennosti pristrojov a vyvaZenosti osetrenych skupin v postupoch
testovania,

stru¢né oddvodnenie vietkych rozhodnuti zahffiajicich odborné posidenie.

Vysledky (individudine a zhrnuté vrdtane strednej hodnoty a rozptylu v pripade potreby):

pocet zvierat na zaciatku $tidie a ich pocet na konci studie,

pocet zvierat a vrhov pouzitych pri jednotlivych metddach testovania,
identifika¢né &islo kazdého zvierata a vrh, z ktorého pochddza,
velkost vrhu a strednd hmotnost pri narodeni podla pohlavia,

udaje o telesnej hmotnosti a o zmene telesnej hmotnosti vratane konecnej telesnej hmotnosti matiek
a mlddat,

udaje o spotrebe potravy a vody, ak je to vhodné (napr. ak sa testovand chemikélia poddva vo vode),

tdaje o toxikologickej reakcii podla pohlavia a tirovne ddvky vritane zndmok toxicity alebo timrtnosti, Casu
a priciny smrti, ak je to vhodné,

charakter, zdvaznost, trvanie, deni zaciatku, dennd doba a nésledny priebeh podrobnych klinickych vySetreni,

hodnotenie jednotlivych vyvojovych medznikov (hmotnost, pohlavnd zrelost a behaviordlna ontogenéza)
v kazdom obdob{ vy3etrenia,

podrobny opis vSetkych behaviordlnych, funkénych, neuropatologickych, neurochemickych, elektrofyziologic-
kych nédlezov podla pohlavia, ako aj zvy$eného alebo zniZeného vyskytu u kontrolnych skupin,

pitevné nélezy,
hmotnost mozgu,

vietky diagnézy vyvodené na zdklade neurologickych zndmok a poskodeni vrdtane ochoreni alebo
podmienok, ktoré sa vyskytni prirodzene,

snimky exempldrnych nélezov,
snimky vytvorené pri nizkej spotrebe na postidenie homoldgie rezov pouzitych pri morfometrii,

udaje o absorpcii a metabolizme vratane dopliujicich tdajov zo samostatnej toxikokinetickej $tadie, ak je
k dispozicii,

Statistické spracovanie vysledkov vritane Statistickych modelov pouzitych na analyzy ddajov a vysledky bez
ohladu na ich vyznamnost,

zoznam pracovnikov, ktor{ sa zicastnili Studie, a odbornd priprava.

Rozbor vysledkov:

— dudaje o vztahu medzi ddvkou a reakciou podla pohlavia a skupiny,

— vztah medzi inymi toxickymi G¢inkami pre vysledné postidenie neurotoxického potencidlu testovanej chemi-

kélie podla pohlavia a skupiny,
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— vplyv akychkolvek toxikokinetickych informdcif na vysledné posiidenie,

— podobnosti G¢inkov s G¢inkami akychkolvek zndmych neurotoxickych ldtok,

— tdaje, ktoré preukazujii spolahlivost a citlivost testovacej metddy (t. j. pozitivne a historické kontrolné tidaje),
— vztah medzi neuropatologickymi a funkénymi G¢inkami, ak existuje,

— NOAEL alebo referen¢nd dévka pre matky a mlddatd podla pohlavia a skupiny.

Zdvery:

— rozbor celkovej interpretdcie Gidajov na zaklade vysledkov vratane vysledného postdenia, ¢i testovand chemi-
kalia viedla k vyvojovej neurotoxicite a NOAEL alebo nie.
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Obrdzok 1.

Vseobecnd schéma testovania pre funk¢né/behaviorilne testy, neuropatologické hodnotenie a urcenie hmot-
nosti mozgu. Tento diagram vychddza z opisu v odsekoch 13 - 15 (PND = postnatédlny deii). Priklady priradenia

st uvedené v dodatku 1

Priblizne 20 vrhov/skupina

Mlddat4: priblizne 80/pohlavie/skupina:

vybrané na 4. PND alebo skor na ticely testovania pred a po odstaven:

Klinické vysetrenia a telesnd hmotnost (vietky zvieratd)
Podrobné klinické vySetrenia (20/pohlavie/skupina)
Behaviordlna ontogenéza (20/pohlavie/skupina)
Motorickd aktivita (20/pohlavie/skupina)
Pohlavnd zrelost (20/pohlavie/skupina)
Motorické a zmyslové funkcie (20/pohlavie/skupina)
Ucenie a pamit (10 — 20/pohlavie/skupina)

A 4

Neuropatoldgia:
11.-22.PND

10/pohlavie/skupina:

Fixdcia mozgu ponorenim
alebo perfiziou na ticely
neuropatologického
hodnotenia. Hmotnost mozgu
(po fixdcii).

Alternativa: dodato¢né
testovanie

10/pohlavie/skupina:

Hmotnost mozgu (bez fixdcie).

Neuropatoldgia:
70. PND (ukoncenie Stidie)

10/ pohlavie/skupina:
Fixdcia mozgu perfiziouna
Gcely neuropatologického
hodnotenia.

10/pohlavie/skupina:

Hmotnost mozgu (bez fixdcie).

Neuropatolégia nie je
povinnd.

40 - 50 pohlavie/skupina:

Alternativa: dodatocné
testovanie
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Dodatok 1

Priklady mozného priradenia st opisané a uvedené v tabulkdch nizsie. Tieto priklady st poskytnuté s cielom
nazorne poukdzaf, Ze existuje viacero roznych spdsobov, ako priradif pokusné zvieratd k roznym testovacim
modelom.

Priklad 1

Jeden stibor 20 mlddat/pohlavie/ddvku (t. j. 1 samec a 1 samica z kazdého vrhu) sa pouZije na testovanie behavio-
rdlnej ontogenézy pred odstavenim. Z tychto zvierat sa 10 mlddat/pohlavie/ddvku (t. j. 1 samec alebo 1 samica
z kazdého vrhu) humédnne usmrti na 22. postnatdlny defi. Mozog zvierat sa odoberie, odvdzi a spracuje pre histo-
patologické hodnotenie. Okrem toho sa ziskaji tidaje o hmotnosti mozgov podla mozgov zo zvy$nych 10 samcov
a 10 samic pri kazdej Grovni ddvky.

Dalsf stbor 20 zvierat/pohlavie/ddvku (t. j. 1 samec a 1 samica z kazdého vrhu) sa pouZije na funkéné/behavio-
rdlne testy po odstaveni (podrobné klinické vySetrenia, motorickd aktivita, testovanie poplasnej reakcie na zvukovy
podnet a kognitivnych funkcii u dospievajicich jedincov) a hodnotenie veku pohlavnej zrelosti. Z tychto zvierat
sa na konci stidie (priblizne na 70. postnatdlny defi) podd 10 zvieratim/pohlavie/ddvku (t. j. 1 samcovi alebo
1 samici z kazdého vrhu) anestézia a zafixuju sa pouzitim perfizie. Po dalSom fixovani in-situ sa mozog odoberie
a spracuje pre neuropatologické hodnotenie.

Na testovanie kognitivnych funkcii u mladych dospelych jedincov (napriklad na 60. - 70. postnatilny den) sa
pouZije treti sibor 20 mlddat/pohlavie/ddvku (t. j. 1 samec a 1 samica z kazdého vrhu). Z tychto zvierat sa na
konci $tadie 10 zvierat/pohlavie/ddvku (1 samec alebo 1 samica z kazdého vrhu) usmrti a mozog sa odoberie
a odvazi.

Zvysnych 20 zvierat/pohlavie/skupinu je vyhradenych pre mozné dalsie testy.

Tabulka 1
Mlada ¢. (¢ ¢ idat pri ;
dda ¢. () Pocet mlddat priradenych na Vysetrenicftest
test
samce samice
1 5 20 samcov + 20 samic Behaviordlna ontogenéza

10 samcov + 10 samic Hmotnost/neuropatoldgia/morfometria mozgu na 22. PND

10 samcov + 10 samic Hmotnost mozgu na 22. PND

2 6 20 samcov + 20 samic | Podrobné klinické vySetrenia
20 samcov + 20 samic Motorickd aktivita

20 samcov + 20 samic Pohlavnd zrelost

20 samcov + 20 samic | Motorické a zmyslové funkcie
20 samcov + 20 samic Ucenie a pamit (25. PND)

10 samcov + 10 samic | Hmotnost/neuropatoldgia/morfometria mozgu u mladych
dospelych jedincov ~70. PND

3 7 20 samcov + 20 samic | Ucenie a pamdt (mladi dospeli jedinci)

10 samcov + 10 samic | Hmotnost mozgu u mladych dospelych jedincov ~ 70. PND

4 8 — Zvieratd urCené ako néhrada alebo na dalsie testy

() V tomto priklade s vrhy zredukované na 4 samcov + 4 samice; samcie mlddatd si oznacené Cislami 1 aZ 4, samicie
mlédata ¢islami 5 az 8.
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Priklad 2

6.  Jeden stbor 20 mlddat/pohlavie/ddvku (t.j. 1 samec a 1 samica z kazdého vrhu) sa pouZije na testovanie behavio-
rdlnej ontogenézy pred odstavenim. Z tychto zvierat sa 10 mlddat/pohlavie/ddvku (1 samec alebo 1 samica
z kazdého vrhu) huménne usmrti na 11. postnatdlny defi. Mozog zvierat sa odoberie, odvdzi a spracuje pre histo-
patologické hodnotenie.

7. Daldi stbor 20 zvierat/pohlavie/ddvku (1 samec a 1 samica z kazdého vrhu) sa pouZije na vysetrenie po odstaven{
(podrobné klinické vySetrenia, motorickd aktivita, hodnotenie veku pohlavnej zrelosti a motorickych a zmyslovych
funkcii). Z tychto zvierat sa na konci $tadie (priblizne na 70. postnatilny derl) podd 10 zvieratdm/pohlavie/davku
(t. j. 1 samcovi alebo 1 samici z kazdého vrhu) anestézia a zafixuji sa pouzitim perfizie. Po dalsom fixovani in
situ sa mozog odoberie, odvdZi a spracuje pre neuropatologické hodnotenie.

8. Na testovanie kognitivnych funkecii u dospievajicich a mladych dospelych jedincov sa pouzije 10 mlddat/pohlavie/
davku (t. j. 1 samec alebo 1 samica z kazdého vrhu). Na testovanie kognitivnych funkcii na 23. postnatalny den
a u mladych dospelych jedincov sa pouziji rozne pokusné zvieratd. Na konci sa 10 zvierat/pohlavie/skupinu,
ktoré boli testované ako dospelé jedince, usmrti a ich mozog sa odoberie a odvazi.

9. Zvysnych 20 zvierat/pohlavie/skupinu, ktoré neboli vybrané pre testovanie, sa usmrti a vyradi pri odstaveni.
Tabulka 2
Mlada & (@ et mlddat priradeny
dda ¢. () Pocet mlddat priradenych na Vysetrenie/test
test
samce samice
1 5 20 samcov + 20 samic Behaviordlna ontogenéza

10 samcov + 10 samic | Hmotnost/neuropatoldgia/morfometria mozgu na 11. PND

2 6 20 samcov + 20 samic | Podrobné klinické vy3etrenia
20 samcov + 20 samic | Motoricka aktivita

20 samcov + 20 samic | Pohlavnd zrelost

20 samcov + 20 samic | Motorické a zmyslové funkcie

10 samcov + 10 samic | Hmotnost/neuropatoldgia/morfometria mozgu u mladych
dospelych jedincov ~70. PND

3 7 10 samcov + 10 samic () | Ucenie a pamat (23. PND)

3 7 10 samcov + 10 samic (*) | Ucenie a pamit (mladi dospeli jedinci)

Hmotnost mozgu u mladych dospelych jedincov

4 8 — Zvieratd usmrtené a vyradené na 21. PND

() V tomto priklade st vrhy zredukované na 4 samcov + 4 samice; samcie mlddatd si oznaCené Cislami 1 az 4, samicie
mlddatd ¢islami 5 az 8.

(*) Na kognitivne testy na 23. PND a u mladych dospelych jedincov sa pouziji rozne mlidatd (napr. pdrne/nepdrne vrhy
z celkového poctu 20).

Priklad 3

10.  Jeden stbor 20 mlddat/pohlavie/ddvku (t. j. 1 samec a 1 samica z kazdého vrhu) sa pouZije na hodnotenie hmot-
nosti a neuropatolégie mozgu na 11. postnatalny defi. Z tychto zvierat sa 10 mlddat/pohlavie/dadvku (t. j. 1 samec
alebo 1 samica z kazdého vrhu) humdnne usmrti na 11. postnatdlny defi a mozog zvierat sa odoberie, odvdzi
a spracuje pre histopatologické hodnotenie. Okrem toho sa ziskaju udaje o hmotnosti mozgov podla mozgov
zo zvy$nych 10 samcov a 10 samic pri kazdej Grovni ddvky.
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11.  Daldf stbor 20 zvierat/pohlavie/ddvku (t. j. 1 samec a 1 samica z kazdého vrhu) sa pouZije na testovanie behavio-
ralnej ontogenézy (motorickej aktivity), vySetrenia po odstaveni (motorickd aktivita a hodnotenie veku pohlavnej
zrelosti) a testovanie kognitivnych funkcii u dospievajticich jedincov.

12.  Daldf stibor 20 zvierat/pohlavie/ddvku (t. j. 1 samec a 1 samica z kazdého vrhu) sa pouZije na testovanie motoric-
kych a zmyslovych funkcii (poplasnd rekcia na zvukovy podnet) a podrobné klinické vySetrenia. Z tychto zvierat
sa na konci stadie (priblizne na 70. postnatdlny defi) podd 10 zvieratim/pohlavie/davku (t. j. 1 samcovi alebo
1 samici z kazdého vrhu) anestézia a zafixujii sa pouzitim perfizie. Po dalsom fixovani in situ sa mozog odoberie,

odvazi a spracuje pre neuropatologické hodnotenie.

13.  Dalsi sibor 20 mlédat/pohlavie/ddvku sa pouzije na testovanie kognitivnych funkcii u mladych dospelych
jedincov (t. j. 1 samec a 1 samica z kazdého vrhu). Z tychto zvierat sa na konci $tidie 10 zvierat/pohlavie/ddvku
(t. j. 1 samec alebo 1 samica z kazdého vrhu) usmrti a ich mozog sa odoberie a odvdzi.

Tabulka 3
Mléda ¢. (3) Pocet mleidatt ep;iiraden)'/ch na VySetrenie/test
samce samice
1 5 10 samcov + 10 samic | Hmotnost/neuropatoldgia/morfometria mozgu na 11. PND
10 samcov + 10 samic Hmotnost mozgu na 11. PND
2 6 20 samcov + 20 samic Behaviordlna ontogenéza (motoricka aktivita)
20 samcov + 20 samic | Motoricka aktivita
20 samcov + 20 samic | Pohlavnd zrelost
20 samcov + 20 samic Ucenie a pamat (27. PND)
3 7 20 samcov + 20 samic | Popladnd reakcia na zvukovy podnet (dospievajice a mladé
dospelé jedince)
20 samcov + 20 samic | Podrobné klinické vy3etrenia
10 samcov + 10 samic | Hmotnost/neuropatoldgia/morfometria mozgu u mladych
dospelych jedincov ~70. PND
4 8 20 samcov + 20 samic | Ucenie a pamdt (mladi dospeli jedinci)
10 samcov + 10 samic | Hmotnost mozgu u mladych dospelych jedincov

() V tomto priklade s vrhy zredukované na 4 samcov + 4 samice; samcie mlddatd si oznaCené &islami 1 az 4, samicie
mlddatd ¢slami 5 aZ 8.
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Dodatok 2

Vymedzenia pojmov
Chemikalia: latka alebo zmes

Testovand chemikélia: akdkolvek ldtka alebo zmes testovand pomocou tejto testovacej met6dy
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B.54. UTEROTROFICKY BIOLOGICKY TEST U HLODAVCOV: KRATKODOBY SKRININGOVY TEST NA ESTROGENNE
VLASTNOSTI

A

UvoD

1. Této testovacia metdda je rovnocennd s usmerneniami OECD na vykondvanie TG 440 (2007). Organizicia OECD
v roku 1998 iniciovala aktivitu s vysokou prioritou s cielom zrevidovat existujiice usmernenia a vypracovat nové
usmernenia na vykondvanie testov potencidlnych endokrinnych disruptorov (1). Stcastou tejto Cinnosti bolo
vypracovat usmernenie na vykondvanie uterotrofického biologického testu u hlodavcov. Uterotroficky biologicky
test u hlodavcov vtedy presiel rozsiahlym programom validacie, ktorého sticastou bolo vypracovanie podrobného
podkladového dokumentu (2)(3) a vykonanie rozsiahlych intralaboratérnych a medzilaboratérnych §tudif s cielom
preukdzat vyznam a reprodukovatelnost biologického testu s pouzitim silného referen¢ného estrogénu, slabych
agonistov estrogénnych receptorov, silnych antagonistov estrogénnych receptorov a negativnej referencnej chemi-
kalie (4)(5)(6)(7)(8)(9). Testovacia metdda B.54 je vysledkom skiisenosti nadobudnutych pocas programu validacie
testu a vysledkov ziskanych pomocou tohto testu s estrogénnymi agonistami.

2. Uterotroficky biologicky test je kritkodoby skriningovy test, ktory vznikol v 30. rokoch 20. storocia (27)(28),
a odborny vybor ho prvykrit Standardizoval na skrining v roku 1962 (32)(35). Je zalozeny na zvySeni hmotnosti
maternice alebo uterotrofickej reakcii (pre postdenie pozri 29). Hodnoti schopnost chemikélie vyvolat biologické
aktivity zodpovedajiice agonistom alebo antagonistom prirodzenych estrogénov (napr. 17f-estradiol), na zistenie
antagonistov sa vSak pouZiva ovela menej ako na zistenie agonistov. Maternica reaguje na estrogény dvoma
sposobmi. Prva reakcia je ndrast hmotnosti v dosledku nasiaknutia vody. Po tejto reakcii nasleduje hmotnostny
prirastok v dosledku rastu tkaniva (30). Reakcie maternice u potkanov a mysi st kvalitativne porovnatelné.

3. Tento biologicky test slizi ako skriningovy test in vivo a jeho pouzitie je potrebné posudzovat v kontexte
JKoncep¢ného rdmca OECD na testovanie a hodnotenie chemikalii ako endokrinnych disruptorov* (dodatok 2).
V tomto koncepénom rdmci je uterotroficky biologicky test zahrnuty do trovne 3 ako test in vivo poskytujiicu
tdaje o jednom endokrinnom mechanizme, t. j. o estrogénnych t¢inkoch.

4. Uterotroficky biologicky test sa md zahrnit do skupiny testov in vitro a in vivo, ktorych cielom je identifikovat
chemikdlie s potencidlnym posobenim na endokrinny systém a v kone¢nom désledku postdit rizikd pre Iudské
zdravie alebo Zivotné prostredie. Vo valida¢nom programe OECD sa poutzili silni aj slabi estrogénni agonisti
s cielom zhodnotit Gi¢innost testu pri identifikdcii estrogénnych chemikalii (4)(5)(6)(7)(8). Okrem dobrej intralabo-
ratérnej a medzilaboratérnej reprodukovatelnosti sa tak preukdzala aj citlivost postupu testovania pre estrogén-
nych agonistov.

5. Pokial ide o negativne chemikélie, do valida¢ného programu bola zahrnuta iba jedna ,negativna‘ referencnd chemi-
kalia, ktorej negativne G¢inky potvrdil uterotroficky test, ako aj testy viazania receptorov in vitro a testy recep-
torov, na zdklade testov, ktoré nestvisia s valida¢nym programom OECD, vSak boli vyhodnotené dopliujtce
tdaje, ktoré tiez potvrdzuji $pecifickost uterotrofického biologického testu pre skrining estrogénnych agoni-
stov (16).

UVODNE UVAHY A OBMEDZENIA

6.  Estrogénni agonisti a antagonisti posobia ako ligandy pre estrogénne receptory a a b a mézu v uvedenom poradi
aktivovat alebo brénit transkripénému pdsobeniu receptorov. Vysledkom mozu byt nepriaznivé zdravotné rizikd
vritane U¢inkov na rozmnoZovanie a vyvoj. Existuje preto potreba rychleho posudzovania a hodnotenia chemi-
kélii ako moznych estrogénnych agonistov a antagonistov. Afinita ligandu pre estrogénny receptor alebo trans-
kripéna aktivacia reportérovych génov in vitro je iba jednym z viacerych faktorov poukazujicich na mozné riziko,
hoci m4 iba informativnu hodnotu. Dalsie faktory mozu zahffiat metabolickd aktivaciu a deaktivdciu pri vstupe
do tela, distribiciu do cielovych tkaniv a odstranenie z tela v zdvislosti — aspon scasti — od spdsobu poddvania
a od testovanej chemikalie. Ak z vlastnosti chemikalie tykajicich sa absorpcie — distribticie — metabolizmu — elimi-
nacie (ADME) nevyplynuli prislusné informadcie, vznikd potreba testovat mozné Gcinky chemikélie in vivo za rele-
vantnych podmienok. Maternicové tkanivd reaguji na stimuldciu estrogénmi rychlym a intenzivnym rastom,
najmd u laboratérnych hlodavcov, u ktorych estrdlny cyklus trvd priblizne 4 dni. Hlodavce, najmi potkany, sa
takisto vSeobecne pouzivaji v $tadidch toxicity na charakterizdciu rizika. Preto je maternica hlodavcov vhodny
cielovy orgdn na testovanie estrogénnych agonistov a antagonistov in vivo.

7. Tato testovacia metdda je zaloZend na protokoloch pouzitych pri validacnej stidii OECD, ktoré sa v intralaboratér-
nych a medzilaboratérnych stiididch ukazali ako spolahlivé a opakovatelné (5)(7). V sticasnosti sii k dispozicii dve
metddy, t. j. metdda, pri ktorej sa pouzivaji dospelé samice po ovariektomii (metdda dospelych samic po ovx),
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a metdda, pri ktorej sa pouZivaji nedospelé samice bez ovariektomie (metéda nedospelych samic). V programe
validdcie testov OECD sa ukdzalo, Ze obe metédy maji porovnatelnd citlivost a reprodukovatelnost. Met6da
nedospelych samic je viak o nieCo menej $pecifickd, kedZe md neporuSenit os hypotalamus-hypofyza-gonady
(HPG), zahfnia vSak vacsi rozsah vySetrovania ako metdda dospelych samic po ovx, pretoze moZe reagovat na
chemikdlie, ktoré posobia na os HPG a nie len na estrogénny receptor. Os HGP za¢ina u potkana fungovat
priblizne vo veku 15 dni. Predtym nie je mozné pubertu urychlit liecbou, napr. pomocou GnRH. Ked samice
za¢nu pohlavne dospievat, samica md pred otvorenim vaginy niekolko tichych cyklov, ktoré nemaji za nésledok
otvorenie vaginy alebo ovuldciu, ale vyskytuji sa u nej urcité hormonalne vykyvy. Ak chemikdlia priamo alebo
nepriamo stimuluje os HPG, vysledkom je pred¢asnd pohlavnd zrelost, skord ovuldcia a urychlené otvorenie
vaginy. Takéto G¢inky nemajd iba chemikdlie, ktoré pdsobia na os HPG, ale aj niektoré krmiva, ktoré majii vyssie
hladiny metabolizovatelnej energie ako iné a stimuluju rast a urychluji otvorenie vaginy, aj ked nemaji estro-
génny charakter. Takéto chemikalie by u dospelych zvierat po ovariektomii nevyvolali uterotrofickd reakciu,
pretoze ich os HPG nie je funké¢nd.

8.V zdujme dobrych Zivotnych podmienok zvierat by sa mala uprednostnit metdda, pri ktorej sa pouzivajii nedo-
spelé potkany, ¢im sa predide chirurgickej predpriprave zvierat a tieZ moZnému nevyuzitiu zvierat, ktoré vykazuji
akékolvek znaky zacinajiiceho estrdlneho cyklu (pozri odsek 30).

9.  Uterotrofickd reakcia nemd vyhradne estrogénny povod, t. j. reakciu mozu vyvolat aj chemikdlie, ktoré nie st
estrogénnymi agonistami alebo antagonistami. Napriklad relativne vysoké ddvky progesterénu, testosterénu alebo
roznych syntetickych progestinov mozu viest k stimula¢nej reakcii (30). Kazdd reakcia sa moze histologicky analy-
zovat na keratinizdciu a kornifikdciu vaginy (30). Pozitivny vysledok uterotrofického biologického testu by mal
bez ohladu na mozny povod reakcie zvycajne viest k dalifm opatreniam s cielom lepsie ho objasnit. Dalsi dokaz
o estrogénnych t¢inkoch by mohol vyplynit z testov in vitro, napriklad z testu viazania estrogénnych receptorov
a testu transkripcnej aktivacie, alebo z inych testov in vivo, napriklad z testu samiciecho pohlavného dospievania.

10.  Vzhladom na to, Ze uterotroficky biologicky test slizi ako skriningovy test in vivo, zvoleny validacny pristup
splnil svoj ticel z hladiska ohladu na Zivotné podmienky zvierat aj z hladiska stratégie viaciroviiového testovania.
Na tento ticel sa silie zameralo na presnu validdciu reprodukovatelnosti a citlivosti na estrogénne ticinky — ¢o je
hlavny problém v pripade mnohych chemikalii — zatial ¢o na zlozku testu tykajiicu sa antiestrogénnych déinkov
bolo vynaloZené nepatrné usilie. Vzhladom na velmi obmedzeny pocet chemikélii s jednoznacnymi antiestrogén-
nymi vlastnostami (ktoré nie st zakryté estrogénnymi dc¢inkami) sa testoval iba jeden antiestrogén so silnym
ticinkom. Preto sa tdto testovacia met6da venuje estrogénnemu protokolu, zatial ¢o protokol opisujiici rezim testu
so zameranim sa na antagonistov je stiCastou usmernovaciecho dokumentu (37). Reprodukovatelnost a citlivost
testu na chemikélie s ¢isto antiestrogénnym pdsobenim bude jasnejsie vymedzend neskor, ked bude postup testo-
vania nejakd dobu v rutinnej prevddzke a identifikuji sa dalsie chemikélie s tymto druhom pdsobenia.

11.  Je zrejmé, Ze vSetky postupy vyuZivajiice zvieratd musia byt v stlade s miestnymi normami starostlivosti o zvieratd.
Opisy starostlivosti a zaobchddzania uvedené dalej predstavujii minimalne normy pre vykondvanie postupov
a v pripade, Ze miestne predpisy st prisnejsie, budi mat prednost miestne predpisy, ako napriklad smernica
Eurdpskeho parlamentu a Rady 2010/63/EU z 22. septembra 2010 o ochrane zvierat pouZivanych na vedecké
Gicely (38). Dalsie usmernenia k humannemu zaobchddzaniu so zvieratami uvddza organizdcia OECD (25).

12.  Podobne ako pri vietkych testoch vyuZzivajicich Zivé zvieratd je dolezité pred zaciatkom testu zabezpecit, aby boli
tdaje naozaj nevyhnutné. Napriklad dve podmienky, pri ktorych moézu byt daje potrebné, st:

— potencidl vysokej expozicie (Groveit 1 koncepéného rdmca, dodatok 2) alebo zndmky estrogénnych tcinkov
(aroven 2) s ciefom skimat, ¢i takéto Gicinky moZu nastat in vivo,

— ucinky poukazujiice na estrogénne Gcinky v testoch in vivo na Grovni 4 alebo 5 s cielom preukdzat, ze uc¢inky
sa tykali estrogénneho mechanizmu, ktory nie je mozné objasnit pomocou testu in vitro.

13.  Vymedzenia pojmov pouzité v tejto testovacej metdde st uvedené v dodatku 1.
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PRINCIP TESTU

14.  Citlivost uterotrofického biologického testu je zaloZend na systéme testovania na zvieratich, v ktorom os hypota-
lamus-hypofyza-vaje¢niky nie je funk¢nd, ¢o ma za ndsledok nizke hladiny endogénneho estrogénu v obehu.
Zabezpec1 sa tak nizka vychodiskovd hmotnost maternice a maximalny rozsah reakcie na podavané estrogény.
U samic hlodavcov tiito poziadavku splfiaji dva stavy citlivosti na estrogén:

i) nedospelé samice po odstaveni a pred pubertou; a
ii) mladé dospelé samice po ovariektémii po uplynuti dostatoéného ¢asu na regresiu maternicovych tkaniv.

15.  Testovand chemikdlia sa poddva denne ordlnou sondou alebo podkoznou injekciou. Postupné davky testovanej
chemikdlie sa poddvaji minimdlne dvom skupindm (usmernenie sa uvddza v odseku 33) pokusnych zvierat
s pouzitim jednej trovne davky pri kazdej skupine, pricom chemikalia sa poddva po dobu troch po sebe nasledu-
jucich dni v pripade metddy nedospelych samic a po dobu najmenej troch po sebe nasledujicich dni v pripade
met6dy dospelych samic po ovariektomii. Zvieratd sa pitvil priblizne 24 hodin po poslednej ddvke. V pripade
estrogénnych agonistov sa z hladiska $tatisticky vyznamného zvySenia posudzuje strednd hmotnost maternice
v skupindch zvierat, ktorym sa podala chemikélia, v porovnani so skupinou, ktorej sa podal nosi¢. Statisticky
vyznamné zvysenie strednej hmotnosti maternice v pokusnej skupine v tomto biologickom teste sved¢i o pozi-
tivnej reakcii.

OPIS METODY

Vyber druhov zvierat

16. Mozu sa pouzit bezne pouzivané laboratérne kmene hlodavcov. Pocas validdcie sa ako priklad pouzili potkany
z kmenia Sprague-Dawley a Wistar. Kmene, o ktorych je zndme, Ze maji menej citlivd maternicu, alebo sa to
o nich predpokladd, sa nepouzivaji. Laboratérium musi preukdzat citlivost pouzitého kmena, ako sa uvaddza
v odsekoch 26 a 27.

17.  Potkany a mysi sa v uterotrofickom biologickom teste bezne pouZivaji od 30. rokov 20. storocia. Valida¢né tadie
OECD sa vykonali iba u potkanov vzhladom na predpoklad, ze oba druhy by mali byt rovnocenné, a preto by
v zdujme Setrenia zdrojov a zvierat mal na celosvetovil validciu stacit jeden druh. Potkan je druh, ktory sa vyberd
vo vacsine $tudif reprodukénej a vyvojovej toxicity. Vzhladom na rozsiahle historické tidaje o mysiach a s cielom
rozsirit rozsah pdsobnosti testovacej metddy uterotrofického biologického testu u hlodaveov o pouzivanie mysi
ako pokusného druhu sa vykonala mensia dopliujiica valida¢nd $tddia na mysiach (16). V siilade s povodnym
zdmerom uSetrif zdroje a zvieratd bol zvoleny preklenovaci pristup s obmedzenym poctom testovanych chemi-
kalif, zicastnenych laboratérii a bez testovania kddovanych vzoriek. Z preklenovacej valida¢nej $tadie v pripade
uterotrofického biologického testu u mladych dospelych my3i po ovariektémii vyplyva, Ze tdaje ziskané
u potkanov a my$i navzdjom kvalitativne a kvantitativne sdhlasia. Ak uterotroficky biologicky test prinesie
vysledok, ktory moze viest k dlhodobej $tadii, v oboch $tadidch sa mozu pouzit zvieratd z rovnakého kmetia
a zdroja. Preklenovaci pristup bol obmedzeny na mysi po ovariektomii a sprava neposkytuje podrobné udaje pre
validdciu modelu nedospelych samic, preto sa model nedospelych samic v rdmci rozsahu pdsobnosti stcasnej
testovacej metody neberie do uvahy.

18.  V niektorych pripadoch sa preto mézu namiesto potkanov pouzit mysi. Vyber tohto druhu je potrebné oddévodnit
na zaklade toxikologickych, farmakokinetickych afalebo inych kritérii. V pripade mysi mozu byt potrebné zmeny
v protokole. U my3i je napriklad spotreba potravy v pomere k telesnej hmotnosti vyssia ako u potkanov, preto by
mal byt obsah fytoestrogénu v potrave u mysi niz$f ako u potkanov (9)(20)(22).

Podmienky umiestnenia a kimenia

19.  Vsetky postupy musia byt v stlade s miestnymi normami starostlivosti o pokusné zvieratd. Tieto opisy starostli-
vosti a zaobchddzania predstavujii minimélne normy a v pripade, Ze miestne predpisy st prisnejsie, buddi mat
prednost miestne predpisy, ako napriklad smernica Eurépskeho parlamentu a Rady 2010/63[EU z 22. septembra
2010 o ochrane zvierat pouZivanych na vedecké tcely (38). Teplota v miestnosti pre pokusné zvieratd by mala
byt 22 °C (v rozsahu priblizne + 3 °C). Relativna vlhkost by mala byt minimélne 30 % a podla moznosti by
nemala presiahnuf maximdlnu drovenn 70 % okrem obdobia pocas Cistenia miestnosti. Cielom by mala byt rela-
tivna vlhkost vzduchu 50 - 60 %. Osvetlenie by malo byt umelé. Pokial ide o denny svetelny rytmus, malo by sa
striedat 12 hodin svetla a 12 hodin tmy.

20. Laboratérne krmivo a pitnd voda by mali byt k dispozicii neobmedzene. Mladé dospelé zvieratd mozu byt umiest-
nené jednotlivo alebo v klietkach po skupindch do troch zvierat. Vzhladom na nizky vek nedospelych zvierat sa
odportica umiestnenie v socidlnych skupindch.
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21.  Je zndme, Ze laboratérne krmivd s vysokou hladinou fytoestrogénov zvysuji u hlodavcov hmotnost maternice
dostato¢ne na to, aby mali vplyv na uterotroficky biologicky test (13)(14)(15). V pripade pouzitia nedospelych
zvierat mozu vysoké hladiny fytoestrogénov a metabolizovatelnej energie v laboratérnych krmivach tiez viest
k predcasnej puberte. Pritomnost fytoestrogénov predovietkym stvisi s obsahom produktov zo séje a lucerny
v laboratérnych krmivich a preukazalo sa, Ze koncentricie fytoestrogénov sa v roznych Sarziach $tandardného
laboratérneho krmiva lisia (23). Telesnd hmotnost je dolezitou premennou, pretoze mnozstvo skonzumovanej
potravy suvisi s telesnou hmotnostou. Preto sa skutoénd davka fytoestrogénu skonzumovaného z rovnakého
krmiva moéze v zdvislosti od druhu zvierat a veku liSit (9). U nedospelych samic potkanov moze byt spotreba
potravy v pomere k telesnej hmotnosti priblizne dvakrat vyssia ako u mladych dospelych samic po ovariektomii.
U mladych dospelych mysi moze byt spotreba potravy v pomere k telesnej hmotnosti priblizne $tvorndsobne
vyssia ako u mladych dospelych samic potkanov po ovariektomii.

22, Vysledky uterotrofického biologického testu (9)(17)(18)(19) vSak ukazujii, Ze obmedzené mnoZstvé fytoestrogénov
v krmive st prijatelné a neznizuji citlivost biologického testu. Ako usmernenie slizi informdcia, Ze hladiny fyto-
estrogénov v krmive by u nedospelych samic potkanov z kmena Sprague Dawley a Wistar nemali prekrocit
350 pg ekvivalentov genisteinu/gram laboratérneho krmiva (6)(9). Podobné krmivd by mali byt vhodné aj pri
testovani na mladych dospelych potkanoch po ovariektémii, pretoze spotreba potravy v pomere k telesnej hmot-
nosti je u mladych dospelych jedincov v porovnani s nedospelymi zvieratami nizsia. Ak sa pouzijii dospelé mysi
po ovariektomii alebo potkany citlivejsie na fytoestrogény, je potrebné zvazit proporcionalne zniZenie hladiny
fytoestrogénu v krmive (20). Okrem toho moézu rozdiely v dostupnej metabolickej energii z roznych krmiv viest
k ¢asovym posunom zaciatku puberty (21)(22).

23.  Pred zaciatkom $tadie je potrebné starostlivo vybrat krmivo bez zvySenej hladiny fytoestrogénov (pre usmernenie
pozri (6)(9)) alebo metabolizovatelnej energie, ktord moze znehodnotit vysledky (15)(17)(19)(22)(36). Zabezpe-
Cenie primeraného fungovania testovacieho systému pouzitého v laboratériu podla odsekov 26 a 27 predstavuje
dolezitt kontrolu obidvoch faktorov. V stlade s dobrou laboratérnou praxou (DLP) by sa mala pre istotu odobrat
reprezentativna vzorka z kazdej Sarze krmiva poddvaného pocas $tadie na ticely pripadnej analyzy obsahu fytoes-
trogénu (napr. v pripade vysokej hmotnosti kontrolnej maternice v porovnani s historickymi kontrolami alebo
v pripade neprimeranej reakcie na referencny estrogén 17alfa-etinylestradiol). Alikvotné casti by sa mali analy-
zovat v ramci $tiidie alebo zmrazené pri teplote —20 °C alebo takym sposobom, aby sa zabranilo rozkladu vzorky
pred analyzou.

24.  Niektoré podstielkové materidly mozu obsahovat prirodzene sa vyskytujiice estrogénne alebo antiestrogénne
chemikdlie (napriklad je zndme, Ze kukuri¢ny klas ovplyviiuje cyklus u potkanov a podla vSetkého md antiestro-
génne acinky). Hladina fytoestrogénov vo vybranej podstielke by mala byt minimalna.

Priprava zvierat

25.  Pokusné zvieratd bez zndmok akejkolvek choroby alebo fyzickych abnormalit sa ndhodne rozdelia do kontrolnych
a pokusnych skupin. Klietky sa usporiadaju tak, aby sa minimalizovali pripadné vplyvy vzhladom na ich umiest-
nenie. Zvieratd sa jednotlivo oznacia. Nedospelé zvieratd by mali byt pocas aklimatizicie umiestnené v klietke
so svojimi matkami alebo ndhradnymi matkami aZz do odstavenia. Obdobie aklimatizacie pred zacatim stadie by
malo u mladych dospelych zvierat a u nedospelych zvierat umiestnenych spolu s matkami alebo nahradnymi
matkami trvat asi 5 dni. Ak sa nedospelé zvierata ziskajii ako odstavené mlddatd bez matiek, moze postacovat na
aklimatizaciu kratSie obdobie, pretoze ddvkovanie by sa malo zacat okamzZite po odstaveni (pozri odsek 29).

POSTUP

Overovanie odbornosti laboratéria
26.  Na overenie odbornosti laboratéria sa mozu pouzit dve rozne met6dy:

— pravidelné overovanie vychddzajiice z pociatocnej vychodiskovej pozitivnej kontrolnej Stidie (pozri odsek 27).
Aspon raz za 6 mesiacov a vzdy, ked dojde k zmene, ktord moéze ovplyvnit Gcinnost analyzy (napr. nové
zlozenie krmiva, zmena pracovnikov vykondvajicich pitvy, zmena kmena zvierat alebo zmena doddvatela
atd), je potrebné overit citlivost testovacieho systému (zvieraci model) pomocou primeranej davky (na zdklade
zakladnej pozitivnej kontrolnej stidie opisanej v odseku 27) referencného estrogénu: 17a- etinylestradiol (CAS
& 57-63-6) (EE),

— poutitie stibeznych kontrol, pri¢om sticastou kazdého testu bude skupina, ktorej sa bude podavat primerand
déavka referencného estrogénu.
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Ak systém nereaguje podla ocakdvania, je potrebné preskimat a podla potreby upravit podmienky testovania.
Odportcana davka referencéného estrogénu, ktord sa ma pouzit pri obidvoch pristupoch, je priblizne ED70 az 80.

27.  Vychodiskovd pozitivna kontrolnd $tidia — Pred prvym vykonanim stidie podla tejto testovacej metddy je
potrebné preukdzat odbornost laboratéria otestovanim citlivosti zvieracicho modelu, a to stanovenim reakcie na
dévku referenéného estrogénu 17a- etinylestradiol (CAS €. 57-63-6) (EE) minimélne v Styroch ddvkach. Reakcia na
hmotnost maternice sa porovnd s prislusnymi historickymi tdajmi (pozri odkaz (5)). Ak tito vychodiskovd pozi-
tivna kontrolnd stiidia neprinesie ocakdvané vysledky, je potrebné preskiimat a upravit podmienky testovania.

Pocet a stav zvierat

28. Kazdd pokusnd a kontrolnd skupina by mala zahffiat aspofi 6 zvierat (na Gcely protokolov met6dy nedospelych
samic, ako aj metody dospelych samic po ovx).

Vek nedospelych zvierat

29.  V uterotrofickom biologickom teste s nedospelymi zvieratami sa musi presne urcit deii narodenia. Ddvkovanie by
sa malo zacat dostatocne véas s cielom zabezpecit, aby na konci podédvania testovanej chemikalie nedochddzalo
k fyziologickému ndrastu endogénnych estrogénov spojenému s pohlavnym dospievanim. Na druhej strane vsak
existuji dokazy, Ze velmi mladé zvieratd mozu byt menej citlivé. Pri ur¢ovani optimédlneho veku musi kazdé labo-
ratérium vziat do tvahy svoje vlastné podkladové tdaje o dospievani.

Ako vSeobecné usmernenie slizi informdcia, Ze ddvkovanie u potkanov sa moéze zacat ihned po pred¢asnom
odstaveni na 18. postnatdlny den (didtum narodenia je postnatalny deri 0). Davkovanie by sa u potkanov malo
podla moznosti skon¢it na 21. postnatilny deni, v kazdom pripade vsak pred 25. postnatdlnym difiom, pretoze
v tomto veku zacina byt funkénd os hypotalamus-hypofyza-vajecniky a endogénne hladiny estrogénu mozu zacat
stapat spolu s ndrastom strednych hodnét vychodiskovej hmotnosti maternice a zvySenim poctu $tandardnych
odchylok v skupine (2)(3)(10)(11)(12).

Postup pri ovariektomii

30. V pripade samic potkanov a mysi po ovariektémii (v pokusnych a kontrolnych skupinich) by sa ovariektémia
mala vykonat vo veku 6 aZz 8 tyzdiiov. U potkanov by medzi ovariektémiou a prvym diiom poddvania malo
uplyndt minimdlne 14 dni, aby sa umoznila regresia maternice na minimélnu stabilnd vychodiskovii droven.
U mysi by medzi ovariektomiou a prvym diiom poddvania malo uplyndt aspon 7 dni. KedZe na produkciu
vyznamnych hladin estrogénov v obehu sta¢i malé mnoZstvo ovaridlneho tkaniva (3), zvieratd by sa mali pred
pouzitim testovat asporl pit po sebe nasledujiicich dni (napr. medzi 10. - 14. diom po ovariektémii u potkanov)
pozorovanim epitelovych buniek ziskanych vyterom z vaginy. Ak zvieratd vykazuji zndmky zacinajiiceho estral-
neho cyklu, nemali by sa pouzit. Neskor je potrebné pri pitve preskimat zvysky po vajecnikoch, aby sa odhalili
zndmky pritomnosti ovaridlneho tkaniva. Ak sa preukdze jeho pritomnost, zviera sa nezaradi do vypoctov (3).

31.  Postup ovariektémie sa za¢ina po dokladnej anestézii zvierata, ked zviera lezi na bruchu. Rez otvérajici dorzolate-
rdlnu brusnd stenu by mal byt priblizne 1 cm dlhy a mal by sa za¢inat v strede medzi spodnou hranicou rebier
a lopatou bedrovej kosti, niekolko milimetrov bo¢ne od laterdlneho okraja bedrového svalu. Vajecniky sa odobert
z brudnej dutiny na sterilny podklad. Vaje¢nik sa odpoji v mieste, kde sa vajcovod pripdja k telu maternice. Po
uisteni, Ze nedochddza k silnému krvacaniu, sa brusnd stena zasije a koZa uzavrie pomocou $icich svoriek alebo
vhodnou suttirou. Miesta podviazania st schematicky zndzornené na obrazku 1. PouZije sa vhodnd poopera¢nd
analgézia podla odporticania veterindrneho lekdra so skisenostami so starostlivostou o hlodavce.

Telesnd hmotnost

32.  Pri metdde dospelych samic po ovariektomii nie je medzi telesnou hmotnostou a hmotnostou maternice kore-
ldcia, pretoze na hmotnost maternice majt vplyv hormény ako estrogény, nie viak rastové faktory, ktoré reguluji
velkost tela. Pri metdde nedospelych samic telesnd hmotnost naopak savisi s hmotnostou maternice pocas
dospievania (34). Pri metéde nedospelych samic by preto vahové odchylky u zvierat mali byt minimdlne a nemali
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by presahovat + 20 % strednej hmotnosti. To znamend, Ze chovatel by mal $tandardizovat velkost vrhu s cielom
zabezpedit, aby boli mlddatd roznych matiek kimené priblizne rovnako. Zvieratd sa rozdelia do skupin (kontrol-
nych a pokusnych) na zdklade ndhodného rozlozenia hmotnosti tak, Ze strednd telesnd hmotnost kazdej skupiny
sa od akejkolvek inej skupiny Statisticky nebude odliSovat. Je potrebné dbat na to, aby do tej istej pokusnej
skupiny neboli priradené zvieratd z rovnakého vrhu, podla mozZnosti bez navysenia poctu vrhov potrebnych na
testovanie.

Davkovanie

33.  Na urCenie mozného estrogénneho posobenia in vivo testovanej chemikdlie zvycajne postacuji dve ddvkové
skupiny a jedna kontrolnd, preto sa tento model uprednostiiuje v zdujme dobrych Zivotnych podmienok zvierat.
Ak je cielom odvodit krivku zdvislosti reakcie od ddvky alebo extrapolovat nizsie davky, st potrebné aspon
3 davkové skupiny. Ak sa vyzaduji informécie nad rdmec urcenia estrogénneho posobenia (napriklad odhad G¢in-
nosti), je potrebné zvézit iny davkovy rezim. So zvieratami v kontrolnej skupine sa musi zaobchddzat takisto ako
so zvieratami v testovanych skupindch, s vynimkou aplikovania testovanej chemikélie. Ak sa pri poddvani testo-
vanej chemikdlie pouZiva nosi¢, kontrolnd skupina dostane rovnaké mnozstvo nosica, aké sa pouzilo v pokusnych
skupindch (alebo najvyssie mnozstvo pouzité v pokusnych skupindch, ak sa v jednotlivych skupindch 1isi).

34. V pripade uterotrofického biologického testu je cielom vybrat dévky, ktoré zabezpecia preZitie zvierat a ktoré
nespOsobujd vyraznd toxicitu alebo utrpenie zvierat po troch po sebe nasledujicich diioch podévania chemikélie
na drovni maximdlne 1 000 mg/kg/den. Pri navrhovani a vybere Grovni ddvok sa berti do tvahy existujiice adaje
o toxicite a (toxiko-) kinetike testovanej chemikalie a pribuznych materidlov. Pri ur¢ovani najvyssej davky sa musi
v prvom rade vziat do tvahy droven LD50 afalebo informdcie o akitnej toxicite, aby sa predislo thynu, tazkému
utrpeniu alebo bolesti zvierat (24)(25)(26). Najvyssia ddvka by mala predstavovat maximédlnu pripustnd davku
(MTD); pripustnd je aj $tadia vykonand s ddvkou, ktord vyvolala pozitivnu uterotrofickd reakciu. DIhé intervaly
(napr. polovica log jednotiek zodpovedajtcich progresii davok na trovni 3,2 alebo az 1 log jednotky) medzi
dévkami st vSeobecne pripustné. Ak nie st k dispozicii ziadne vhodné tdaje, moZze sa vykonat vyhladdvaci test
s cielom stanovit dévky, ktoré sa pouzija.

35. Ak je pripadne mozné odhadniif estrogénnu ti¢innost agonistu z ddajov in vitro (alebo in silico), mozu sa tieto
tdaje pri vybere ddvky vziat do Gvahy. Napriklad mnozZstvo testovanej chemikélie, ktord by vyvolala uterotrofické
reakcie ekvivalentné referenénému agonistovi (etinylestradiolu), sa odhaduje na zdklade jej relativnej ucinnosti in
vitro na etinylestradiol. Najvyssia testovand ddvka by sa ziskala vyndsobenim tejto ekvivalentnej ddvky prislusnym
ndsobkom, napr. 10 alebo 100.

Uvahy k zistovaniu rozsahu

36. V pripade potreby sa na niekolkych zvieratich moéze vykonat predbeznd $tidia na zistenie rozsahu. V tomto
ohlade sa moZe pouzit usmertiovaci dokument OECD ¢&. 19 (25), v ktorom sa vymedzuja klinické priznaky indi-
kujtice toxicitu alebo utrpenie zvierat. Ak je to v rdmci tejto $tddie na zistenie rozsahu po troch diioch poddvania
mozné, maternice sa mozu odobrat a odvézit priblizne 24 hodin po poslednej dévke. Tieto idaje mozZu potom
pomoct pri planovani hlavnej stadie (pri vybere prijatelnej maximdlnej ddvky a nizsich ddvok a odporuceni poctu
dévkovych skupin).

Podévanie ddvok

37.  Testovand chemikalia sa poddva ordlnou sondou alebo podkoznou injekciou. Pri vybere spdsobu podavania je
potrebné zohladnit dobré Zivotné podmienky zvierat a toxikologické aspekty, ako je vyznam pre expoziciu na
Tudi (napriklad ordlna sonda ako simuldcia pozitia, podkozna injekcia ako simuldcia vdychnutia alebo dermdlnej
absorbcie), dalej fyzikdlno-chemické vlastnosti testovaného materidlu a najmi existujlce toxikologické informacie
a daje o metabolizme a kinetike (napriklad potreba predist metabolizmu prvého prechodu, vyssia G¢innost urci-
tého sposobu expozicie).

38. Podla mozZnosti sa odporuca zvazit pouzitie vodného roztoku[suspenzie. KedZe estrogénne ligandy alebo ich
metabolické prekurzory st vsak vacsinou hydrofébne, najbeznej$im pristupom je pouzitie roztoku/suspenzie
v oleji (napr. kukuri¢ny, arasidovy, sezamovy alebo olivovy olej). Tieto oleje viak majii rézny obsah kalérii a tuku,
preto by nosi¢ mohol ovplyvnit prijem metabolizovatelnej energie (ME) a hlavne pri metéde nedospelych samic
by potencidlne mohol viest k zmene nameranych parametrov, ako je napriklad hmotnost maternice (33). Pred
zaciatkom $tadie je preto potrebné kazdy nosic, ktory sa pouZije, testovat pouzitim kontrol bez nosi¢ov. Testo-
vani chemikéliu moZno rozpustit v minimdlnom mnoZstve etanolu s koncentraciou 95 % alebo v inom vhodnom
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rozpustadle a zriedit na kone¢né pracovné koncentricie v testovacom nosici. Toxické vlastnosti rozptstadla musia
byt zndme a musia sa testovat v samostatnej kontrolnej skupine uréenej vyhradne na testovanie rozpustadla. Ak
je testovand chemikdlia stabilnd, moZe sa pri jej rozpustani pouzif jemné ohrievanie a intenzivne mechanické
posobenie. Urdi sa stabilita testovanej chemikalie v nosi¢i. Ak je testovand chemikalia stabilnd pocas celého trvania
Stadie, moZe sa pripravit jeden pociatocny alikvotny podiel testovanej chemikdlie a uvedené dédvkové riedenia sa
mozu pripravovat denne.

39.  Casovy harmonogram dévkovania bude zdvisiet od pouzitého modelu (pozri odsek 29 pre model nedospelych
samic a odsek 30 pre model dospelych samic po ovariektémii). Nedospelym samiciam potkanov sa poddva ddvka
testovanej chemikdlie denne tri po sebe nasledujiice dni. Trojdiiové podavanie sa odporica aj u samic potkanov
po ovariektémii, ale pripustné st aj dlhsie expozicie, ktoré mozu pomoct pri urcovani slabo aktivnych chemikalif.
U samic mysi po ovariektémii by malo stacit poddvanie pocas 3 dni, pricom v pripade silnych estrogénnych
agonistov neprinesie prediZenie podévania na sedem dni Ziadnu vyznamnd vyhodu, vo validacnej stidii sa viak
tento vztah nepreukdzal v pripade slabych estrogénov (16), preto by sa ddvkovanie malo u dospelych mysi po
ovariektémii prediZit na 7 po sebe nasledujiicich dni.Davku je potrebné podavat prlbhzne v rovnakom case kazdy
defi. Cas poddvania davky sa podla potreby upravi s cielom udrziavat konstantnd Groveni ddvky vzhladom na
telesni hmotnost zvierata (napriklad mg testovanej chemikalie na kg telesnej hmotnosti za den). Pokial ide o apli-
kovany objem, jeho variabilita na zdklade telesnej hmotnosti sa minimalizuje upravenim koncentracie davkového
roztoku s cielom zabezpecit konstantny objem v pomere k telesnej hmotnosti pri vietkych drovniach ddvok a pre
vietky sposoby podavania.

40. Ak je testovand chemikdlia poddvand cez trubicu, musi sa to realizovat v jednej dennej ddvke pre zviera za
pouzitia zalddocnej trubice alebo vhodnej intuba¢nej kanyly. Maximélny objem kvapaliny, ktord sa moze jednora-
zovo podat, zavisi od velkosti pokusného zvierata. Je potrebné postupovat podla miestnych usmerneni k starostli-
vosti o zvieratd, objem by vSak nemal presiahnut 5 ml/kg telesnej hmotnosti s vynimkou vodnych roztokov, pri
ktorych sa moze pouzit 10 mlfkg telesnej hmotnosti.

41. V pripade poddvania testovanej chemikédlie pomocou podkoznej injekcie sa chemikdlia poddva v jednej dennej
dévke. Davky sa vpichuji v oblasti medzi lopatkami alebo v kriZovej oblasti pomocou sterilnej ihly (napriklad
velkost 23 G alebo 25 G) a tuberkulinovej striekacky. Oholenie miesta vpichu nie je povinné. Je potrebné zazna-
menat vSetky straty, inik na mieste vpichu alebo netplné podanie ddvky. Celkovy denny vpichnuty objem na
potkana by nemal presiahnut 5 ml/kg telesnej hmotnosti rozdelenych do 2 vpichov s vynimkou vodnych
roztokov, pri ktorych sa moze pouzit 10 ml/kg telesnej hmotnosti.

Pozorovania

Vseobecné a klinické pozorovania

42.  Vseobecné klinické pozorovania je potrebné vykondvat aspoil raz denne a v pripade zistenia zndmok toxicity
CastejSie. Pozorovania sa podla moznosti vykondvaji v rovnakom Case (Casoch) kazdy den a so zretefom na
obdobie najvyssich ocakdvanych tcinkov po davkovani. U vetkych zvierat sa sleduje imrtnost, chorobnost a v3e-
obecné klinické priznaky, ako napriklad zmeny v spravani, na kozi, koZusine, ociach, slizniciach, vyskyt sekrécie,
exkrécie a vegetativnej aktivity (napr. slzenie, piloerekcia, velkost zrenic, nezvycajné dychanie).

Telesnd hmotnost a spotreba potravy

43.  Vsetky zvieratd sa musia denne vdzif s presnostou na 0,1 g, pricom prvé vdZenie sa vykond tesne pred zaCatim
testu, t. j. pri rozdelovani zvierat do skupin. Nepovinne mozno merat mnoZstvo potravy spotrebovanej pocas
testu, a to vazenim kfmidiel v kazdej klietke. Vysledky spotreby potravy sa vyjadria v gramoch na potkana na
den.

Pitva a meranie hmotnosti maternice

44.  Dvadsatstyri hodin po poslednom podani ddvky sa potkany humdnne usmrtia. Ak je to mozné, zvoli sa ndhodné
poradie pitiev zvierat zo vietkych skupin, aby sa predi§lo priamemu postupu jednym alebo druhym smerom
podla davkovych skupin, ¢o by mohlo mierne ovplyvnit ddaje. Cielom biologického testu je zmerat hmotnost
maternice v mokrom aj vysuSenom stave. Mokrd hmotnost zahffia maternicu a obsah tekutin z liimenu. Vysusend
hmotnost sa meria po vytlaCeni a odstrdneni obsahu limenu z maternice.
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45.  Pred pitvou sa u nedospelych zvierat vySetri stav otvdrania vaginy. Pitva sa zacina otvorenim brusnej steny pri
zaciatku lonovej spony. Nasledne sa od dorzdlnej brusnej steny oddelia rohy maternice a vajecniky, ak st
pritomné. Mocovy mechiir a moc¢ovody sa odstrdnia z ventrdlnej a laterdlnej strany maternice a vaginy. Fibrzny
zrast medzi kone¢nikom a vaginou sa oddeli, az kym nie je mozné identifikovat spojenie vagindlneho otvoru
a koze perinea. Maternica a vagina sa od tela oddelia prerezanim vaginilnej steny tesne nad spojenim koZze
perinea, ako je zndzornené na obrdzku 2. Maternica sa od steny tela oddeli jemnym prerezanim maternicového
okruzia v bode, kde je pripojend k dorzolateralne] strane jednotlivych rohov maternice po celej ich dizke. Po
odobrati maternice z tela sa s flou musi manipulovat dostatocne rychlo, aby sa predislo vysychaniu tkaniv. Pri
malych tkanivich, ako je maternica, je strata hmotnosti z dovodu vysychania eSte zdvaznej$ia (23). Ak st
pritomné vaje¢niky, odstrdnia sa pri vajcovodoch, priom sa zabrani strate tekutiny z limenu maternicového
rohu. Ak zviera podstipilo ovariektémiu, preskiima sa, ¢i zvysky po vajecnikoch neobsahuji ovaridlne tkanivo.
Prebytoc¢ny tuk a spojivové tkanivd sa odstrdnia. Vagina sa oddeli od maternice tesne pod kr¢kom maternice tak,
aby kf¢ok maternice zostal pripojeny k telu maternice, ako je zndzornené na obrizku 2.

46. Kazdd maternica sa premiestni do jednotlivo oznacenej a odvdzenej nddoby (napr. Petriho miska alebo plastova
lodicka na vdZenie), pricom sa nadalej dbd na to, aby sa predislo vysychaniu pred vdZenim (napriklad sa do
nddoby méze vlozit filtra¢ny papier mierne navlhéeny slanym roztokom). Maternica s tekutinou z limenu sa
odvdzi s presnostou na 0,1 mg (mokrd hmotnost maternice).

47.  Kazdd maternica sa ndsledne )ednothvo spracuje s cielom odstranit tekutinu z limenu. Obidva rohy maternice sa
prepichnt alebo pozdline narezii. Maternica sa poloZi na mierne navlhceny filtra¢ny papier (napr. Whatman ¢. 3)
a jemne sa stli¢a pomocou dalsieho mierne navlh¢eného filtra¢ného papiera s ciefom tplne odstranit tekutinu
z ltmenu. Po odstrdneni obsahu liimenu sa maternica odvézi s presnostou na 0,1 mg (vysu$end hmotnost mater-
nice).

48.  Na zdklade hmotnosti maternice na konci $tidie mozno potvrdit, Ze nebol prekro¢eny primerany vek u nedospe-
lych neporusenych potkanov, v tomto ohlade st ale rozhodujtice historické tidaje o kmeni potkanov, ktoré labora-
térium pouzilo (pozri odsek 56 pre interpreticiu vysledkov).

Nepovinné vySetrenia

49.  Maternica sa po odvdzeni moze fixovat v 10 % neutrdlnom tlmivom roztoku formalinu, aby sa po farbeni hema-
toxylinom a eozinom (HE) mohla histopatologicky vysetrit. Zodpovedajicim spdsobom sa modze vysetrit aj vagina
(pozri odsek 9). Okrem toho sa pre kvantitativne porovnanie moZe vykonat morfometrické meranie endometridl-
neho epitelu.

UDAJE A PODAVANIE SPRAV
Udaje
50.  Udaje zo $ttdie by mali zahffat:

— pocet zvierat na zaciatku testu,

— pocet a identifikdciu zvierat, ktoré sa nasli uhynuté pocas testu alebo sa usmrtili z humdnnych dévodov,
a datum a ¢as kazdého uhynutia alebo humanneho usmrtenia,

— pocet a identifikdciu zvierat, ktoré vykazuji zndmky toxicity, a popis zistenych zndmok toxicity vratane ¢asu
nastupu, trvania a zavaznosti toxickych tcinkov a

— pocet a identifikdciu zvierat, ktoré vykazuji akékolvek poskodenia, a popis typu poskodeni.

51.  V ramci Gdajov o jednotlivych zvieratich sa zaznamena telesnd hmotnost, mokrd hmotnost maternice a vysusend
hmotnost maternice. Na zistenie, ¢i poddvanie testovanej chemikdlie sposobilo Statisticky vyznamné zvy3enie
(p < 0,05) hmotnosti maternice, sa pouZiji jednostranné Statistické analyzy agonistov. Na vyietrenie zmien
mokrej a vysuSenej hmotnosti maternice stvisiacich s poddvanim testovanej chemikdlie sa vykonaji primerané
Statistické analyzy. Udaje sa napriklad mozu hodnotif pomocou pristupu analyzy kovariancie (ANCOVA)
s vyuzitim telesnej hmotnosti pri pitve ako spolupremennej. Pred vykonanim analyzy ddajov sa tidaje o maternici
mozu podrobif logaritmickej transformécii na stabilizdciu rozptylu. Na pdrové porovnania kazdej davkovej
skupiny s kontrolami nosi¢a a na vypocet intervalov spolahlivosti je vhodny Dunnettov a Hsuov test. Na zistenie
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moznych odlahlych hodnét a postidenie homogenity rozptylov sa mozu pouzit grafy studentizovanych rezidui.
Tieto postupy boli pouzité vo validacnom programe OECD, v rdmci ktorého sa pouzil PROC GLM v systéme $tati-
stickej analyzy (SAS Institute, Cary, NC), verzia 8 (6)(7).

52.  Zaveretnd sprdva musi obsahovat:

Testovacie zariadenie:

— zodpovedni pracovnici a ich dlohy v rdmci Stidie,

— udaje z vychodiskového pozitivneho kontrolného testu a tdaje z periodickych pozitivnych kontrol (pozri
odsek 26 a 27).

Testovand chemikdlia:

— charakteristika testovanych chemikalii,

— fyzikdlny charakter a v pripade potreby fyzikdlno-chemické vlastnosti,
— sp0sob a periodicita pripravy roztokov,

— vSetky ziskané tidaje o stabilite,

— vSetky analyzy ddvkovacich roztokov.

Nosic:
— charakteristika testovaného nosi¢a (povaha, dodédvatel a séria),

— odovodnenie vyberu nosica (ak je iny ako voda).

Pokusné zvieratd:

— druh, kmen a odévodnenie ich vyberu,
— doddvatel a konkrétne zariadenie doddvatela,
— vek v ¢ase dodania s ddtumom narodenia,

— v pripade nedospelych zvierat Gidaj o tom, ¢i boli dodané s matkou alebo s ndhradnou matkou, a ddtum odsta-
venia,

— tdaje o aklimatizcii zvierat,
— pocet zvierat na klietku,

— tdaje a metdda oznacovania jednotlivych zvierat a skupin.

Podmienky testu:

— tudaje o postupe randomizécie (t. j. pouzitd metdda),

— odovodnenie vyberu davky,

— udaje o zlozeni testovanej chemikalie, dosiahnutych koncentracidch, stabilite a homogénnosti,
— tudaje o podévani testovanej chemikalie a odovodnenie vyberu spdsobu expozicie,

— krmivo (ndzov, typ, dodédvatel a hladiny fytoestrogénu, ak s zndme),

— zdroj vody (napriklad voda z vodovodu alebo filtrovand voda) a dodédvanie (privodom z velkej nddoby,
vo flasiach, atd’),

— podstielka (ndzov, typ, dodédvatel, obsah),

— zdznam podmienok umiestnenia v klietkach, interval osvetlenia, teplota a vlhkost v miestnosti, ¢istenie miest-
nosti,

— podrobny opis pitvy a postupov vaZenia maternice,

— opis Statistickych postupov.
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Vyisledky
Pre jednotlivé zvieratd:

— v3etky jednotlivé denné telesné hmotnosti (od rozdelenia do skupin po pitvu) (s presnostou na 0,1 g),

— vek kazdého zvierata (uvddza sa v diloch, deft narodenia sa pocita ako dent 0) na zaciatku poddvania testovanej
chemikadlie,

— détum a ¢as kazdého podania dévky,

— vypocet podaného mnozstva a ddvkovania a vSetky pozorované straty v davkach pocas ich podania alebo po
ich podani,

— denny zdznam o stave zvierata vritane relevantnych priznakov a pozorovani,
— predpokladand pricina smrti (ak sa zviera pocas $tddie naslo v moribundnom stave alebo uhynuté),
— ddtum a ¢as humdnneho usmrtenia a ¢asovy interval do posledného podania ddvky,

— mokrd hmotnost maternice (s presnostou na 0,1 mg) a vietky pozorované straty tekutin z limenu pocas pitvy
a pripravy na vézenie,

— vysuSend hmotnost maternice (s presnostou na 0,1 mg),

Pre kazdii skupinu zvierat:

— denné stredné telesné hmotnosti (s presnostou na 0,1 g) a Standardné odchylky (od rozdelenia do skupin po
pitvu),

— stredné mokré hmotnosti maternice a stredné vysusené hmotnosti maternice (s presnostou na 0,1 mg) a Stan-
dardné odchylky,

— dennd spotreba potravy, ak sa merala (vypocitand na gramy potravy spotrebované na jedno zviera),

— vysledky Sstatistickych analyz porovnavajtcich tak mokré, ako aj vysusené hmotnosti maternic z pokusnych
skupin vzhladom na rovnaké merania v kontrolnych skupindch nosica,

— vysledky Statistickych analyz porovndvajicich celkovii telesni hmotnost a nérast telesnej hmotnosti u pokus-
nych skupin vzhladom na rovnaké merania v kontrolnych skupindch nosica.

53.  Sthrn délezitych usmernujtcich faktov testovacej metddy

Potkany Mysi

Zvieratd

Kmen Bezne pouzivané laboratérne kmene hlodavcov

Pocet zvierat Minimélne 6 zvierat z kazdej ddvkovej skupiny

Pocet skupin Minimdlne 2 pokusné skupiny (pre usmernenie pozri odsek 33) a negativna
kontrolnd skupina

Usmernenia k pozitivnym kontrolnym skupindm st uvedené v odseku 26 a 27

Podmienky umiestnenia a kimenia

Te v miestnosti so zvieratami 22°C+3°C
Relativna vlhkost 50-60 %, minimdlne 30 % a maximdlne 70 %
Denny svetelny cyklus 12 hodin svetla, 12 hodin tmy

Potrava a pitnd voda Ad libitum
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Potkany Mysi
Umiestnenie Jednotlivo alebo v skupindch do troch zvierat (u nedospelych zvierat sa odpo-
rica umiestnenie v socidlnych skupindch)
Krmivo a podstielka Odporica sa nizka hladina fytoestrogénov v krmive a podstielke
Protokol
Metdda Metdda nedospelych samic bez Metéda dospelych samic po ovariek-
ovariektémie (uprednostiiuje sa). témii
Metdda dospelych samic po ovariek-
tomii
Vek vhodny pre dévkovanie Nie skor ako 18. PND. D4vkovanie Neuplatiiuje sa v rozsahu podsobnosti
u nedospelych zvierat by sa malo ukoncit pred 25. PND stcasnej testovacej met6dy
Vek vhodny na ovariektomiu Vo veku medzi 6 az 8 tyzdiiom
Vek vhodny pre ddvkovanie Medzi vykonanim ovariektomie Medzi vykonanim ovariektomie
u zvierat po ovariektomii a prvym diilom podévania by malo a prvym diilom podévania by malo
uplyndt minimélne 14 dni uplynit minimdlne 7 dni
Telesnd hmotnost Odchylky telesnej hmotnosti by mali byt minimalne a nemali by presia-
hnut + 20 % strednej hmotnosti
Davkovanie
Sposob podévania Oralnou sondou alebo podkoznou injekciou
Frekvencia podévania Jedna denna ddvka
Objemové mnozZstvo na sondu | < 5ml/kg telesnej hmotnosti (alebo do 10 ml/kg telesnej hmotnosti v pripade
a injekciu vodnych roztokov) (v 2 miestach vpichu v pripade podkoznej injekcie)
Dizka podavania 3 po sebe nasledujiice dni v pripade | 7 po sebe nasledujicich dni v pripade
modelu nedospelych samic modelu dospelych samic po OVX
Najmenej 3 po sebe nasledujiice dni
v pripade modelu dospelych samic
po OVX
Cas pitvy Priblizne 24 hodin po poslednej davke
Vysledky
Pozitivna reakcia Statisticky vyznamny ndrast strednej hmotnosti maternice (mokra afalebo vysu-
$end hmotnost)
Referencny estrogén 17a-etinylestradiol
USMERNENIE PRE INTERPRETACIU A UZNAVANIE VYSLEDKOV
54. Vo vSeobecnosti sa test estrogénnych tcinkov povaZuje za pozitivny, ak dojde k Statisticky vyznamnému zvySeniu
hmotnosti maternice (p < 0,05) prinajmensom pri vysokej trovni ddvky v porovnani s kontrolnou skupinou,
v ktorej bolo pouzité rozpiistadlo. O porzitivnom vysledku dalej sved¢i preukdzanie biologicky vierohodného
vztahu medzi ddvkou a rozsahom reakcie po zohladneni skuto¢nosti, Ze prekryvajiice sa estrogénne a antiestro-
génne acinky testovanej chemikalie mézu ovplyvnit tvar krivky zévislosti reakcie od davky.
55. 'V zdujme zabezpeCenia zmysluplnej interpretdcie tidajov je potrebné dbat na to, aby sa neprekrocila maximalna

pripustnd ddvka. ZniZenie telesnej hmotnosti, klinické priznaky a dalsie ndlezy sa musia v tejto stvislosti dékladne

postdit.
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56. Dolezitym faktorom pre uznanie idajov z uterotrofického biologického testu si hmotnosti maternic v kontrolnej
skupine, ktorej bol podany nosi¢. Vysoké kontrolné hodnoty mozu ohrozit citlivost biologického testu a schop-
nost odhalit velmi slabych estrogénnych agonistov. Odborna literattra a tdaje ziskané pocas validacie uterotrofic-
kého biologického testu naznacujd, ze obcas mozu spontdnne nastat pripady vysokych kontrolnych priemernych
hodnét, najmi u nedospelych zvierat (2)(3)(6)(9). KedZe hmotnost maternice u nedospelych potkanov zavisi od
mnohych premennych, ako je napriklad kmen alebo telesnd hmotnost, nie je v pripade hmotnosti maternice
mozné uviest konecny horny limit. Pre kontrolu, ak sa vysuSend hmotnost maternice u nedospelych kontrolnych
potkanov pohybuje medzi 40 a 45 mg, treba tieto vysledky povazovat za podozrivé, a hmotnost maternice nad
45 mg moéze viest k opakovaniu testu. Je vSak potrebné posudzovat jednotlivé pripady (3)(6)(8). Pri testovani
dospelych potkanov po netiplnej ovariektémii moze ovaridlne tkanivo produkovat endogénny estrogén a spomalit
regresiu hmotnosti maternice.

57.  VysuSend hmotnost maternice u kontrolného nosica nizsia ako 0,09 % telesnej hmotnosti nedospelych samic
potkana a nizsia ako 0,04 % v pripade mladych dospelych samic, ktoré podstiipili ovariektémiu, moze podla viet-
kého viest k prijatelnym vysledkom [pozri tabulku 31 (2)]. Ak je kontrolnd hmotnost maternic vyssia ako tieto
hodnoty, je potrebné skontrolovat rozne faktory, ako je vek zvierat, riadne vykonand ovariektémia, fytoestrogény
v potrave atd. a s vysledkom negativneho testu (Ziadna indikdcia estrogénnej aktivity) treba nardbat opatrne.

58.  Historické tdaje o kontrolnych skupindch, ktorym sa podal nosi¢, sa uchovavajii v laboratériu. V laboratériu sa
uchovdvaju aj historické tdaje o reakcidch na pozitivne referencné estrogény, ako je 17a-etinylestradiol. Labora-
torid moZzu tieZ testovat reakciu na zndmych slabych estrogénnych agonistoch. Vsetky tieto idaje mozno v zdujme
zabezpecenia dostato¢nej citlivosti metdd laboratéria porovnat s dostupnymi tidajmi (2)(3)(4)(5)(6)(7)(8).

59. 'V priebehu valida¢nej $tidie OECD sa ukdzalo, Ze vysuSend hmotnost maternice md niziu variabilitu ako mokrd
hmotnost maternice (6)(7). Vyznamna reakcia pri ktoromkolvek merani by vsak indikovala, Ze testovand chemi-
kélia mé vplyv na estrogénnu aktivitu.

60. Uterotrofickd reakcia nemd celkom estrogénny povod, pozitivny vysledok uterotrofického biologického testu by
sa vSak vo vSeobecnosti mal interpretovat ako dokaz estrogénneho potencidlu in vivo a mal by iniciovat kroky,
ktoré by viedli k dalsiemu objasneniu (pozri odsek 9 a Koncepény ramec OECD k testovaniu a hodnoteniu endo-
krinnych disruptorov’, priloha 2).

Obrdzok 1

Schematicky diagram zndzorfiujici chirurgické odstrinenie vaje¢nikov

Vajecnik

o

> Vajcovod

= Miesto rezu

P Uterus

Incfzia
Mezometrium, vaskulatira a tukovy
vank§ nie si zndzomené

Postup sa zacina otvorenim dorzolaterdlnej brusnej steny v strede medzi spodnou hranicou rebier a lopatou
bedrovej kosti a niekolko milimetrov bo¢ne od laterdlneho okraja bedrového svalu. V brusnej dutine si umiest-
nené vajecniky. Na aseptickej oblasti sa ndsledne vaje¢niky fyzicky odstrdnia z brusnej dutiny, medzi vaje¢nik
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a maternicu sa uviaZe obviz na zastavenie krvdcania a vaje¢nik sa vyreZe nad obvizom v mieste, kde sa vajcovod
pripdja k jednotlivym rohom maternice. Po uisteni, Ze nedochddza k Ziadnemu krvdcaniu, sa brusnd stena zasije
a koZa uzavrie, napr. pomocou $icich svoriek alebo stehov. Predtym, ako sa zvieratd pouZijd, sa im umozni, aby
sa najmenej po dobu 14 dni zotavili a aby maternica nadobudla povodni hmotnost.

Obrdzok 2

Odstrdnenie a priprava maternicovych tkaniv na viZenie

HMOTNOST
UTERU

Miesto oddelenia pri pitve

Postup sa za¢ina otvorenim brusnej steny pri lonovej spone. Nésledne sa kazdy vaje¢nik, ak je pritomny, a roh
maternice oddeli od dorzélnej brusnej steny. Mocovy mechdr a mocovody sa odstrdnia z ventralnej a laterdlnej
strany maternice a vaginy. Fibrézny zrast medzi kone¢nikom a vaginou sa oddeli, az kym nie je mozZné identifi-
kovat spojenie vagindlneho otvoru a koZe perinea. Maternica a vagina sa od tela oddelia prerezanim vagindlnej
steny tesne nad spojenim koZe perinea, ako je zndzornené na obrazku. Maternica sa od steny tela oddeli jemnym
prerezanim maternicového okruzia v bode, kde je pripojend k dorzolaterdlnej strane jednotlivych rohov maternice
po celej ich dlzke. Po odstraneni z tela sa odreze prebyto¢ny tuk a spojivové tkanivo. Ak st pritomné vaje¢niky,
odstrania sa pri vajcovodoch, pricom sa zabrani strate tekutiny z limenu maternicového rohu. Ak zviera podsti-
pilo ovariektomiu, preskiima sa, ¢i zvysky po vaje¢nikoch neobsahuji ovaridlne tkanivo. Vagina sa oddeli od
maternice tesne pod krékom maternice tak, aby kf¢ok maternice zostal pripojeny k telu maternice, ako je znézor-
nené na obrdzku. Maternicu moZzno ndsledne odvazit.
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Dodatok 1

VYMEDZENIA POJOMOV

Antiestrogénny tcinok je schopnost chemikdlie potlacit posobenie 17f-estradiolu na organizmus cicavca.
Chemikalia je ltka alebo zmes.

Détum narodenia je postnatdlny den 0.

Dévkovanie je vSeobecny pojem, ktory zahffia dévku, jej frekvenciu a trvanie podédvania ddvok.

Ddvka je mnozZstvo podanej testovanej chemikélie. V pripade uterotrofického biologického testu sa ddvka vyjadruje ako
hmotnost testovanej chemikélie na jednotku telesnej hmotnosti pokusného zvierata na denl (napr. mg/kg telesnej hmot-
nosti/der).

Maximdlna pripustnd ddvka (MTD) je najvicsie mnozstvo chemikdlie, ktord po zavedeni do tela pokusné zvieratd
nezabije (oznacovand ako LD,) (IUPAC, 1993).

Estrogénny cinok je schopnost chemikélie posobit ako 17f-estradiolu v organizme cicavcov.
Postnatilny defi X je X-ty den Zivota po dni narodenia.

Citlivost je podiel vietkych pozitivnych/aktivnych chemikalii, ktoré sa testom sprdvne klasifikovali. Je to miera presnosti
testovacej metddy, ktord poskytuje kategorizaéné vysledky, a ide o dolezité hladisko pri hodnoteni relevantnosti testo-
vacej metody.

Specifickost je podiel vietkych negativnych/neaktivnych chemikadlii, ktoré sa testom spravne klasifikovali. Je to miera
presnosti testovacej metddy, ktord poskytuje kategorizaéné vysledky, a ide o dolezité hladisko pri hodnoteni relevantnosti
testovacej metody.

Testovand chemikdlia znamend akdkolvek ldtku alebo zmes, ktord sa testuje pomocou tejto testovacej metddy.
Uterotroficky je pojem pouzivany na opisanie pozitivneho vplyvu na rast maternicovych tkaniv.

Validicia je vedecky postup uréeny na charakterizovanie prevddzkovych poziadaviek a obmedzeni testovacej metody
a na preukdzanie jej spolahlivosti a vyznamu pre konkrétny ticel.



Dodatok 2

Pozndmka: Dokument vypracoval Sekretaridt programu na vypracovanie pokynov k testovaniu na zdklade dohody zo 6. zasadnutia pracovnej

skupiny EDTA

Koncepény ramec OECD na testovanie 2 hodnotenie chemikdlii ako endokrinnych disruptorov

Uroveii 1
Triedenie a ur¢ovanie priorit podla
dostupnych informécii

pouZzitia

— fyzikdlne a chemické vlastnosti napr. MW, reaktivita, volatilita, biodegradabilita,
— expozicia [udi a zivotného prostredia napr. objem vyroby, uvolnovanie,sposoby

— riziko napr. dostupné toxikologické tidaje

— vizobnd afinita receptorov ER, AR, TR

— vysoko vykonny predbezny skrining (HTPS)

. " Umveﬁ 2 — transkripcnd aktivdcia — funkcia $titnej zlazy
Invitro sl‘<u~sky’ p’osl?ytu]uce — aromatdza a steroidogenéza in vitro — VTG (vitelogeninova) skdska na rybich
mechanistické idaje — rozpoznévanie/viazanie Ah receptoru hepatocytoch
— QSAR metodiky —iné (podla potreby)
Uroveii 3 — uterotroficky skaska (estrogénovd siivislost)

Invivo sktisky poskytujiice tidaje o

— Hershbergerov test (androgénova stivislost)

— nereceptorova hormonalna funkcia

— VTG (vitelogeninovd)

skiska u ryb (estrogénovd

samostatnych endokrinnych stvislost)
mechanizmoch a vplyvoch — iné (napr. $titna 7laza)
. . — skagka OECD 407 rozsirend (sledované . .
. . Uroven.é,l 1 parametre zaloZené na endokrinnych skuEka gor{adalnej’
Invivo sktisky poskytujiice tidaje o histopatoldgie u ryb

viacndsobnych endokrinnych
mechanizmoch a vplyvoch

mechanizmoch)

— skiisky na pubertdlnych samcoch a samiciach
— skiiska na intaktnych dospelych samcoch

— skdska metamorfézy u Ziab

Uroveii 5
In vivo skiisky poskytujiice Gidaje o
vplyvoch endokrinnych a inych
mechanizmov

— 1-generacnd skugka(TG41 5 rozsirend)'

— 2-generain4 skiiska(TG416 rozsirend)'

— reprodukény skriningovy test (TG421
roziireny)"

— kombinovany 28 diiovy/reprodukény
skriningovy test (TG 422 enhanced)"

! Dalsie mozné rozsfreni a postidi VMG mamm

— skasky pocas celého a
Ciastocného zivotného cyklu u
ryb, vtdkov, obojzivelnikov a
bezstavovcov (vyvoja
reprodukcia)

VMG mamm: Skupina pre riadenie validicie testovania a posudzovania cicavcov
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POZNAMKY K RAMCU:

Pozndmka 1: Vstup na vsetkych trovniach a vystup na vSetkych drovniach je mozny a zavisi od povahy existujticich
informacnych potrieb na téely postidenia nebezpecnosti a rizik.

Pozndmka 2: Na trovni 5 by ekotoxikoldgia mala zahfiat sledované parametre, ktoré indikuji mechanizmy nepriazni-
vych ¢inkov a potencidlne poskodenie populdcie.

Pozndmka 3: Ak multimodidlny model zahffia viacero testov jedného sledovaného parametra, dany model nahradi
pouzivanie tychto testov jedného sledovaného parametra.

Pozndmka 4: Kazdd chemikdlia by sa mala posudzovat jednotlivo po zohladneni vietkych dostupnych informécif a so
zretelom na funkciu rdmcovych drovni.

Pozndmka 5: Rdmec sa v sticasnosti nepovazuje za uplny. Na trovniach 3, 4 a 5 zahfia testy, ktoré st bud dostupné,
alebo u ktorych prebieha validdcia. Pokial ide o testy, u ktorych prebieha validdcia, st zahrnuté predbezne.
Po vypracovani a validdcii sa formdlne pridaji do rdmca.

Pozndmka 6: Uroven 5 zahffia aj iné ako konecné testy. Testy zahrnuté do tejto Grovne majd prispief k vieobecnému
postideniu nebezpecnosti a rizik.
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B.55. HERSHBERGEROV BIOLOGICKY TEST U POTKANOV: KRATKODOBY SKRININGOVY TEST NA (ANTI)ANDRO-
GENNE VLASTNOSTI

UvoD

1. Této testovacia metdda je rovnocennd s usmerneniami OECD na vykondvanie testov TG 441 (2009). Organizicia
OECD v roku 1998 iniciovala aktivitu s vysokou prioritou s cielom zrevidovat existujiice usmernenia a vypracovat
nové usmernenia na vykondvanie testov potencidlnych endokrinnych disruptorov (1). Stcastou tejto ¢innosti bolo
vypracovat usmernenie na vykondvanie Hershbergerovho biologického testu u potkanov. Vo farmaceutickom prie-
mysle sa tento test pouzival niekolko desiatok rokov a odborny vybor ho prvykrat normalizoval v roku 1962 ako
nastroj skriningu androgénnych chemikalii (2). V rokoch 2001 — 2007 presiel Hershbergerov biologicky test
u potkanov rozsiahlym valida¢nym programom, ktory zahffial vypracovanie podkladového kontrolného doku-
mentu (23), zostavenie podrobnej dokumenticie met6d (3), vypracovanie prirucky pre pitvy (21) a vykonanie
rozsiahlych intralaboratérnych a medzilaboratérnych $tidii, ktoré preukazuji spolahlivost a reprodukovatelnost
biologického testu. Tieto validacné tiidie boli vykonané na silnom referenénom androgéne (testosteroén propiondt
(TP)), dvoch silnych syntetickych androgénoch (trenbolén-acetit a metyl-testosterén), silnom antiandrogénnom
lie¢ive (flutamid), silnom inhibitore syntézy (finasterid) prirodného androgénu (dihydrotestoster6n-DHT), niekol-
kych slabych antiandrogénnych pesticidoch (linuron, vinklozolin, procymidén, p,p’ DDE), silnom inhibitore
5a-reduktdzy (finasterid) a dvoch zndmych negativnych chemikalidch (dinitrofenol a nonylfenol) (4) (5) (6) (7) (8).
Této testovacia met6da je vysledkom dlhodobych minulych skdsenosti s biologickym testom, skisenosti nadobud-
nutych v priebehu programu validicie testu a vysledkov, ktoré tento test priniesol.

2. Hershbergerov biologicky test je kratkodoby skriningovy test in vivo zaloZeny na pouZiti akcesérnych tkaniv
saméej rozmnozovacej sustavy. Test vznikol v 30. rokoch 20. storocia a v 40. rokoch bol upraveny s cielom
rozsirit jeho aplikdciu aj na svaly saméej rozmnoZovacej stistavy, ktoré sa citlivé na androgény (2) (9 - 15).
V 60. rokoch sa pomocou 3tandardizovanej verzie protokolu vyhodnotilo viac ako 700 moznych androgé-
nov (2) (14) a pouzitie testu na androgény aj na antiandrogény sa v tomto obdobi povazovalo za $tandardnii
metodu (2) (15). Sucasny biologicky test je zaloZeny na zmendch hmotnosti piatich tkaniv, ktoré st podmienené
tc¢inkom androgénov, u kastrovanych peripubertdlnych samcov potkana. Posudzuje schopnost chemikalie vyvolat
biologickt aktivitu zodpovedajicu androgénnym agonistom, antagonistom alebo inhibitorom 5a-reduktdzy.
Piatimi cie[ovymi tkanivami, ktoré st podmienené ti¢inkom androgénov, zaradenymi do tejto testovacej metddy
st ventrdlna prostata (VP), semenny mechdrik (SV) (vritane tekutin a koagulatnych 7zliaz), zdviha¢ konec¢nika
spolu s bulbokavernéznymi svalmi (LABC), pdrové Cowperove zlazy (COW) a Zalud' (GP). V tychto piatich tkani-
vach sa u kastrovanych peripubertdlnych samcov potkana reakcia na posobenie androgénov prejavuje ako
zvy3enie absolttnej hmotnosti. Ked' sa u tychto tkaniv stimuluje zvySenie hmotnosti podanim silného referen-
¢ného androgénu, reakcia vSetkych piatich tkaniv na podanie antiandrogénov sa prejavi zniZenim absolitnej
hmotnosti. Primdrny model Hershbergeroveho biologického testu pouziva chirurgicky kastrovanych peripubertal-
nych samcov a bol validovany vo fdze 1, 2 a 3 programu validdcie Hershbergerovho testu.

3. Hershbergerov biologicky test slizi ako mechanisticky skriningovy test androgénnych agonistov, androgénnych
antagonistov a inhibitorov 5a-reduktdzy in vivo a jeho pouzitie je potrebné posudzovat v kontexte ,Koncepéného
rdmca OECD na testovanie a hodnotenie endokrinnych disruptorov (dodatok 2). V tomto koncepénom rdmci je
Hershbergerov biologicky test zahrnuty do tdrovne 3 ako test in vivo poskytujici ddaje o jednom endokrinnom
mechanizme, t. j. (anti)androgénnych tcinkoch. Mal by sa zaradit do skupiny testov in vitro a in vivo, ktorych
cielom je identifikovat chemikélie s potencidlnym pdsobenim na endokrinny systém a v kone¢nom désledku
postdit rizikd pre ludské zdravie alebo Zivotné prostredie.
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V zdujme dobrych Zivotnych podmienok zvierat s ciefom vyhnit sa kastra¢nému zdkroku bola snaha vymysliet
alternativny model Hershbergerovho biologického testu, ktorym bolo pouzitie intaktnych (nekastrovanych) stimu-
lovanych odstavenych samcov. Testovacia metéda stimulovanych odstavenych samcov presla valida¢nym
postupom (24), z validacnych §tadif vSak vyplynulo, Ze pri pouziti modelu Hershbergerovho biologického testu
s odstavenymi samcami nie je mozZné pri testovanych dadvkach zo slabych antiandrogénov konzistentne urcit
tcinky androgénov na hmotnost orgdnov. Model preto do tejto testovacej metddy nebol zahrnuty. Uzndva sa
vSak, Ze jeho pouzitie je nielen prinosom pre dobré Zivotné podmienky zvierat, ale moze zdroven priniest infor-
mécie o inych mechanizmoch pésobenia, preto sa tento model uvddza v usmerfiovacom dokumente OECD
& 115 (29).

UVODNE UVAHY A OBMEDZENIA

Androgénni agonisti a antagonisti pdsobia ako ligandy na androgénne receptory, pricom agonisti mozZu aktivovat
a antagonisti inhibovat transkripciu génov, ktord riadi receptor. Okrem toho niektoré chemikalie inhibuji
premenu testosterénu na silnej$i prirodny androgén dihydrotestosterén v niektorych cielovych androgénnych
tkanivach (inhibitory 5a-reduktdzy). Takéto chemikdlie majii potencidl viest k nepriaznivym zdravotnym rizikdm
vratane Gc¢inkov na rozmnoZovanie a vyvoj. Existuje preto regula¢nd potreba rychleho posudzovania a hodnotenia
chemikalii ako moznych androgénnych agonistov alebo antagonistov alebo ako inhibitorov 5a-reduktdzy. Afinita
ligandu pre androgénny receptor merand vdzbou na receptor alebo transkripénd aktivécia reportérovych génov in
vitro nie je jedinym faktorom poukazujiicim na mozné riziko, hoci mé iba informativnu hodnotu. Dalsie faktory
mozu zahffiat metabolickd aktiviciu a deaktivciu pri vstupe do tela, chemickd distribiciu do cielovych tkaniv
a odstranenie z tela. Vznikd preto potreba testovat mozné posobenie chemikdlie in vivo za relevantnych
podmienok a expozicie. Potreba hodnotenia in vivo je menej naliehavd, ak sti zndme chemické vlastnosti tykajtce
sa vztahu absorpcie — distribticie — metabolizmu — elimindcie (ADME). Tkanivd podmienené ¢inkom androgénov
reaguju, najmd u kastrovanych peripubertdlnych samcov potkana, na stimuldciu androgénmi rychlym a inten-
zivnym rastom. Hlodavce, najmi potkany, sa takisto vSeobecne pouZivaji v stididch toxicity na charakterizdciu
rizika. Preto je model analyzy, v ktorom sa pouzivaji kastrované peripubertdlne potkany a pit cielovych tkaniv,
vhodny na in vivo testovanie androgénnych agonistov, antagonistov a inhibitorov 5a-reduktizy.

Tdto testovacia metdda je zaloZend na protokoloch pouzitych pri valida¢nej stidii OECD, ktoré sa v intralaboratdr-
nych a medzilaboratérnych 3tadidch ukdzali ako spolahlivé a opakovatelné (4)(5)(6)(7)(8). V tejto testovacej
metdde sa uvadzaju postupy pre androgény aj antiandrogény.

Hoci sa v programe OECD pre validdciu Hershbergerovho biologického testu vyskytli v roznych laboratéridch
urcité rozdiely medzi ddvkami testosteron-propiondtu (TP) pouzitymi na detekciu antiandrogénov (0,2 verzus
0,4 mg/kg/d, podkoznou injekciou), tieto dva rdézne protokoly sa nelisili schopnostou detekcie slabého alebo
silného antiandrogénneho pdsobenia. Je vSak zrejmé, Ze dédvka TP nesmie byt prili§ vysokd, aby neblokovala
Ucinky slabych antagonistov androgénnych receptorov (AR), ani prili§ nizka, aby nedoslo k nizkej rastovej reakcii
androgénnych tkaniv aj bez si¢asného podavania antiandrogénov.

Rastovd reakcia jednotlivych tkanfv, ktoré si podmienené androgénnym dc¢inkom, nemd vyhradne androgénny
povod, t. j. zmenu hmotnosti niektorych tkaniv mozu vyvolat aj chemikadlie, ktoré nie st androgénni agonisti.
Rastovd reakcia, ktord sa prejavuje stiCasne vo viacerych tkanivéch, je vSak dokazom mechanizmu s vysSou priz-
nacnostou pre androgény. Vysoké davky silnych estrogénov moézu napriklad viest k zvySeniu hmotnosti semen-
nych mechiirikov, ale ostatné tkanivd podmienené ticinkom androgénov v teste podobnii reakciu nevykazujd.
Antiandrogénne chemikdlie mozu posobit bud ako antagonisti androgénnych receptorov, alebo ako inhibitory
5a-reduktazy. U¢inok inhibitorov 5a-reduktdzy je variabilny, pretoZe premena na silnejsi dihydrotestosterén sa lisi
v zévislosti od tkaniva. V porovnani so silnym antagonistom androgénnych receptorov (AR), ako napr. flutamid,
sa G¢inky antiandrogénov, ktoré inhibujii 5a-reduktdzu, ako napr. finasterid, prejavuji vyraznejSie na ventrdlnej
prostate ako na ostatnych tkanivach. Pomocou tohto rozdielu v reakcii tkaniva mozno rozliSovat medzi mecha-
nizmom posobenia vyvolanym androgénnym receptorom a 5a-reduktdzou. Okrem toho md androgénny receptor
evolu¢nii stvislost s receptorom inych steroidnych horménov a niektoré daldie hormény mozu pri podévani
vo vysokych suprafyziologickych dévkach vytvdrat vizby a posobit proti rastovym tcinkom TP (13). Dalej je
takisto pravdepodobné, Ze zvySeny metabolizmus steroidov a ndsledné zniZenie sérového testosterénu by mohlo
obmedzif rast tkaniva podmieneného t¢inkom androgénov. Preto by sa akykolvek pozitivny vysledok Hershberge-
rovho biologického testu mal obycajne hodnotit na ziklade vahy dokazov vratane testov in vitro, ako st napriklad
testy vdzieb na androgénne receptory a estrogénne receptory (ER) a zodpovedajiice testy transkripcnej aktivacie,
alebo inych testov in vivo, ktoré skiimaji podobné androgénne cielové tkanivd, ako je napriklad test na pubertal-
nych samcoch, 15-diiovy test na intaktnych dospelych samcoch, 28-diiové alebo 90-diiové Studie s opakovanymi
dévkami.
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9.  Skisenosti ukazujii, Ze xenobiotické androgény st zriedkavejSie ako xenobiotické antiandrogény. Ocakdva sa
preto, ze Hershbergerov biologicky test sa bude najcastejsie pouzivat na skrining antiandrogénov. Postup testu na
androgény by sa vSak mohol odporucit pre steroidné alebo steroidom podobné chemikélie alebo chemikalie,
v pripade ktorych bola indikdcia moznych androgénnych dcinkov odvodend pomocou met6éd zahrnutych do
trovne 1 alebo 2 koncepéného rdmca (dodatok 2). Neziaduce ucinky spojené s (anti)androgénnymi profilmi
mozno pozorovat aj v testoch trovne 5, ¢o vedie k potrebe postdit, ¢i chemikdlia posobi na endokrinny systém.

10.  Uzndva sa, Ze vietky postupy vyuZivajice zvieratd by mali byt v stlade s miestnymi normami starostlivosti o zvie-
ratd. Opisy starostlivosti a zaobchddzania uvedené dalej predstavuji minimédlne normy pre vykondvanie postupov
a v pripade, Ze miestne predpisy st prisnejsie, budi mat prednost miestne predpisy, ako napriklad smernica
Eurdpskeho parlamentu a Rady 2010/63/EU z 22. septembra 2010 o ochrane zvierat pouZivanych na vedecké
Gicely (26). Dalsie usmernenia k humannemu zaobchddzaniu so zvieratami uvddza organizdcia OECD (17).

11.  Rovnako ako v pripade kazdého biologického testu pouzivajiceho pokusné zvieratd je potrebné dokladne zvazit,
¢i je vykonanie tejto Stidie nevyhnutné. V zdsade k tomuto rozhodnutiu mézu viest dva dovody:

— potencidl vysokej expozicie (Groveni 1 koncepéného rdmca) alebo zndmky (anti)androgénnych ucinkov
v testoch in vitro (Groven 2) s cielom vySetrit, ¢i takéto tc¢inky mozu nastat in vivo;

— ucinky zodpovedajice (anti)androgénnym ucinkom v in vivo testoch na tirovni 4 alebo 5 s cielom vysetrit
konkrétny mechanizmus posobenia, napriklad zistit, ¢i G¢inky sposobil (anti)androgénny mechanizmus.

12.  Vymedzenia pojmov pouzité v tejto testovacej metdde st uvedené v dodatku 1.

PRINCIP TESTU

13.  Citlivost Hershbergerovho biologického testu je zaloZend na pouziti samcov s minimalnou produkciou endogén-
nych androgénov. Preto sa pouzivaju kastrované samce za predpokladu, Ze po kastrécii uplynie dostato¢ny ¢as na
regresiu cielovych tkanfv na minimdlnu a jednotnd vychodiskovii hmotnost. Pri skriningu moznej androgénnej
aktivity st teda v obehu nizke endogénne hladiny androgénov, os hypotalamus-hypofyza-gonddy nie je schopna
kompenzécie prostrednictvom mechanizmov spitnej vizby, schopnost reakcie tkaniv sa maximalizuje a pociato¢nd
variabilita hmotnosti tkaniva sa minimalizuje. Pri testovani mozZnej antiandrogénnej aktivity mozno dosiahnut
stabilnej$i ndrast hmotnosti tkaniva stimuldciou tkaniv referen¢nym androgénom. V dosledku toho sa pri Hersh-
bergerovom biologickom teste vyZzaduje len 6 zvierat na ddvkovi skupinu, zatial ¢o pri inych testoch, ktoré pouzi-
vaju intaktné pubertdlne alebo dospelé samce, sa odporica 15 samcov na davkovi skupinu.

14. Kastricia peripubertilnych samcov potkana sa vykond primeranym sposobom pouzitim schvalenych anestetik
a sterilnych postupov. V prvych diioch po opericii by sa mali podavat analgetikd s cielom zmiernit poopera¢né
bolesti. Kastrdcia zvySuje presnost testu pri detekcii slabych androgénov a antiandrogénov, pretoZe eliminuje
kompenzaéné endokrinné mechanizmy spitnej vizby, ktoré sa prejavuju u intaktného zvierata a ktoré modzu
zmiernit G¢inky podavanych androgénov a antiandrogénov, a vylaéi vysoki variabilitu hladiny testosterénu v sére
medzi jednotlivymi zvieratami. Preto je v dosledku kastracie potrebny na testovanie tychto endokrinnych aktivit
nizsi pocet zvierat.

15. Pri testovani moZnej androgénnej aktivity sa testovand chemikdlia poddva denne orilnou sondou alebo
podkoZnou injekciou pocas desiatich po sebe nasledujicich dni. Testované chemikdlie sa poddvajii minimélne
dvom oSetrovanym skupindm pokusnych zvierat, pricom v kazdej skupine sa pouZije jedna tiroven ddvky. Zvie-
ratd sa pitvti priblizne 24 hodin po poslednej davke. Statisticky vyznamny nérast hmotnosti dvoch alebo viacerych
cielovych orgdnov v skupindch, ktorym sa podala testovand chemikdlia, v porovnani s kontrolnou skupinou
nosica indikuje pozitivny test testovanej chemikélie na mozny androgénny tcinok (pozri odsek 60). Androgény,
ako napr. trenboldn, na ktory neposobi 5a-reduktiza, majii v porovnani s TP vyraznejsi ti¢inok na LABC a GP,
vietky tkaniva by vSak mali vykazovat zvySeny rast.

16.  Pri testovani moZnej antiandrogénnej aktivity sa testovand chemikdlia poddva denne ordlnou sondou alebo
podkoznou injekciou pocas desiatich po sebe nasledujiicich dni v rovnakych dennych davkach ako TP (0,2 alebo
0,4 mg/kg/d) podkoznou injekciou. Vo valida¢nom programe sa stanovuje, Ze sa moze pouzit davka TP v mnoz-
stve 0,2 alebo 0,4 mg/kg/d, pretoze obidva varianty boli pri urovani antiandrogénov G¢inné, a preto by sa v teste
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mala vybrat iba jedna davka. Postupné davky testovanych chemikdlif sa podévajﬁ minimdlne trom oSetrovanym
skupindm pokusnych zvierat, pricom v kazdej skupme sa pouZije jedna troven ddvky. Zvieratd sa pitvil prlbhzne
24 hodin po poslednej davke. Statisticky vyznamné znfzenie hmotnosti dvoch alebo viacerych cielovych orgdnov
v skupindch, ktorym sa podala testovand chemikdlia a TP, v porovnani s kontrolnou skupinou, ktorej sa podal iba
TP, indikuje pozitivny test testovanej chemikdlie na mozny antiandrogénny ucinok (pozri odsek 61).

OPIS METODY

Vyber druhu a kmefia

17.  Potkany sa v Hershbergerovom biologickom teste bezne pouzivaji od 30. rokov 20. storocia. Hoci je z biologic-
kého hladiska pravdepodobne ze reakcie u my3f by boli podobné ako u potkanov, na zdklade 70-rocnych skise-
nosti s modelom pouZivajicim potkany sa pre Hershbergerov biologicky test Vybral tento druh. Udaje ziskané
z Hershbergerovho biologického testu mézu navy$e priniest vysledky, ktoré mozu viest k dlhodobej viacgene-
ra¢nej $tudii, preto sa v oboch stididach moézZu pouzZif zvieratd z rovnakého druhu, kmena a zdroja.

18.  Protokol umoziuje laborat6ridm vybrat kmen potkanov, ktory bude pouzity v teste, a vo vieobecnosti by to mal
byt kmen, ktory zicastnené laboratérium pouzivalo v minulosti. M6Zu sa pouzit beZne pouzivané laboratrne
kmene potkanov; nemali by sa ale pouzivat kmene, u ktorych dochddza k dospievaniu podstatne neskor ako
42 dni po narodeni, pretoze kastrcia takychto samcov vo veku 42 dni by mohla znemozZnif meranie hmotnosti
zaluda, ktoré mozno vykonat az po oddeleni predkozky od tela penisu. Preto sa aZ na vynimoc¢né pripady nepozi-
vaju kmene potkanov vyslachtené z kmena Fischer 344. Pohlavny vyvoj u potkanov z kmena Fischer 344
prebiecha v inom ¢asovom rozmedzi v porovnani s inymi beZnejsie pouzivanymi kmenmi, ako je Sprague Dawley
alebo Wistar (16). V pripade pouzitia takého kmefia musi laboratérium vykonat kastrdciu u zvierat, ktoré st
o nieCo starSie, a preukdzat citlivost pouzitého kmena. Laboratérium musi jasne uviest odévodnenie vyberu
kmetia potkanov. Ak je skriningovy test predbeznym testom 3tidie ordlnej toxicity pri opakovanych davkach,
reprodukénej a vyvojovej stiidie alebo dlhodobej $tidie, vo vietkych Studidch sa podla moZnosti pouziju zvieratd
z toho istého kmena a zdroja.

Podmienky umiestnenia a kimenia

19.  Vsetky postupy musia byt v stlade s miestnymi normami starostlivosti o laboratérne zvieratd. Tieto opisy staro-
stlivosti a zaobchddzania predstavuji minimdlne normy a v pripade, Ze miestne predpisy st prisnejsie, budd mat
prednost miestne predpisy, ako napriklad smernica Eurépskeho parlamentu a Rady 2010/63[EU z 22. septembra
2010 o ochrane zvierat pouZzivanych na vedecké ticely (26). Teplota v miestnosti pre pokusné zvieratd by mala
byt 22 °C (v rozsahu priblizne + 3 °C). Relativna vlhkost by mala byt minimdlne 30 % a podla moznosti by
nemala presiahnuf maximdlnu Grovenn 70 % okrem obdobia pocas Cistenia miestnosti. Cielom by mala byt rela-
tivna vlhkost vzduchu 50 - 60 %. Osvetlenie by malo byt umelé. Pokial ide o denny svetelny rytmus, malo by sa
striedat 12 hodin svetla a 12 hodin tmy.

20. S ohladom na nizky vek zvierat a na skuto¢nost, Ze potkany si socidlne zvieratd, sa uprednostiiuje umiestnenie
zvierat v skupindch pred izoldciou zvierat. Umiestnenim zvierat po dvoch alebo troch na klietku sa zabrani sties-
neniu zvierat a vzniku stvisiaceho stresu, ktory by mohol narusit hormondlnu kontrolu vyvoja akcesérnych
tkaniv pohlavnych orgdnov. Klietky sa musia dokladne vy¢istit, aby sa odstrdnili mozné kontaminanty, a uspo-
riadat tak, aby sa minimalizovali mozné vplyvy vzhladom na ich umiestnenie. Vyberom vhodnej velkosti klietok
(~ 2 000 centimetrov $tvorcovych) sa zabrdni ich preplneniu.

21. Kazdé zviera sa humdnnym sposobom jednotlivo oznadi (napr. pomocou usnych znaciek alebo stitkov). Metdda
znacenia sa zaznamend.

22.  Laboratérne krmivo a pitnd voda by mali byt k dispozicii neobmedzene. Laboratérid by mali v priebehu Hersh-
bergerovho biologického testu pouzivat laboratérne krmivd, ktoré bezne pouzivaji pri chemickom testovani. Vo
valida¢nych $tididch biologického testu neboli pozorované Ziadne tc¢inky ani variabilita na zdklade pouzitého
krmiva. Pouzité krmivo sa zaznamend a vzorka laboratérneho krmiva sa uchova pre pripad neskorsej analyzy.

Kritérid pre hmotnosti orginov podmienenych t¢inkom androgénov

23. Vo validatnej $tidii sa nepreukdzalo, Ze zniZenie telesnej hmotnosti mé v cielovych tkanivach vplyv na zvy3enie
alebo pokles rastu hmotnosti tkaniva (t. j. v tkanivdch, ktorych hmotnost sa ma v tejto studii vazit).



21.8.2014 Uradny vestnik Eurépskej tnie L 247/47

24.  Na zéklade porovnania roznych kmenov potkanov, ktoré boli tispesne pouzité vo validanom programe, st hmot-
nosti orgdnov podmienenych G¢inkom androgénov vyssie u tazsich kmenov potkana ako u lahsich kmertiov. Preto
sa v kritéridch pre Hershbergerov biologicky test neuvadzaju absolitne ofakdvané hmotnosti orgdnov pre pozi-
tivne a negativne kontroly.

25.  Vzhladom na to, Ze varia¢ny koeficient (CV) pre tkanivo md inverzny vztah k Statistickej vyznamnosti, kritérid
pre Hershbergerov biologicky test s zaloZené na maximélnych hodnotich CV pre kazdé tkanivo (tabulka 1).
Hodnoty varia¢ného koeficientu st odvodené z valida¢énych $tadii OECD. V pripade negativnych vysledkov by
laboratérid mali preskimat hodnoty variatného koeficientu (CV) z kontrolnej skupiny a oSetrenej skupiny s vyso-
kymi ddvkami s cielom ur¢it, ¢i boli prekrocené kritérid maximdlnych hodnot CV.

26.  Sttdia sa musi opakovat, ak: 1) tri alebo viac z desiatich moznych jednotlivich hodnot variaéného koeficientu
v kontrolnej skupine a oSetrenych skupinach s vysokymi davkami prekrocilo maximalne hodnoty stanovené pre
Stadie agonistov a antagonistov v tabulke 1, a 2) aspon dve cielové tkanivd vykazovali zanedbatelné hodnoty, t. j.,
hodnoty r od 0,05 do 0,10.

Tabulka 1

Maximélne pripustné hodnoty variatného koeficientu (CV) stanovené pre cielové akcesorne tkanivd
pohlavnych orginov pre model kastrovanych samcov vo validaénych stddidch OECD (')

Tkanivo Antiandrogénne t¢inky Androgénne Gcinky
Semenné mechariky 40 % 40 %
Ventralna prostata 40 % 45 %
LABC 20 % 30 %
Cowperove zlazy 35 % 55 %
Zalud 17 % 22 %

POSTUP

Silad s predpismi a overovanie laboratéria

27.  Na rozdiel od uterotrofického testu (kapitola B.54 tejto prilohy) nie je v Hershbergerovom teste potrebné pred
zaciatkom $tadie preukdzat sposobilost laboratéria, pretoZe v rdmci testu prebiehaji ako jeho neoddelitelnd stcast
subezné pozitivne (testosterén-propiondt a flutamid) a negativne kontroly.

Pocet a stav zvierat

28. Kazdé oSetrend a kontrolnd skupina by mala zahffiat minimalne 6 zvierat. Tyka sa to protokolu v pripade andro-
génov, ako aj protokolu v pripade antiandrogénov.

Kastracia

29.  Zvieratdm sa po prijati umozni pociato¢nd niekolkodriovd aklimatizdcia s cielom uistit sa, Ze zvieratd s zdravé
a v dobrom stave. Zvieratd sa kastruji, ked dosiahnu vek 42 dni, t. j. na 42. postnatdlny den (PND) alebo neskor,
nie viak skor, pretoze u zvierat kastrovanych pred 42. PND nemusi dojst k oddeleniu predkozky. Pred kastriciou
sa zvieratdm podd anestézia, potom sa nareze mieSok, odstrdnia sa semenniky spolu s nadsemennikmi a podviazu
sa cievy a semenovod. Po uistenf sa, Ze nedochddza ku krvdcaniu, sa mieSok zasije alebo uzavrie pomocou Sicich
svoriek. V prvych ditoch po opericii sa zvieratdim podavaji analgetikd s ciefom zmiernif pooperacné bolesti. Ak
sa zakupia kastrované zvieratd od doddvatela, doddvatel musi potvrdit vek a stuperi pohlavnej zrelosti zvierat.

(") Prahovéd hodnota CV pre dané tkanivo bola stanovend na zdklade grafického zdpisu hodnot CV — s postupnym usporiadanim od
najnizej po najvyssiu — pre vietky prostriedky zo vietkych pokusov vo valida¢nom teste s pouzitim konkrétneho modelu (pre
agonistov alebo antagonistov). Prahovd hodnota CV sa pozorovala od bodu, v ktorom sti prirastky medzi hodnotami az po najblizsie
poznamenaf, Ze hoci sa touto analyzou stanovili relativne spolahlivé jhranicné body* pre model testu na antagonistov, v pripade
kriviek CV v teste agonistov bol rast rovnomernejsi, a preto bolo stanovenie prahovej hodnoty CV touto metddou do istej miery
doplnkové.



L 247/48 Uradny vestnik Eurépskej tnie 21.8.2014

Aklimatizdcia po kastracii

30.  Aklimatizacia zvierat na laboratérne podmienky by mala pokracovat minimélne 7 dni po kastrdcii, aby sa umoz-
nila regresia hmotnosti cielového tkaniva. Zvieratd je potrebné kazdy den pozorovat a odstrdnit kazdé zviera
s priznakmi choroby alebo fyzickymi abnormalitami. S podavanim davok (v rdmci $tadie) sa teda moze zacat uz
na 49. PND, nie viak neskoér ako na 60. PND. Vek pri pitve nesmie byt vyssi ako 70. PND. Tato flexibilita umoz-
nuje laboratériu efektivne si naplanovat ¢innosti pri vykonavani testu.

Telesnd hmotnost a randomizicia skupin

31.  Rozdiely v telesnej hmotnosti u jednotlivych zvierat st zdrojom variability v hmotnostiach tkaniva v rdmci jedno-
tlivych skupin zvierat a medzi nimi. Vyssia variabilita hmotnosti tkaniva md za ndsledok zvyseny variaény koefi-
cient (CV) a znizuje $tatistickdi vyznamnost testu (niekedy sa oznacuje ako citlivost testu). Preto je potrebné expe-
rimentdlne a Statistické riadenie odchylok telesnej hmotnosti.

32.  Experimentdlne riadenie zahffia zavedenie malych odchylok telesnej hmotnosti v rdimci pokusnych skupin a medzi
nimi. Po prvé, nezvycajne malé alebo velké zvieratd sa vyradia a nebudii zahrnuté do pokusnych skupin. Na
zaciatku $tadie by hmotnostné odchylky pouzitych zvierat nemali presiahnut = 20 % strednej hmotnosti (napri-
klad 175 g + 35 g u kastrovanych peripubertdlnych potkanov). Po druhé, zvieratd sa rozdelia do skupin (kontrol-
nych a oSetrovanych) na zdklade ndhodného rozlozenia hmotnosti tak, Ze strednd telesnd hmotnost kazdej
skupiny sa od akejkolvek inej skupiny $tatisticky nebude odliSovat. Pouzity postup blokovej randomizécie sa
zaznamena.

33.  KedZze v dosledku toxicity sa moze telesnd hmotnost oSetrovanych skupin v porovnani s kontrolnou skupinou
zniZif, namiesto telesnej hmotnosti by sa pri pitve ako Statistickd spolupremennd mohla pouzit telesnd hmotnost
zaznamenand prvy defi poddvania testovanej chemikalie.

Davkovanie

34. Na urenie mozného androgénneho posobenia testovanej chemikdlie in vivo zvycajne postacujii dve ddvkové
skupiny testovanej chemikélie, pozitivna kontrola a (negativna) kontrola nosica (pozri odsek 43), preto sa tento
model uprednostiiuje v zdujme dobrych Zivotnych podmienok zvierat. Ak je cielom odvodit krivku zdvislosti
reakcie od ddvky alebo extrapolovat nizsie ddvky, st potrebné aspon 3 davkové skupiny. Ak sa vyzaduja infor-
mécie nad rdmec urenia androgénneho posobenia (napriklad odhad Géinnosti), je potrebné zvazit iny ddvkovy
rezim. Na tcely testovania antiandrogénov sa testovand chemikdlia poddva spolu s referenénym androgénnym
agonistom. PouZiji sa najmenej 3 pokusné skupiny s roznymi ddvkami testovanej chemikdlie, pozitivna a nega-
tivna kontrola (pozri odsek 44). So zvieratami v kontrolnej skupine sa musi zaobchddzat takisto ako so zvieratami
v testovanych skupindch, s vynimkou aplikovania testovanej chemikalie. Ak sa pri poddvani testovanej chemikalie
pouziva nosi¢, kontrolnd skupina dostane nosi¢ v najvy$Som pouzivanom objeme, aky sa pouzil u pokusnych
skupin.

35.  Pri navrhovani a vybere Grovni ddvok sa bert do tvahy existujice Udaje o toxicite a (toxiko-) kinetike testo-
vanej chemikdlie a pribuznych materidlov. Pri uréovani najvyssej davky sa musi v prvom rade vziat do tvahy
troveil LD, afalebo informdcie o akdtnej toxicite, aby sa predislo dhynu, tazkému utrpeniu alebo bolesti
zvierat (17) (18) (19) (20), a v druhom rade dostupné informécie o ddvkach pouzitych v $tadidch subchronickej
a chronickej toxicity. Najvyssia davka by vo vSeobecnosti nemala sposobit zniZenie konecnej telesnej hmotnosti
zvierat vicsie ako 10 % kontrolnej hmotnosti. Najvyssia ddvka by mala byt bud 1) najvyssia ddvka, ktord zabez-
pedi preZitie zvierat a nesposobuje vyraznii toxicitu alebo utrpenie zvierat po 10 po sebe nasledujicich dnoch
poddvania chemikdlie do maximalnej davky 1 000 mg/kg/defi (pozri odsek 36), alebo 2) davka, ktord vyvold
(anti)androgénne Géinky, podla toho, ktord dévka je nizsia. Dlhé intervaly, napr. pol log jednotiek (zodpovedajice
priebehu davky 3,2) alebo az 1 log jednotiek medzi ddvkami sa pripustné. Ak nie st k dispozicii vhodné ddaje,
moZe sa vykonat $tidia na zistenie rozsahu ddvkovania (pozri odsek 37) s cielom stanovit ddvky, ktoré sa
pouzija.

Limitnd droven davky

36. Ak test vykonany v silade s opisanymi postupmi, pri ktorom sa pouzije limitnd ddvka 1 000 mg/kg telesnej
hmotnosti/den alebo nizsia ddvka, nevyvold Statisticky vyznamnd zmenu hmotnosti reprodukénych orgdnov,
potom testovanie s dal§imi Groviiami ddvok moZno povazovat za zbytoéné. Limitnd ddvka sa pouZije s vynimkou
pripadov, ked tidaje o expozicii u ¢loveka indikuji potrebu pouzit vyssiu troven davky.
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Uvahy k zistovaniu rozsahu

37. 'V pripade potreby sa na nickolkych zvieratdich méze vykonat predbeznd $tddia na zistenie rozsahu s cieflom
vybrat vhodné davkové skupiny [na zdklade metdd testovania akdtnej toxicity (kapitoly B.1 a, B.1 b tejto
prilohy (27), OECD TG 425 (19))]. V pripade Hershbergerovho biologického testu je cielom vybrat dévky, ktoré
zabezpecia prezitie zvierat a ktoré nespdsobuji vyrazni toxicitu alebo utrpenie zvierat po desiatich po sebe nasle-
dujtcich diioch podédvania chemikdlie, aZ do limitnej davky 1 000 mg/kg/den, ako sa uvddza v odseku 35 a 36.
V tomto ohlade mozno vychddzat z usmernovaciecho dokumentu OECD (17), v ktorom sa vymedzuji klinické
priznaky indikujiice toxicitu alebo utrpenie zvierat. Ak je to v rdmci tejto Stidie na zistenie rozsahu po desiatich
diioch podavania mozné, cielové tkanivd sa moézu odobrat a odvézit priblizne 24 hodin po podani poslednej
dévky. Tieto Gdaje moZno ndsledne pouzit ako vychodisko pri vybere ddvok v hlavnej stadii.

Referen¢né chemikdlie a nosi¢

38.  Referenénym androgénnym agonistom je testosterén propiondt (TP), & CAS 57-82-5. Uroven ddvky referenéného
TP moZe byt 0,2 mglkg telesnej hmotnosti/deri alebo 0,4 mg/kg telesnej hmotnosti/deni. Referenénym andro-
génnym antagonistom je flutamid (FT), &. CAS 1311-84-7. Uroven davky referencného FT je 3 mgjkg telesnej
hmotnosti/den a mala by sa podéavat spolu s ddvkou referen¢ného TP.

39.  Podla moznosti sa odporica zvazit pouzitie vodného roztoku/suspenzie. Kedze mnohé androgénne ligandy alebo
ich metabolické prekurzory st vSak vicsinou hydrofébne, najbeznejsim pristupom je pouzitie roztoku/suspenzie
v oleji (napr. kukuri¢ny, arasidovy, sezamovy alebo olivovy olej). Testovand chemikdliu mozno rozpustit v mini-
mélnom mnoZstve etanolu s koncentriciou 95 % alebo v inom vhodnom rozpustadle a zriedif na konecné
pracovné koncentracie v testovacom nosici. Toxické vlastnosti rozptstadla musia byt zndme a musia sa testovat
v samostatnej kontrolnej skupine uréenej vyhradne na testovanie rozpustadla. Ak je testovand chemikalia stabilna,
moZe sa pri jej rozptstani pouZit jemné ohrievanie a intenzivne mechanické posobenie. Ur¢f sa stabilita testovanej
chemikdlie v nosi¢i. Ak je testovand chemikalia stabilnd pocas celého trvania $tidie, moZe sa pripravit jeden po-
Ciato¢ny alikvotny podiel testovanej chemikdlie a uvedené davkové riedenia sa denne mozu pripravovat tak, aby
nedoslo ku kontamindcii a znehodnoteniu vzoriek.

Podévanie ddvok

40. TP sa podava podkoznou injekciou a FT oralnou sondou.

41.  Testovand chemikdlia sa poddva orilnou sondou alebo podkoznou injekciou. Pri vybere spdsobu podavania je
potrebné zohladnit dobré Zivotné podmienky zvierat a fyzikdlno-chemické vlastnosti testovanej chemikalie.
Okrem toho, ak injekcia vedie k pozitivnym vysledkom, pred zaciatkom rozsiahleho dlhodobého testovania je pri
vybere sposobu podévania potrebné zohladnit toxikologické aspekty, ako je vyznam pre expoziciu u ¢loveka
(napriklad ordlna sonda ako model pozitia, podkoznd injekcia ako simuldcia vdychnutia alebo dermilnej
absorpcie), a existujice toxikologické informdcie a ddaje o metabolizme a kinetike (napriklad potreba predist
metabolizmu prvého prechodu, vyssia G¢innost urcitého sposobu expozicie).

42, Chemikdlia sa zvieratim poddva rovnakym sposobom a v rovnakej ¢asovej postupnosti pocas desiatich po sebe
nasledujucich dni priblizne v 24-hodinovych intervaloch. Uroveni ddvok sa denne upravuje na zdklade siibeznych
dennych merani telesnej hmotnosti. Objem ddvky a as jej podania sa kazdy den expozicie zaznamend. V zdujme
zabezpecenia zmysluplnej interpreticie Gidajov je potrebné dbat na to, aby sa neprekroc¢ila maximdlna pripustnd
ddvka uvedend v odseku 35. ZniZenie telesnej hmotnosti, klinické priznaky a dalsie ndlezy sa musia v tejto savi-
slosti dokladne posudit. V pripade ordlnej sondy sa pouzije Zaliido¢nd sonda alebo vhodnd intuba¢nd kanyla.
Maximaélny objem kvapaliny, ktord sa mézZe jednorazovo podat, zavisi od velkosti pokusného zvierata. Je potrebné
postupovat podla miestnych usmerneni k starostlivosti o zvieratd, objem by vSak nemal presiahnut 5 ml/kg
telesnej hmotnosti s vynimkou vodnych roztokov, pri ktorych sa moéze pouzit 10 ml/kg telesnej hmotnosti.
V pripade podkoznych injekcii sa ddvky vpichuji v oblasti medzi lopatkami alebo v kriZovej oblasti pomocou
sterilnej ihly (napriklad velkost 23 G alebo 25 G) a tuberkulinovej strickacky. NevyZaduje sa oholenie miesta
vpichu. Je potrebné zaznamenat vietky straty, inik na mieste vpichu alebo netiplné podanie dévky. Celkovy denny
vpichnuty objem na potkana by nemal presiahnut 0,5 ml/kg telesnej hmotnosti.
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Osobitné postupy pre androgénnych agonistov

43,V pripade testovania androgénnych agonistov predstavuje skupina nosi¢a negativnu kontrolu a skupina, ktorej je
poddvany TP, pozitivnu kontrolu. Na tcely testovania biologickej aktivity zodpovedajicej androgénnym agoni-
stom sa testovand chemikélia poddva pokusnym skupindm vo vybranych ddvkach pocas 10 po sebe nasledujicich
dni. Na Gcely zistenia Statisticky vyznamného zvysenia hmotnosti piatich akcesérnych tkaniv pohlavnych organov
v pokusnych skupindch, v ktorych sa zvieratdim poddva testovand chemikélia, sa tieto hmotnosti porovnaji
so skupinou nosica.

Osobitné postupy v pripade androgénnych antagonistov a inhibitory 5a-reduktizy

44.  V pripade testovania androgénnych antagonistov a inhibitorov 5a-reduktdzy predstavuje skupina, v ktorej sa zvie-
ratdm poddva TP, negativnu kontrolu a skupina, v ktorej sa zvieratdm podévajii referenéné davky TP spolu s FT,
predstavuje pozitivnu kontrolu. Na tcely testovania biologickej aktivity zodpovedajtcej androgénnym antagoni-
stom a inhibitorom 5a-reduktdzy sa poddva referencnd ddvka TP a testovand chemikdlia pocas 10 po sebe nasle-
dujtcich dni. Na tcely zistenia Statisticky vyznamného znizenia hmotnosti piatich akcesérnych tkaniv pohlavnych
orgdnov v pokusnych skupindch, v ktorych sa zvieratdim poddva TP spolu s testovanou chemikéliou, sa tieto
hmotnosti porovnajt so skupinou, v ktorej sa zvieratim podava iba referen¢ny TP.

POZOROVANIA

Klinické pozorovania

45.  Vseobecné klinické pozorovania je potrebné vykondvat aspon raz denne a v pripade zistenia zndmok toxicity
CastejSie. Pozorovania sa podla moznosti vykondvaji v rovnakom case (Casoch) kazdy den a so zretefom na
obdobie najvyssich ocakdvanych ticinkov po davkovani. U vetkych zvierat sa sleduje imrtnost, chorobnost a v3e-
obecné klinické priznaky, ako napriklad zmeny v spravani, na kozi, kozusine, ociach, slizniciach, vyskyt sekrécie,
exkrécie a vegetativnej aktivity (napr. slzenie, piloerekcia, velkost zrenic, nezvy¢ajné dychanie).

46.  Kazdé uhynuté zviera sa odstrdni a vyradi bez dalsej analyzy tdajov. Umrtnost zvierat pred pitvou sa uvedie do
zdznamov $tidie spolu so zjavnymi pri¢inami dmrtnosti. Vietky moribundné zvieratd sa humanne utratia. Vetky
moribundné a nésledne utratené zvieratd sa uvedil do zdznamu stadie spolu so zjavnymi pricinami chorobnosti.

Telesnd hmotnost a spotreba potravy

47.  Vsetky zvieratd sa musia denne vdZif s presnostou na 0,1 g, priCom prvé vaZenie sa vykond tesne pred zaCatim
testu, t. j. pri rozdelovani zvierat do skupin. Nepovinne mozno meraf mnoZstvo potravy spotrebovanej pocas
testu, a to vazenim kfmidiel v kazdej klietke. Vysledky spotreby potravy sa vyjadria v gramoch na potkana na
den.

Pitva a vdZenie tkaniv a orginov

48.  Priblizne 24 hodin po poslednom podani testovanej chemikélie sa potkany utratia a odkrvia v stlade s beznymi
postupmi laboratéria, ktoré test vykondva, a vykond sa pitva. Metéda humanneho utratenia sa zaznamend do
spravy laboratéria.

49. Ak je to mozné, zvoli sa ndhodné poradie pitiev zvierat zo v3etkych skupin, aby sa predislo priamemu postupu
jednym alebo druhym smerom podla ddvkovych skupin, ¢o by mohlo ovplyvnit tidaje. Vetky pitevné ndlezy, t. j.
patologické zmeny/viditelné poskodenia sa zaznamenaji a uvedii do sprévy.

50.  Pif tkaniv podmienenych ti¢inkom androgénov (VP, SV, LABC, COW, GP) sa odvazi. Tieto tkanivd sa vypreparujd,
dokladne zbavia prebyto¢ného prilnavého tkaniva a tuku a uréi sa ich Cerstvd (nefixovand) hmotnost. S kazdym
tkanivom je potrebné zaobchddzat velmi opatrne, aby sa predislo strate tekutin a vysychaniu, ktoré by vzhladom
na niz8ie zaznamenané hmotnosti mohli viest k vyznamnym chybdm a variabilite. Niektoré tkanivd mozu byt
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velmi malé alebo sa mozu tazko pitvat, ¢o povedie k variabilite. Je preto dolezité, aby osoby, ktoré vykondvaji
pitvu akcesornych tkaniv pohlavnych orgdnov poznali Standardné postupy pitvy tychto tkaniv. Prirucku $tandard-
nych operaénych postupov (SOP) pri pitve poskytuje organizdcia OECD (21). Dokladnou pripravou v sdlade
s priru¢kou SOP sa minimalizuje potencidlny zdroj variability v §tidii. Podla mozZnosti by za pitvu daného tkaniva
mal byt zodpovedny ten isty prosektor, aby sa predislo individudlnym rozdielom pri spracovani tkaniva. Ak to nie
je mozné, pitva by sa mala navrhnif tak, aby kazdy prosektor pitval dané tkanivo zo vSetkych oSetrenych skupin
a jeden prosektor pitval vietky tkanivd z kontrolnej skupiny, zatial ¢o dalsia osoba by bola zodpovednd za
osetrené skupiny. Vsetky akcesorne tkanivd pohlavnych orgdnov sa odvazia bez vysusenia s presnostou na 0,1 mg
a hmotnosti pre jednotlivé zvieratd sa zaznamenaja.

51.  Niektoré tkanivd mozu byt velmi malé alebo sa mozu tazko pitvat, o povedie k variabilite. Predchddzajiice prace
poukdzali na rozsah varianého koeficientu (CV), ktory sa podla vSetkého li§i v zévislosti od odbornosti labora-
toria. V niektorych pripadoch boli v rdmci konkrétneho laboratéria pozorované velké rozdiely absoliitnych hmot-
nosti tkanfv, ako je VP a COWS.

52.  Vazenie peCene, paru obli¢iek a paru nadobli¢iek je nepovinné. Tkanivad sa opit zbavia akychkolvek prilnavych
tkaniv a tuku. Hmotnost peCene sa odvdZzi a zaznamend s presnostou na 0,1 g a hmotnost obliciek sa odvdzi
a zaznamend s presnostou na 0,1 mg. NielenZe androgény vplyvaji na pecet, oblicky a nadoblicky, tieto organy
zdrover sliizia ako uZito¢né ukazovatele toxicity systému.

53.  Meranie sérového luteiniza¢ného horménu (LH), folikuldrneho stimulujiiceho horménu (FSH) a testosterénu (T) je
nepovinné. Hladiny sérového T majii vyznam pri uréovani, ¢i testovand chemikdlia indukuje metabolizmus testo-
steronu v peceni, ¢o vedie k zniZeniu hladin séra. Bez tidajov o T sa moze zdat, Ze k takémuto G¢inku dochddza
prostrednictvom antiandrogénneho mechanizmu. Hladiny LH poskytuji informécie o schopnosti antiandrogénu
nielen zniZit hmotnost organu, ale aj ovplyvnit funkciu hypotalamu-hypofyzy, ¢o v dlhodobych stadidch moze
vyvolat nddory na semennikoch. FSH je dolezity hormén pre spermatogenézu. Merania sérového T4 a T3 st
takisto nepovinné merania, ktoré by priniesli uzito¢né dodato¢né informécie o schopnosti narti§at homeostizu
horménov §titnej 7zlazy. Ak sa maji vykonat merania horménov, potkanom sa pred pitvou podd anestézia
a odoberie sa im krv punkciou srdca, pricom pri vybere metddy anestézie sa dbd na to, aby neovplyvnila merania
horménov. Metdda pripravy séra, zdroj radioimunologickej analyzy a ostatné meracie zariadenia, analytické
postupy a vysledky sa zaznamenaja. Hladiny LH sa do spravy uvedi v ng/ml séra, rovnako ako hladina T.

54.  Opis pitvy tkaniv je uvedeny dalej spolu s podrobnym pitevnym postupom a fotografiami, ktoré boli v rdmci vali-
da¢ného programu zverejnené ako doplnkovy materidl (21). Na webovej strinke korejskej Spravy pre potraviny
a liecivd (Korea Food and Drug Administration) je k dispozicii aj video (22).

— V polohe, ked je zviera otocené bruchom nahor, zistite, ¢i sa predkozka penisu oddelila od Zaluda. Ak éno,
stiahnite predkozku a odstraite Zalud, odvazte ho (s presnostou na 0,1 mg) a hmotnost zaznamenajte.

— Otvorte brusnd kozu a stenu tak, aby bolo vidno vnitornosti. Ak sa vdZia nepovinné orgdny, odstrarite
a odvazte pecen s presnostou na 0,1 g, odstrarite zalidok a Crevd, odstrdnte pdr obliciek a par nadobliciek
a odvézte ich s presnostou na 0,1 mg. Tymto vypreparovanim sa odhali mo¢ovy mechdr a za¢ina sa preparo-
vanie cielovych samcich akcesérnych tkaniv.

— Na pitvu VP oddelte mocovy mechtr od brusnej svalovej vrstvy prerezanim spojivového tkaniva pozdfz stre-
dovej osi. Posurite mocovy mechiir dopredu smerom k semennym mechdrikom, ¢im sa odhali lavy a pravy
lalok ventrélnej prostaty (pokryty tukovou vrstvou). Opatrne odstraiite tuk z pravého a lavého laloku VP.
Jemne odoberte pravy lalok VP z mocovej trubice a vyrezte lalok z mocovej trubice. Zatial ¢o drzite pravy
lalok VP, jemne odoberte lavy lalok VP z mocovej trubice a nédsledne ho vyreZte, odvaite s presnostou na
0,1 mg a hmotnost zaznamenajte.

— Na pitvu SVCG posuiite mo¢ovy mechir dozadu, ¢im odhalite semenovod a pravy a lavy lalok semennych
mechtirikov a koagulacné zlazy (SVCG). Uniku tekutiny zabranite upevnenim svorky pri koreni SVCG, kde sa
semenovod pripdja na mocova trubicu. Opatrne vyrezte SVCG, pri zavedenej svorke odstrarite tuk a adnexd,
zavedte lodicku na vaZenie, odstrante svorku, odvdzte s presnostou na 0,1 mg a hmotnost zaznamenajte.
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55.

56.

57.

58.

— Na pitvu zdvihaca konecnika a bulbokavernéznych svalov (LABC) je potrebné odhalit svaly a koren penisu.
Svaly zdvihaca konecnika obaluji hrubé ¢revo, zatial ¢o prednd cast zdvihaca konec¢nika a bulbokavernéznych
svalov je pripojend k bulbu penisu. KoZa a adnexd z periandlnej oblasti siahajtce od korena penisu k prednému
koncu konecnika sa odstrania. Bulbokavernézne svaly sa postupne oddelia od bulbu penisu a tkaniv. Hrubé
¢revo sa rozreze na dve Casti a zdviha¢ kone¢nika spolu s bulbokavernéznymi svalmi moZno vyrezat
a odstrnit. Zdviha¢ konec¢nika a bulbokavernézne svaly sa zbavia tuku a adnex, odvdzia s presnostou na
0,1 mg a hmotnost sa zaznamena.

— Po odstraneni LABC vidno oblé Cowperove alebo bulbouretrdlne zlazy (COW) pri koreni a mierne dorzdlne
od bulbu penisu. Pitvu je potrebné vykonat opatrne, aby sa predislo vribkovaniu tenkej kapsule a zabranilo
tniku tekutiny. Odvézte pir COW s presnostou na 0,1 mg a hmotnost zaznamenajte.

— Okrem toho, ak pocas pitvy a preparovania dojde k tniku tekutiny z niektorej zlazy, je potrebné tito skuto¢-
nost uviest do spravy.

Ak si hodnotenie kazdej chemikalie vyzaduje pitvu viacerych zvierat, ako je primerané v jeden den, zaciatok Stadie
mozno rozloZif na dva po sebe nasledujiice dni, v dosledku ¢oho sa pitva a stivisiaca praca rozloZzi na dva dni. Ak
sa praca rozlozi tymto sposobom, v jeden defl sa pouZije polovica zvierat z kazdej oSetrenej skupiny.

Mitve teld sa po pitve vhodnym spdsobom zlikviduja.

PODAVANIE SPRAV

Udaje

Udaje sa do sprdvy uvedd jednotlivo (t. j. telesnd hmotnost, hmotnost akcesérnych tkaniv pohlavnych orgénov,
nepovinné merania a ostatné reakcie a pozorovania) a pre kazdd skupinu zvierat (strednd a $tandardnd odchylka
vietkych vykonanych merani). Udaje sa uvddzaji v tabulkovej podobe. V tddajoch sa uvedie pocet zvierat na

zaCiatku testu, pocet zvierat, ktoré boli pocas testu ndjdené uhynuté alebo vykazovali zndmky toxicity, opis pozo-
rovanych zndmok toxicity vrdtane ¢asu ndstupu, trvania a zdvaznosti.

Zavere¢nd sprava musi obsahovat tieto informdcie:

Testovacie zariadenie

— ndzov zariadenia, poloha,
— veddci $tadie a ostatni pracovnici a ich tlohy v rdmci $tadie,

— détum zaciatku a konca $tadie, t. j. prvy defl poddvania testovanej chemikalie a posledny deni pitvy.

Testovand chemikdlia

— zdroj, sériové ¢&islo/Cislo Sarze, identita, Cistota, iplnd adresa dodédvatela a charakteristika testovanej chemikilie
(chemikalii),

— fyzikalny charakter a v pripade potreby fyzikdlno-chemické vlastnosti,
— podmienky skladovania a spdsob a periodicita pripravy roztokov,
— vsetky ziskané udaje o stabilite,

— vsetky analyzy davkovacich roztokov/suspenzii.

Nosi¢

— charakteristika testovaného nosica (identita, doddvatel a sériové ¢islo),

— odovodnenie vyberu nosica (ak je iny ako voda).

Pokusné zvieratd a postupy chovu zvierat

— pouzity druh/kmen a odovodnenie vyberu,
— zdroj alebo dodavatel zvierat vratane tplnej adresy,

— pocet a vek dodanych zvierat,
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— podmienky umiestnenia (teplota, osvetlenie atd’),
— krmivo (ndzov, typ, doddvatel, sériové &islo, obsah a hladiny fytoestrogénov, ak st zndme),
— podstielka (ndzov, typ, dodavatel, obsah),

— podmienky v klietkach a pocet zvierat na klietku.

Podmienky testu

— vek pri kastrdcii a doba aklimatizdcie po kastrdcii,
— jednotlivé hmotnosti zvierat na zaciatku $tadie (s presnostou na 0,1 g),

— postup randomizdcie a zdznam o priradeni do skupin nosica, referenc¢nych skupin, skupin, ktorym sa poddva
testovana chemikalia, a klietok,

— strednd a Standardnd odchylka telesnych hmotnosti v kazdej skupine za kazdy den vaZenia pocas stidie,
— odovodnenie vyberu davky,

— sposob podévania testovanej chemikalie a odovodnenie vyberu spdsobu expozicie,

— pri teste na antiandrogénne u¢inky, osetrenie TP (ddvka a objem),

— osetrenie testovanou chemikdliou (dédvka a objem),

— Cas podania ddvky,

— pitevné postupy vratane met6d odkrvenia a anestézie,

— v pripade, Ze sa analyzuji séra, uvedd sa tidaje o metdéde. Napriklad, ak sa pouzije rddioimunologickd analyza
(RIA), do spravy sa uvedie postup RIA, zdroj testovacich stprav pre RIA, ddtum spotreby testovacich stprav,
postup scintila¢nej spektroskopie a $tandardizdcie.

Vysledky

— denné pozorovania jednotlivych zvierat pocas ddvkovania vratane tychto informdcif:
— telesné hmotnosti (s presnostou na 0,1 g),

— klinické priznaky (ak sa pozoruji),

— vSetky merania alebo pozndmky tykajiice sa spotreby potravy,

— pitevné pozorovania jednotlivych zvierat vratane tychto informdcif:
— détum pitvy,

— oSetrend skupina zvierat,

— identifikdcia zvierat,

— prosektor,

— dennd doba pitvy a preparovania,

— vek zvierat,

— konec¢nd telesnd hmotnost v Case pitvy s uvedenim pripadného Statisticky vyznamného zvySenia alebo
zniZenia telesnej hmotnosti,

— poradie odkrvenia a preparovania zvierat v Case pitvy,

— hmotnost piatich cielovych tkaniv, ktoré st podmienené ¢inkom androgénov:

— ventralna prostata (s presnostou na 0,1 mg),

— semenné mechtiriky a koagulacné Zlazy vritane tekutiny (sparované, s presnostou na 0,1 mg),
— komplex zdvihaca kone¢nika a bulbokavernéznych svalov (s presnostou na 0,1 mg),

— Cowperove zlazy (Cerstvd hmotnost - sparované, s presnostou na 0,1 mg),

— Zalud (Cerstvd hmotnost s presnostou na 0,1 mg),
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— hmotnost nepovinnych tkaniv, ak boli vdzené:
— pecen (s presnostou na 0,1 g),
— oblicky (sparované, s presnostou na 0,1 mg),
— nadoblicky (sparované, s presnostou na 0,1 mg),
— vSeobecné poznamky a pripomienky,
— analyza sérovych hormoénov, ak sa vykonala,

— sérovy LH (nepovinné — ng/ml séra) a

— sérovy T (nepovinné — ng/ml séra),

— vSeobecné pozndmky a pripomienky.

Zhrnutie idajov

Udaje sa zhrnii do tabulky, v ktorej sa uvedie velkost vzorky jednotlivych skupin, strednd hodnota a tandardnd
chyba strednej hodnoty alebo $tandardnd odchylka. V tabulkdch sa uvedie telesnd hmotnost v ¢ase pitvy, zmeny
telesnej hmotnosti od zaciatku ddvkovania po pitvu, hmotnost cielovych akcesérnych tkaniv pohlavnych organov
a hmotnosti nepovinnych orgdnov.

Rozbor vysledkov

Analyza vysledkov

59.  Telesnd hmotnost a hmotnost orgdnov v ¢ase pitvy by sa mali Statisticky analyzovat s ohladom na také charakte-
ristiky, ako je homogenita rozptylu s prislusnymi transformdciami dajov podla potreby. OSetrené skupiny sa
porovnajii s kontrolnou skupinou s vyuzitim metéd ako ANOVA a nésledne na zaklade parového porovnania
(napr. Dunnettov jednostranny test) a kritéria pre $tatisticky rozdiel, napr. p < 0,05. Urdia sa Statisticky vyznamné
skupiny. Je vSak potrebné vyhnut sa relativnej hmotnosti orgdnov* vzhladom na neplatné Statistické predpoklady
tejto manipuldcie s ddajmi.

60. Pokial ide o androgénny agonizmus, kontrolou je testovacia skupina, ktorej sa podal iba nosi¢. Charakteristiky
mechanizmu posobenia testovanej chemikdlie mozu viest k roznym relativnym reakcidm u roznych tkaniv, napri-
klad trenbolén, na ktory nepdsobi 5a-reduktdza, ma silnejsie Gcinky na LABC a GP ako TP. Statisticky vyznamné
zvySenie hmotnosti (p < 0,05) u ktorychkolvek dvoch alebo viacerych z piatich cielovych tkaniv podmienenych
tc¢inkom androgénov (VP, LABC, GP, CG a SVCG) je potrebné povazovat za pozitivny vysledok na androgénneho
agonistu a vietky cielové tkanivd by mali vykazovat ur¢itti mieru rastu. Kombinované hodnotenie vietkych reakcif
akcesérnych tkaniv pohlavnych orgdnov mozno vykonat pomocou vhodnej multivariacnej analyzy dat. Tymto
spdsobom mozno analyzu zdokonalit, najmi v pripadoch, ked sa Statisticky vyznamnd reakcia pozoruje iba
u jedného tkaniva.

61. Pokial ide o androgénny antagonizmus, kontrolou je testovacia skupina, ktorej sa podal referencny androgén (iba
testosteron propiondt). Charakteristiky mechanizmu posobenia testovanej chemikalie mozu viest k roznym rela-
tivnym reakcidm u jednotlivych tkaniv, napriklad inhibitory 5a-reduktdzy, ako je finasterid, maji vyraznejsie
Gi¢inky na ventrdlnu prostatu ako iné tkanivo v porovnani so silnymi antagonistami AR, ako je flutamid. Stati-
sticky vyznamné zniZenie hmotnosti (p < 0,05) u ktorychkolvek dvoch alebo viacerych z piatich cielovych tkaniv
podmienenych G¢inkom androgénov (VP, LABC, GP, CG a SVCG) v porovnani s pripadom, ked bol zvieratim
podany iba TP, je potrebné povaZovat za pozitivny vysledok na androgénneho antagonistu a vietky cielové
tkanivd by mali vykazovat ur¢itti mieru abytku hmotnosti. Kombinované hodnotenie vietkych reakcif akcesérnych
tkaniv pohlavnych orgdnov mozno vykonat pomocou vhodnej multivariatnej analyzy dat. Tymto spdsobom
mozno analyzu zdokonali, najmid v pripadoch, ked sa Statisticky vyznamnd reakcia pozoruje iba v pripade
jedného tkaniva.

62.  Udaje sa zhrnt do tabulky, v ktorej sa uvedie strednd hodnota a standardna chyba strednej hodnoty (standardna
odchylka je tiez pripustnd) a velkost vzorky jednotlivych skupin. Zahrni sa aj tabulky jednotlivych tdajov. Jedno-
tlivé hodnoty, strednd hodnota, hodnoty SE (SD) a CV pre kontrolné tdaje sa preskimaji s ciefom urcit, ¢i
spliiaji pripustné kritérid konzistentnosti s ocakdvanymi historickymi hodnotami. Hodnoty CV, ktoré presahujii
hodnoty CV uvedené v tabulke 1 (pozri odseky 25 a 26) pre hmotnost jednotlivych orgdnov, urcia, ¢i sa v dato-
vych zdznamoch alebo ddajoch vyskytli chyby, alebo ¢i laboratérium zatial nevie presne vypreparovat tkaniva
podmienené d¢inkom androgénov a je potrebnd dalsia odbornd priprava/prax. Vo vSeobecnosti st hodnoty CV
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(Standardna odchylka delené strednd hmotnost orgdnu) opakovatelné réznymi laboratériami a v rdmci réznych
stadil. Uvedené ddaje by mali zahffiat prinajmenSom hmotnost ventrdlnej prostaty, semennych mechiirikov, zdvi-
haca konecnika a bulbokavernéznych svalov, Cowperovych zliaz, Zaluda, pecene, telesni hmotnost a zmenu
telesnej hmotnosti od zaciatku ddvkovania po pitvu. Mozno uviest aj tidaje po tprave kovariancie vzhladom na
telesnti hmotnost, nemali by sa viak uvddzat namiesto neupravenych tidajov. Okrem toho, ak sa v Ziadnej skupine
nepozoruje oddelenie predkozky (PPS), vyskyt PPS sa zaznamend a $tatisticky porovnd s kontrolnou skupinou na
zdklade Fisherovho presného testu.

63. Pri overovani ddtovych zdznamov v pocita¢i s povodnymi kartami tdajov je v zdujme presnosti potrebné
dokladne preskiimat hodnoty hmotnosti orgdnov, ktoré nie st z biologického hladiska vierohodné, alebo sa lisia
viac ako o tri Standardné odchylky od strednych hodnot danej oSetrenej skupiny, a moze byt potrebné ich vyradit
ako pravdepodobne chybné udaje.

64. Porovnanie vysledkov $tidie s hodnotami CV podla OECD (v tabulke 1) ¢asto predstavuje dolezity krok v rdmci
interpretdcie validity vysledkov §tudie. Historické Gidaje o kontrolnych skupindch, ktorym sa podal nosi¢, sa ucho-
vavaju v laboratériu. V laboratériu sa uchovavaja aj historické tidaje o reakcidch na pozitivne referenéné chemi-
kélie, ako je TP a FT. Laboratérid moZu zdroven pravidelne testovat reakciu na znidmych slabych androgénnych
agonistov a antagonistov a uchovévat tieto daje. Tieto ddaje mozno porovnat s dostupnymi tdajmi OECD, aby
sa zabezpecila dostato¢nd Statistickd presnost a vyznamnost met6d laboratdria.
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Dodatok 1

VYMEDZENIA POJMOV

Androgénny je pojem pouzZivany na opisanie kladného G¢inkuna rast tkaniv zdvislych od androgénu.
Antiandrogénny je schopnost chemikdlie potlacit pdsobenie testosterén-propiondtu na organizmus cicavca.
Chemikdlia znamend ldtku alebo zmes.

Détum narodenia je postnatilny den 0.

Ddvka je mnozstvo podanej testovanej chemikélie. V pripade Hershbergerovho biologického testu sa ddvka vyjadruje
ako hmotnost testovanej chemikalie na jednotku telesnej hmotnosti pokusného zvierata na den (napr. mg/kg telesnej
hmotnosti/der).

Ddvkovanie je v§eobecny pojem, ktory zahfna dévku, frekvenciu a trvanie podévania dévok.

Moribundny je pojem pouzivany na opisanie zvierata v stave umierania, t. j. blizko stavu smrti.

Postnatdlny defi X je X-ty den Zivota po dni narodenia.

Citlivost je schopnost testovacej met6dy spravne urcit chemikélie s vlastnostami, ktoré sa testujd.
Specifickost je schopnost testovacej metédy spravne urcit chemikalie bez vlastnosti, ktoré sa testujt.
Testovand chemikélia znamend akikolvek ldtku alebo zmes, ktord sa testuje pomocou tejto testovacej met6dy.

Validicia je vedecky postup uréeny na charakterizovanie prevddzkovych poziadaviek a obmedzeni testovacej metddy
a na preukdzanie jej spolahlivosti a vyznamu pre konkrétny ticel.



Dodatok 2

Pozndmka: Dokument vypracoval Sekretaridt programu na vypracovanie pokynov k testovaniu na zdklade dohody zo 6. zasadnutia pracovnej

skupiny EDTA

Koncepény ramec OECD na testovanie 2 hodnotenie chemikdlii ako endokrinnych disruptorov

Uroveii 1
Triedenie a ur¢ovanie priorit podla
dostupnych informécii

pouZzitia

— fyzikdlne a chemické vlastnosti napr. MW, reaktivita, volatilita, biodegradabilita,
— expozicia [udi a zivotného prostredia napr. objem vyroby, uvolnovanie,sposoby

— riziko napr. dostupné toxikologické tidaje

— vizobnd afinita receptorov ER, AR, TR

— vysoko vykonny predbezny skrining (HTPS)

. " Umveﬁ 2 — transkripcnd aktivdcia — funkcia $titnej zlazy
Invitro sl‘<u~sky’ p’osl?ytu]uce — aromatdza a steroidogenéza in vitro — VTG (vitelogeninova) skdska na rybich
mechanistické idaje — rozpoznévanie/viazanie Ah receptoru hepatocytoch
— QSAR metodiky —iné (podla potreby)
Uroveii 3 — uterotroficky skaska (estrogénovd siivislost)

Invivo sktisky poskytujiice tidaje o

— Hershbergerov test (androgénova stivislost)

— nereceptorova hormonalna funkcia

— VTG (vitelogeninovd)

skiska u ryb (estrogénovd

samostatnych endokrinnych stvislost)
mechanizmoch a vplyvoch — iné (napr. $titna 7laza)
. . — skagka OECD 407 rozsirend (sledované . .
. . Uroven.é,l 1 parametre zaloZené na endokrinnych skuEka gor{adalnej’
Invivo sktisky poskytujiice tidaje o histopatoldgie u ryb

viacndsobnych endokrinnych
mechanizmoch a vplyvoch

mechanizmoch)

— skiisky na pubertdlnych samcoch a samiciach
— skiiska na intaktnych dospelych samcoch

— skdska metamorfézy u Ziab

Uroveii 5
In vivo skiisky poskytujiice Gidaje o
vplyvoch endokrinnych a inych
mechanizmov

— 1-generacnd skugka(TG41 5 rozsirend)'

— 2-generain4 skiiska(TG416 rozsirend)'

— reprodukény skriningovy test (TG421
roziireny)"

— kombinovany 28 diiovy/reprodukény
skriningovy test (TG 422 enhanced)"

! Dalsie mozné rozsfreni a postidi VMG mamm

— skasky pocas celého a
Ciastocného zivotného cyklu u
ryb, vtdkov, obojzivelnikov a
bezstavovcov (vyvoja
reprodukcia)

VMG mamm: Skupina pre riadenie validicie testovania a posudzovania cicavcov
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POZNAMKY K RAMCU

Pozndmka 1: Vstup na vsetkych trovniach a vystup na vSetkych drovniach je mozny a zavisi od povahy existujticich
informacnych potrieb na téely postidenia nebezpecnosti a rizik.

Pozndmka 2: Na trovni 5 by ekotoxikoldgia mala zahfiat sledované parametre, ktoré indikuji mechanizmy nepriazni-
vych ¢inkov a potencidlne poskodenie populdcie.

Pozndmka 3: Ak multimodidlny model zahffia viacero testov jedného sledovaného parametra, dany model nahradi
pouzivanie tychto testov jedného sledovaného parametra.

Pozndmka 4: Kazdd chemikdlia sa posudzuje jednotlivo po zohladneni vietkych dostupnych informdcii a so zretelom
na funkciu rdmcovych trovni.

Pozndmka 5: Ramec sa v sticasnosti nepovazuje za uplny. Na trovniach 3, 4 a 5 zahfia testy, ktoré sti bud dostupné,
alebo u ktorych prebieha validdcia. Pokial ide o testy, u ktorych prebieha validdcia, st zahrnuté predbezne.
Po vypracovani a validdcii sa formdlne pridaji do rdmca.

Pozndmka 6: Uroven 5 zahffia aj iné ako konecné testy. Testy zahrnuté do tejto Grovne maja prispief k vieobecnému
postideniu nebezpecnosti a rizik.
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B.56. ROZSIRENA JEDNOGENERACNA STUDIA REPRODUKCNE]J TOXICITY

UvoD

1. Tato testovacia metdda je rovnocennd s usmernenim OECD na vykondvanie testov (TG) 443 (2012). ZaloZena je
na navrhu roziirenej jednogeneracnej reprodukénej stidie vyvojového $tadia F, Medzindrodného institatu ILSI
(International Life Science Institute — ILSI) — Intititu pre vedecky vyskum zdravia a zZivotného prostredia (Health
and Environmental Sciences Institute — HESI), technického vyboru pre hodnotenie bezpecnosti polnohospodar-
skych chemickych ldtok (Agricultural Chemical Safety Assessment — ACSA Technical Committee), ako bol publiko-
vany v praci Coopera a kolektivu v roku 2006 (1). V ndvrhu $tadie sa vykonali viaceré zlepSenia a vyjasnenia
s cielom zabezpecit pruznost a zdéraznit vyznam zacatia prace s existujiicimi znalostami, s vyuzZitim pozorovani
pocas Zivota pri riadeni a prisposobovani testovania. Tdto testovacia metéda poskytuje podrobny opis prevadzko-
vého vykonania rozsirenej jednogeneracnej $tidie reprodukénej toxicity. Testovacia metdda opisuje tri kohorty
zvierat generdcie F,:

kohorta 1: posudzuji sa sledované reprodukéné/vyvojové parametre; tito kohorta sa moze rozsirit tak, aby
zahrnula aj generdciu F,.

kohorta 2: posudzuje sa potencidlny Gi¢inok vystavenia chemikdlidm na vyvijajici sa nervovy systém.

kohorta 3: posudzuje sa potencidlny ti¢inok vystavenia chemikédlidm na vyvijajici sa imunitny systém.
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Rozhodnutia o tom, ¢ posudzovat druhil generdciu a ¢i vynechat kohortu vyvojovej neurotoxicity afalebo vyvo-
jovej imunotoxicity, musia byt zaloZené na existujiicich poznatkoch o chemikdlii, ktord sa hodnoti, ako aj na
potrebach roznych regulaénych organov. Ucelom tejto testovacej metédy je poskytndt podrobné informacie
o tom, ako sa dd $tddia vykonat, a ur¢it, ako sa md kazdd kohorta hodnotit.

Postup rozhodovania o vnitornom spusteni vzniku 2. generdcie je opisany v usmerniovacom dokumente
OECD 117 (39) pre regulacné orgdny, ktoré vyuzivaji vniitorné spustace.

UVODNE UVAHY A CIELE

Hlavnym cielom rozirenej jednogeneracnej $tidie reprodukénej toxicity je zhodnotit konkrétne vyvojové §tadid,
ktorych sa netykali iné druhy $tadif toxicity, a testovat Gi¢inky, ktoré sa mozu vyskytnit v dosledku prenatélneho
a postnatdlneho vystavenia chemikélidm. Pre reprodukéné cielové body sa predpokladd ako prvy krok a vzdy, ked
je to mozné, pouzitie informdcii zo $tdadii s opakovanymi ddvkami (vritane skriningovych stadii reprodukénej
toxicity, napriklad OECD TG 422 (32)) alebo z kritkodobych skriningovych testov endokrinnych disruptorov
(napriklad uterotropicky test — testovacia metdda B.54 (36) a Hershbergerov test — testovacia metda B.55 (37))
na zistovanie ¢inkov na reprodukéné orgdny samcov a samic. MoZe to zahffiat spermatogenézu (testikuldrnu
histopatoldgiu) u samcov a estrlny cyklus, pocty folikulov/dozrievanie oocytov a ovaridlnu integritu (histopato-
l6giu) u samic. Rozsirend jednogeneracnd $tddia reprodukénej toxicity potom sliizi ako test sledovanych repro-
dukénych parametrov, ktoré si vyzadujii interakciu samcov so samicami, samic so zdrodkom, samic s potomstvom
a generdciu F, aZ do dosiahnutia pohlavnej zrelosti (pozri usmeriiovaci dokument OECD 151 podporujici tito
testovaciu metddu (40)).

Této testovacia metdda je navrhnutd tak, aby poskytla hodnotenie prenatdlnych a postnatdlnych téinkov chemi-
kélif na vyvoj, ako aj dokladné hodnotenie systémovej toxicity u gravidnych samic a samic v lakticii a u mladého
a dospelého potomstva. Predpokladd sa, Ze podrobnym vySetrovanim kltc¢ovych sledovanych vyvojovych parame-
trov, ako je Zivotaschopnost potomstva, neonatélne zdravie, stav vyvoja pri narodeni a fyzicky a funkény vyvoj do
dospelosti, sa urcia konkrétne cielové orgdny v potomstve. Stidia okrem toho poskytne afalebo potvrdi infor-
mécie o d¢inkoch testovanych chemikdlii na integritu a Cinnost reprodukénych systémov dospelych samcov
a samic. Posudzuji sa konkrétne, ale nie vylucne, tieto parametre: funkcia pohlavnych Zliaz, estrdlny cyklus,
dozrievanie spermil z chvostovej Casti nadsemennikov, rozmnoZzovacie sprévanie pocatie, gravidita, p()rod
a lakticia. Informdcie ziskané z posudzovania vyvojovej neurotoxicity a vyvojovej imunotoxicity budii navyse
charakterizovat potencidlne Gcinky v tychto systémoch. Udaje ziskané z tychto testov umoznia stanovenie hladin
bez pozorovaného nepriaznivého G¢inku (NOAEL), hladin s najniz$im pozorovatelnym nepriaznivym ticinkom
(LOAEL) afalebo referenénych davok pre rozne sledované parametre afalebo sa pouzijii na charakterizovanie
tcinkov zistenych v predchddzajicich $tadidch s opakovanymi ddvkami afalebo poslizia ako névod pre ndsledné
testovanie.

Na obrdzku 1 je zndzorneny schematicky nacrt protokolu. Testovand chemikélia sa poddva stistavne v odstupiiova-
n}’lch davkach viacerym skupindm sexudlne zrelych samcov a samic. Tejto generdcii rodi¢ov (P) sa litka podava
pocas stanoveného obdobia pred paremm (zvoleného na zdklade dostupnych informdcii o testovanej chemikalii,
ale v dlzke najmenej dva tyzdne) a pocas dvojtyzdnového obdobia pdrenia. Samcom generdcie P sa litka dalej
poddva najmenej do odstavenia generdcie F,. Poddvanie latky trvd najmenej 10 tyzdiiov. MoZe trvat aj dlhsie, ak je
potrebné objasnif Gcinky na reprodukciu. Samiciam generdcie P sa ldtka dalej poddva pocas gravidity a laktdcie az
do ukonéenia po odstaveni vrhu (t. j. 8 — 10 tyzdiiov poddvania). Potomstvu generacie F, a testovand chemikélia
dalej podéva od odstavenia po dospelost. Ak sa posudzuje aj druhd generdcia (pozri usmerfiovaci dokument
OECD 117 (39)), podévanie latky potomstvu generacie F, bude pokracovat az do odstavenia generdcie F,, alebo
do ukoncenia $tadie.

Klinické pozorovania a patologické vySetrenia sa vykonaja na vetkych zvieratdch na priznaky toxicity s osobitnym
dorazom na integritu a ¢innost saméich a samicich reprodukénych systémov a na zdravie, rast, vyvoj a ¢innost
potomstva. Pri odstaveni sa potomstvo rozdeli na jednotlivé skupiny (kohorta 1 — 3, pozri odseky 33 a 34
a obrdzok 1) pre dalsie vySetrovanie vritane sexudlneho dozrievania, integrity a ¢innosti reprodukénych orgdnov,
sledovanych neurologickych parametrov a parametrov spravania a imunitnych funkcif.

Pri vykondvani stidie je potrebné sa riadit zdsadami a hladiskami uvedenymi v usmernovacom dokumente OECD
¢. 19 Guidance Document on the Recognition, Assessment and Use of Clinical Signs as Humane Endpoints for
Experimental Animals Used in Safety Evaluation (34).



21.8.2014

Uradny vestnik Eurépskej tinie

L 247/61

9.

10.

11.

12.

Ak bude k dispozicii dostato¢ny pocet $tudif na to, aby sa zistil vplyv pldnu tejto novej stidie, testovacia metdda
sa podrobi preskiimaniu a v pripade potreby bude revidovand na zdklade ziskanych skdsenosti.

Obrdzok 1

Schéma rozsirenej jednogeneracnej Stiidie reprodukénej toxicity

Pitva zvierat
generacie P

l

Dévkovanie

Pred parenim Pérenie Po pdreni

[P |

[ 7 |

2 tyzdne 2 tyzdne 6 tyzditov

2 tyzdne 2 tyzdne Gravidita Laktdcia

E

Pred odstavenim

Po odstaveni

Vyvoj v maternici

===

Generdcia
rodi¢ov

Kohorta

Ucel uréenia

Zvieratd [kohorta

Pohlavnd
zrelost

Priblizny vek pri pitve (v tyzdiioch)

Ciel je 20
vrhov na
skupinu

1A
1B

2A
2B
3

Reprodukcia
Reprodukcia

Neurotoxicita
Neurotoxicita
Imunotoxicita

20M+207
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ucinkov
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3

Ano 8
Nédhradnici Nie 3

Nadbytok

@ eden na vrh a zastupujiici celkovych 20 vrhov, ak je to mozné

OPIS METODY/PRIPRAVY NA TEST

Zvierata
Vyber druhu a kmefia zvierat

Volbu druhov pre testy reprodukénej toxicity je potrebné dokladne zvézit s ohladom na vsetky dostupné infor-
madcie. Vzhladom na rozsah zakladnych tidajov a porovnatelnost testov vSeobecnej toxicity je vSak bezne prefero-
vanym druhom potkan a kritérid a odportcania uvedené v tejto testovacej metdde sa vztahujii na tento druh. Ak
sa pouzije iny druh, je potrebné uviest odovodnenie a vykonat prislusné Gpravy protokolu. Kmene s nizkou plod-
nostou, alebo o ktorych je zndme, Ze maja vysoky vyskyt spontdnnych vyvojovych porich, sa nemaji pouzivat.

Vek, telesnd hmotnost a kritérid pouZitia

Pouzivat sa musia zdravé rodicovské zvieratd, ktoré neboli podrobené predchddzajicim pokusom. Studovat je
potrebné samcov aj samice, priom samice by musia byt virginne a negravidné. Zvieratd generdcie P musia byt
sexudlne zrelé, podobnej hmotnosti (v rdmci pohlavia) na zaciatku poddvania latky, podobného veku (priblizne
90 dni) pri pdreni a mali by byt reprezentativnymi predstavitelmi skimaného druhu a kmena. Zvieratd sa maji
po prichode aklimatizovat aspori 5 dni. Zvieratd sa ndhodne rozdelia do kontrolnych a testovanych skupin tak,
aby vysledkom boli porovnatelné stredné hodnoty hmotnosti jednotlivych skupin (t. j. + 20 % strednej hodnoty).

Podmienky pre umiestnenie a kimenie

Teplota v miestnosti pre pokusné zvieratd md byt 22 °C (+ 3 °C). Relativna vlhkost md byt 30 — 70 %, pricom
idedlny rozsah je 50 — 60 %. Umelé osvetlenie md byt zapnuté 12 hodin a 12 hodin ma byt tma. PouZivat sa
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moze bezné laboratérne krmivo s neobmedzenou doddvkou pitnej vody. Velkii pozornost je potrebné venovat
obsahu fytoestrogénov v krmive, kedZe vysokd tiroven fytoestrogénov v krmive moze ovplyvnit niektoré sledo-
vané reprodukéné parametre. Odpordcaji sa normované krmiva s otvorenou receptdrou, v ktorych je obsah estro-
génovych chemikélii zniZeny (2) (30). Vyber krmiva moéze byt ovplyvneny potrebou zaistenia vhodného pridavku
testovanej chemikdlie pri pouZiti tejto metddy. Obsah, homogénnost a stabilitu testovanej chemikélie v krmive je
potrebné overovat. Potravu a pitnii vodu je potrebné pravidelne analyzovat na obsah kontaminantov. Vzorky
kazdej davky krmiva pouzivaného pocas stidie sa uchovdvaji vo vhodnych podmienkach (t. j. zmrazené na
- 20 °C) az do vypracovania spravy pre pripad, Ze by si vysledky vyzadovali dalsiu analyzu zloZiek krmiva.

13.  Zvieratd st umiestnené v klietkach v malych skupindch rovnakého pohlavia a rovnakej testovanej skupiny. Mozu
byt umiestnené individudlne, aby sa predislo moznym poraneniam (napriklad samce po obdobi parenia). Pérenie
prebieha vo vhodnych klietkach. Po preukdzanej kopuldcii je potrebné samice, u ktorych sa predpokladd, ze st
gravidné, umiestnit oddelene v porodnych alebo materskych klietkach, kde im bude poskytnuty vhodny a stano-
veny materidl na hniezdenie. Vrhnuté mladatd sG umiestnené so svojimi matkami az do odstavenia. Zvieratd gene-
rdcie F, st umiestnené v malych skupindch rovnakého pohlavia a rovnakej testovanej skupiny od odstavenia do
ukoncenia. Ak je to vedecky odovodnené, zvieratd mozu byt umiestnené individualne. Uroven fytoestrogénov
obsiahnutych vo zvolenom materidli na hniezdenie musi byt minimdlna.

Pocet a identifikdcia zvierat

14. Kazdd testovand a kontrolnd skupina spravidla pozostiva z dostatocného poctu périacich sa dvojic tak, aby
vysledkom bolo najmenej 20 gravidnych samic na ddvkovil skupinu. Cielom je dosiahnut dostatocny pocet
gravidit, aby sa zabezpecilo zmysluplné hodnotenie potencidlu chemikélie posobit na fertilitu, graviditu a materské
sprévanie generdcie P a na rast a vyvoj potomstva generdcie F, od oplodnenia po dosiahnutie zrelosti. Ak sa nedo-
siahne zamyslany pocet gravidnych zvierat, neznamend to nevyhnutne neplatnost $tadie, kedZe je potrebné kazdy
pripad hodnotit individudlne a zohladnit pritom moznd pri¢inni stvislost s testovanou chemikaliou.

15. Kazdému zvieratu generdcie P sa pred zaciatkom podévania ddvok prideli jeho vlastné identifikacné ¢islo. Ak labo-
ratérne historické tidaje naznacuji, Ze vyraznd Cast samic nemusi vykazovat pravidelné (Stvordrové alebo pitd-
niové) estrdlne cykly, odportca sa posudit estrilne cykly pred zaciatkom poddvania latky. Alternativne sa moze
skupina zvadsit tak, aby bolo zabezpecené, ze v kazdej skupine bude mat na zaliatku testovania pravidelné
(Stvordiiové alebo pitdnové) estrdlne cykly najmenej 20 samic. Kazdé mldda z potomstva generdcie F, sa jedno-
znacne identifikuje pri prvom vysetreni v 0. alebo 1. postantdlny den. Pre vietky zvieratd generdcie F, a podla
potreby aj zvieratd generdcie F, a zdznamy s uvedenim vrhu, z ktorého pochddzajii, uchovaji pocas celého trvania
Stadie.

Testovand chemikdlia

Dostupné informdcie o testovanej chemikdlii

16.  Prehlad existujicich informdcii je dolezity pre prijimanie rozhodnuti o spdsobe poddvania, volbe nosica, vybere
druhu zvierata, volbe ddvok a pripadnych tpravich harmonogramu ddvkovania. Preto je potrebné pri pldnovani
rozsirenej jednogeneracnej $tadie reprodukénej toxicity brat do Gvahy vietky dolezité dostupné informdcie o testo-
vanej chemikalii, t. j. fyzikdlno-chemické, toxikokinetické (vratane metabolizmu konkrétneho druhu), toxikodyna-
mické vlastnosti, vztahy medzi Struktirou a aktivitou, metabolické procesy in vitro, vysledky predchddzajicich
§tadif toxicity a relevantné informdcie o Strukturdlnych analégoch. Predbezné informdcie o absorpcii, distribicii,
metabolizme a elimindcii, ako aj o bioakumuldcii sa dajii odvodit z chemickej Struktiry, fyzikdlno-chemickych
vlastnosti, miery viazania proteinov plazmy alebo z toxikokinetickych $tadii, zatial ¢o vysledky $tadii toxicity
poskytujii dopliujiice informdcie, napriklad o hladine bez pozorovaného nepriaznivého tcinku (NOAEL), o meta-
bolizme alebo indukcii metabolizmu.

Posiidenie toxikokinetickych tidajov

17.  Toxikokinetické tidaje z predchddzajicich $tadif venovanych uréovaniu rozsahu davky alebo inych studif sa sice
nevyzadujl, si vSak nesmierne uzitoné pri navrhovani plinu Stidie, volbe hladiny davky a interpreticii
vysledkov. Zvlast prinosné su tdaje, ktoré: 1) verifikujii vystavenie vyvijajiicich sa plodov a mlddat testovanej
chemikalii (alebo prislusnych metabolitov), 2) poskytujii odhad vnitornej dozimetrie a 3) hodnotia potencidlnu
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saturdciu kinetickych procesov v zdvislosti od dadvky. Zohladnit treba aj dalSie toxikokinetické tdaje, ako st
profily metabolitov, priebeh zdvislosti koncentricie od ¢asu atd., pokial st k dispozicii. Dopliujice toxikokine-
tické idaje sa dajii ziskat aj v priebehu hlavnej tidie za predpokladu, Ze to neprekdza pri ziskavani a interpretdcii
hlavnych sledovanych parametrov stadie.

Ako vieobecné usmernenie plat, Ze pri pldnovani rozsirenej jednogeneracnej Stidie reprodukénej toxicity st
uzito¢né tieto subory toxikokinetickych tidajov:

— v pokrocilom obdobi gravidity (napriklad 20. den gravidity) — materskd krv a krv plodu,
— uprostred obdobia laktdcie (10. postnatilny deri) — materskd krv, krv mlddata afalebo mlieko,
— obdobie kratko po odstaveni (napriklad 28. postnatalny den) — vzorky krvi odstaveného mladata.

Pri urCovani konkrétnych analytov (napriklad parentdlnej, povodnej chemikdlie ajalebo metabolitov) a plinu
odberu vzoriek je potrebné uplatnit pruznost. Napriklad pocet a nacasovanie odberov vzoriek v ur¢eny den bude
zdvisiet od priebehu expozicie a od predchddzajicich znalosti o toxikokinetickych vlastnostiach negravidnych
zvierat. V pripade dietetickych $tadif postacuje odber vzoriek kazdy urceny den v jednom stabilnom case, kedze
dévkovanie pomocou sondy moéze zarucit dodatocné Casy odberu vzoriek s cielom ziskat lepsi odhad rozsahu
vnitornych dévok. V Zziadny den odberu vzoriek viak nie je potrebné vytvdrat plne koncentrovany casovy
priebeh. V pripade potreby sa krv pre plodové a neonatdlne analyzy moéze odoberat vo vrhoch podla pohlavia.

Spdsob poddvania

18.  Pri vybere sposobu podivania je potrebné zohladnit sposoby, ktoré s najdolezitejsie z hladiska expozicie Tudi.
Hoci protokol je vypracovany pre pripad poddvania testovanej chemikélie v krmive, moZe sa upravit na poddvanie
inymi cestami (v pitnej vode, sondou, inhaldciou, dermdlne), v zévislosti od vlastnosti chemikélie a pozadovanych
informdcii.

Volba nosica

19.  V pripade potreby sa testovand chemikdlia rozpusti alebo rozptyli vo vhodnom nosi¢i. Odportica sa, aby sa podla
moznosti najskor zvdzilo pouzitie vodného roztoku/suspenzie, potom roztoku/suspenzie v oleji (napriklad kuku-
ri¢ny olej). Pre iné nosice ako voda maji byt zndme toxické vlastnosti nosica. Vyhnat sa treba pouZivaniu nosi¢ov
s potencidlnou vnitornou toxicitou (napriklad acetdn, dimetylsulfoxid — DMSO). Je potrebné urcit stabilitu testo-
vanej chemikdlie v nosi¢i. Ak sa na ulahcenie poddvania ddvky pouziva nosi¢ alebo iné aditivum, je potrebné
venovat pozornost tymto vlastnostiam: vplyv nosic¢a na absorpciu, distribtciu, metabolizmus alebo retenciu testo-
vanej chemikdlie, vplyv na chemické vlastnosti testovanej chemikélie, ktoré mézu zmenit jej toxické vlastnosti,
a vplyv na spotrebu potravy alebo vody alebo nutri¢ny stav zvierat.

Vyber ddvky

20. Stadia by spravidla mala zahffiat najmenej tri hladiny ddvky a stbeznd kontrolu. Pri volbe vhodnych dévok
vyskumnik zvazi vetky dostupné informdcie vratane informdcii o poddvani dédvok z predchddzajticich $tadii, toxi-
kokinetickych tidajov o gravidnych alebo negravidnych zvieratich, rozsahu lakta¢ného prenosu a odhadov expo-
zicie Tudi. Ak st k dispozicii toxikokinetické tdaje, ktoré ukazuji, Ze saturdcia toxikokinetickych procesov zdvisi
od velkosti dévky, je potrebné dat pozor, aby sa predislo vysokym hladindm dédvok, ktoré zjavne vykazuji satu-
raciu, samozrejme za predpokladu, Ze ofakdvané expozicie ludi leZia vyrazne pod bodom saturdcie. V takych
pripadoch by najvyssia hladina ddvky mala byt na drovni zlomového bodu prechodu k nelinedrnemu toxikokine-
tickému spravaniu, alebo iba tesne nad tymto bodom.

21. Ak chybaja prisluiné toxikokinetické tdaje, hladiny dévok je zaloZend na toxickych tcinkoch, pokial nie je obme-
dzend fyzikdlnou/chemickou podstatou testovanej chemikélie. Ak st hladiny ddvok zaloZené na toxicite, najvyssia
dévka sa vyberie tak, aby indukovala systémovi toxicitu, ale nespésobovala uhynutie alebo vazne utrpenie zvierat.

22.  Vybera sa klesajtica postupnost hladiny ddvok s cielom preukdzat akikolvek zavislost G¢inku od dévky a stanovit
hodnotu hladin bez pozorovaného nepriaznivého tc¢inku (NOAEL), alebo ddvky v blizkosti hranice zistenia, ¢o by
umoznilo odvodenie referen¢nej davky pre najcitlivejsie sledované parametre. Aby sa predislo velkému rozstupu
medzi hladinami NOAEL a hladinami s najniZ$im pozorovatelnym nepriaznivym uc¢inkom (LOAEL), casto st
najvhodnejsie dvojiroviiové alebo Stvoriroviiové intervaly. Pridanie Stvrtej testovacej skupiny je asto vyhodnejsie
nez pouzivanie velmi velkého intervalu (napriklad viac ako faktor 10) medzi hladinami ddvok.
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23.  So zvieratami v kontrolnej skupine sa musi zaobchddzat tak isto ako so zvieratami v testovanych skupindch,
s vynimkou podania testovanej latky. Tato skupina je netestovand alebo zdanlivo testovand kontrolnd skupina,
pripadne kontrolnd skupina s poddvanim nosica, ak sa pouziva nosi¢ na poddvanie testovanej ltky. Ak sa pri
poddvani testovanej litky pouziva nosi¢, kontrolnd skupina ho dostane v najvys$om objeme, v akom je pouzity
v testovanych skupindch.

Limitny test

24. Ak neexistuje dokaz toxicity pri ddvke najmenej 1 000 mg/kg telesnej hmotnosti/defi v rdmci $tddie s opakova-
nymi ddvkami, alebo ak sa toxicita neoCakdva na zaklade tdajov Struktirne ajalebo metabolicky pribuznych
chemikalii, ktoré vykazuji podobnost metabolickych vlastnost{ in vivo[in vitro, nemusi byt nevyhnutné vykonat
$tadiu s pouzitim viacerych hladin davky. V takych pripadoch sa rozsirend jednogeneracnd Stddia reprodukénej
toxicity moze vykonat s pouzitim kontrolnej skupiny a jednej davky najmenej 1 000 mg/kg telesnej hmotnosti/
den. Ak sa vSak pri tejto limitnej ddvke zisti dokaz reprodukénej alebo vyvojovej toxicity, buda potrebné dalsie
Stadie pri nizsich hladinich davky, aby sa stanovila hodnota NOAEL. Tieto tvahy o limitnom teste sa uplatiiuji
iba v pripade, ked expozicia ludi neindikuje potrebu skiimania pri vy3sej hladine ddvky.

POSTUPY

Expozicia potomstva

25.  Preferovanou metédou poddvania litky je expozicia prostrednictvom krmiva. Ak sa vykondvaja $tidie s pouzitim
sondy, je potrebné poznamenat, Ze mlddatd budi testovani chemikaliu bezne prijimat iba nepriamo prostrednic-
tvom mlieka, aZ kym sa im po odstaveni neza¢ne ddvka podavat priamo. V studidch, pri ktorych sa litka podava
v krmive alebo pitnej vode, mlddatd dostanii dodato¢ne testovant litku priamo, ked za¢nu jest samostatne pocas
posledného tyzdna lakticie. Ak je vyluCovanie testovanej chemickej latky v mlieku slabé a neexistuje dokaz
o sustavnej expozicii potomstva, treba zvazit Upravy planu Stidie. V tychto pripadoch je potrebné uvazovat
o priamom poddvani ddvky mlddatdm pocas obdobia lakticie na zdklade dostupnych toxikokinetickych infor-
macii, toxicity potomstva alebo zmien biomarkerov (3) (4). Pred zacatim realizdcie $tadii s priamym poddvanim
dévok dojcenym mlddatdm je potrebné dokladne zvazit vietky prinosy a nevyhody (5).

Dévkovaci plén a podivanie divok

26. Niektoré informdacie o estrilnom cykle, histopatoldgii reprodukéného traktu samcov a samic a o testikuldrnej/
epididymdlnej analyze spermii moézu byt dostupné z predchddzajiicich stidii toxicity s opakovanymi ddvkami
v primeranom trvani. Cielom testovania v obdobi pred parenim v rdmci rozsirenej jednogenera¢nej stiidie repro-
dukénej toxicity je preto zistenie G¢inkov na funkéné zmeny, ktoré moézu ovplyviiovat spravanie pri péareni
a oplodnenie. Testovanie v obdobi pred parenim musi byt dostato¢ne dlhé, aby sa dosiahli stabilné podmienky
expozicie samcov a samic generdcie P. Vo vicSine pripadov sa za primerané povazuje dvojtyzdiiové testovanie
v obdobi pred parenim pre obe pohlavia. U samic to predstavuje 3 — 4 dplné estrdlne cykly a to by malo byt
dostato¢né na zistenie akychkolvek nepriaznivych Gcinkov na tieto cykly. U samcov to zodpovedd Casu potreb-
nému na epididymadlny prechod dozrievajticich spermii a malo by to umoznit zistenie post-testikularnych tc¢inkov
na spermie (pocas zavere¢nych $tadil vzniku spermif a ich epididymalneho dozrievania) pri pareni. V ¢ase ukon-
Cenia, ked je napldnovand testikuldrna a epididymalna histopatoldgia a analyza parametrov spermii, samce gene-
ricie P a F, budi exponované najmenej po dobu jedného tplného procesu spermatogenézy ((6), (7), (8), (9)
a usmerfiovaci dokument OECD 151 (40)).

27.  Scendre expozicie pred parenim sa mozu upravit, ak v predchddzajicich $tadiach bola jednoznacne zistena testi-
kuldrna toxicita (zhorSenie spermatogenézy) alebo t¢inky na integritu a funkciu spermii. Podobne v pripade samic
mozu zndme G¢inky testovanej chemikdlie na estrdlny cyklus a teda na sexudlnu vnimavost byt dévodom na
odlisné scendre expozicie pred parenim. V osobitnych pripadoch moéze byt prijatelné, aby sa testovanie samic
generdcie P zacalo aZ po ziskan{ sterov pozitivnych na spermie (pozri usmerniovaci dokument OECD 151 (40)).

28.  Po stanoveni obdobia poddvania ddvok pred parenim sa testovand chemikélia zvieratdim poddva nepretrzite az do
pitvy. Vietkym zvieratdm sa ddvky poddvajii rovnakou metédou. Poddvanie ddvok prebieha pocas dvojtyzdinového
obdobia pdrenia a v pripade samic generdcie P pocas gravidity a laktdcie aZ do dia ukoncenia po odstaveni. Samce
sa testuji rovnakym sposobom az do ukoncenia v Case, ked sa zvieratd generdcie F, odstavia. Pokial ide o pitvu,
prioritou st samice, ktoré sa pitvii v rovnaky/priblizne rovnaky def laktdcie. Pitva samcov sa méZe rozlozit
na viacero dni v zédvislosti od moZnosti laboratéria. Ak sa s priamym poddvanim ddvok vybranym samcom
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a samiciam generdcie F, nezacalo pocas obdobia laktdcie, zacne sa s tym po odstaveni a pokracuje az do pldno-
vanej pitvy, v zdvislosti od zaradenia do kohorty.

29.  Pre chemikdlie, ktoré st poddvané ako stcast krmiva alebo pitnej vody, je doleZité zaistit, aby mnoZstvo obsiah-
nutej testovanej chemikdlie neinterferovalo s normélnou nutri¢nou hodnotou alebo vodnou rovnovédhou. Ak je
testovand chemikdlia poddvand v krmive, je mozné pouzit bud konstantnt dietetickd koncentrdciu (ppm), alebo
konstantnd hladinu ddvkovania s ohladom na telesnii hmotnost zvierata, pricom zvolend mozZnost je potrebné
uviest.

30. Ak je testovand chemikélia poddvana prostrednictvom sondy, objem tekutiny podanej naraz by spravidla nemal
presiahnut 1 ml/100 g telesnej hmotnosti (maximum pre olej, napriklad kukuri¢ny olej, je 0,4 ml/100 g telesnej
hmotnosti). S vynimkou drdzdivych alebo Zieravych chemikalii, ktoré zvycajne pri vysSich koncentricidch
sposobia zhorSenie G¢inkov, variabilita v testovanom objeme sa minimalizuje tym, Ze sa koncentrécie upravia tak,
aby sa zabezpedil stily objem vo v3etkych Grovniach davky. Litka sa poddva kazdy dent v priblizne rovnakych
Casoch. Davka pre kazdé zviera je spravidla zaloZend na najaktudlnejSom urceni individudlnej telesnej hmotnosti
a upravovand najmenej raz za tyzdeni u dospelych samcov a dospelych negravidnych samic a kazdé dva dni
u gravidnych samic a zvierat generacie F,, ak sa podéva pred odstavenim a pocas 2 tyzdnov po odstaveni. Ak toxi-
kokinetické tidaje ukazuji nizky placentdrny prenos testovanej chemikdlie, moze byt potrebné upravit podavanie
prostrednictvom sondy pocas posledného tyzdia gravidity, aby sa predislo poddvaniu nadmerne toxickej davky
samici. V defi porodu sa samiciam nepoddva litka prostrednictvom sondy, ani Ziadnym inym sposobom, pri
ktorom je potrebné so zvieratom manipulovat. V tento defi sa vynechd poddvanie testovanej chemikalie a preferuje
sa neru$eny priebeh porodu.

Pirenie

31. Kazdd samica generdcie P sa umiestni s jednym ndhodne vybranym, nespriaznenym samcom z rovnakej davkovej
skupiny (pdrenie 1:1), az kym sa nepozoruje dokaz kopuldcie alebo kym neuplynd 2 tyzdne. Ak je nedostatok
samcov, napriklad v désledku dhynu samca pred parenim, moéZe sa samec, ktory sa uz paril, znovu parit (1:1)
s druhou samicou tak, aby vSetky samice absolvovali pdrenie. Za 0. den gravidity sa ur¢i den, ked sa potvrdi
dokaz o pdreni (zisti sa vyskyt vagindlnej zdtky alebo spermy). Zvieratd sa oddelia o najskoér po pozorovani
dokazu kopuldcie. Ak k pdreniu neddjde ani po 2 tyzdiioch, zvieratd sa oddelia bez dalSej moznosti pdrenia.
Vzéjomne sparené pary je potrebné v idajoch zretelne identifikovat.

Velkost vrhu

32.  Na 4. den po porode sa moze upravit velkost kazdého vrhu elimindciou mlddat, ktoré sii navyse, ndhodnym
vyberom tak, aby sa vysledok ¢o najviac priblizil poctu pat samcov a pit samic v kazdom vrhu. Selektivna elimi-
nicia mlddat, napriklad na zdklade telesnej hmotnosti, nie je vhodnd. Ak pocet sam¢ich alebo samicich mlddat
brani vytvoreniu vrhu s piatimi mlddatami z kazdého pohlavia, je prijatelnd Ciastocnd Gprava (napriklad Sest
samcov a Styri samice).

Vyber mlidat pre stidie po odstaveni (pozri obrdzok 1)

33.  Po odstaveni (priblizne 21. PND) sa zo vetkych dostupnych vrhov vyberti mladdatd na dalie vySetrenia, do 20 na
kazdi ddvkova a kontrolnt skupinu, a uchovdvajii sa do dosiahnutia pohlavnej zrelosti (pokial sa nevyzaduje
skorsie testovanie). Mlddatd sa vyberaji ndhodne, s vynimkou zjavne nevyvinutych jedincov (zvieratd s telesnou
hmotnostou o viac ako dvojndsobok hodnoty Standardnej odchylky niZSou, nez je strednd hodnota hmotnosti
mlddata v prislusnom vrhu), ktori sa nezahrnd, kedZe by zrejme neboli reprezentativnymi prislusnikmi testovanej
skupiny.

Na 21. PND sa vybrané mlddatd generdcie F, ndhodne zaradia do jednej z tychto troch kohort zvierat:

kohorta 1 (1A a 1B) = testovanie reprodukénej/vyvojovej toxicity

kohorta 2 (2A a 2B)

testovanie vyvojovej neurotoxicity

kohorta 3 = testovanie vyvojovej imunotoxicity
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Kohorta 1A: Jeden samec a jedna samica/vrh/skupinu (20/pohlavie/skupinu): prioritny vyber pre primdrne posu-
denie uc¢inkov na reprodukéné systémy a vieobecnej toxicity.

Kohorta 1B: Jeden samec a jedna samica/vrh/skupinu (20/pohlavie/skupinu): prioritny vyber pre nisledné posi-
denie reprodukénej schopnosti pdriacich sa zvierat generdcie F, (pozri usmernovaci dokument OECD 117 (39))
a pre ziskanie dodato¢nych histopatologickych tdajov v pripadoch podozrivych reproduktivnych alebo endokrin-
nych toxickych latok, alebo pre pripad, Ze s vysledky z kohorty 1A nejednoznacné.

Kohorta 2A: Spolu 20 mlddat na skupinu (10 samcov a 10 samic na skupinu; jeden samec alebo jedna samica na
vrh), urenych na neurobehaviordlne testovanie, po ktorom nasleduje neurohistopatologické posudzovanie
v dospelosti.

Kohorta 2B: Spolu 20 mlddat na skupinu (10 samcov a 10 samic na skupinu; jeden samec alebo jedna samica na
vrh), urCenych na neurohistopatologické posudzovanie po odstaveni (21. alebo 22. postnatdlny den). Ak pocet
zvierat nie je dostato¢ny, uprednostnit treba ich zaradenie do kohorty 2A.

Kohorta 3: Spolu 20 mlddat na skupinu (10 samcov a 10 samic na skupinu; jedno na vrh, ak je to mozné).
Potrebné moézu byt dalsie mlidatd z kontrolnej skupiny, aby sa pouzili ako zvieratd na pozitivnu kontrolu v teste
protilatkovej reakcie zavislej od T-buniek (T-cell dependant antibody response — TDAR) v 56. (+ 3) postnatdlny
den.

34. Ak pocet mliddat vo vrhu nie je dostato¢ny na obsadenie vSetkych kohort, prednost md kohorta 1, kedze td sa
moze rozsirit vznikom generdcie F,. Dodato¢né mlddatd sa mozu zaradit do ktorejkolvek kohorty v pripade
osobitného zdujmu, napriklad ak existuje podozrenie, Ze chemikdlia je neurotoxickd, imunotoxickd alebo repro-
dukene toxickd. Tieto mlddatd sa mozu pouzit na vySetrenia v roznych Casovych tsekoch alebo na hodnotenie
doplnkovych sledovanych parametrov. Mlddatd, ktoré neboli zaradené do kohort, sa podrobia klinickej bioche-
mickej analyze (odsek 55) a makroskopickej pitve (odsek 68).

Druhé pdrenie zvierat generdcie P

35.  Druhé parenie sa zvycajne pre zvieratd genercie P neodportica, pretoze ide na dkor straty dolezitych informdci
o pocte implantaénych miest (a teda straty poimplantaénych a perinatdlnych ddajov) pre prvy vrh. Potrebu verifi-
kovat alebo objasnit G¢inok na exponované samice by lepsie naplnilo rozsirenie stiidie tak, aby zahfnala aj parenie
generdcie F,. Druhé pdrenie samcov generdcie P s netestovanymi samicami vSak stdle predstavuje moZznost
objasnit nejednoznaéné zistenia alebo podrobnejSie charakterizovat G¢inky na fertilitu pozorované pri prvom
pareni.

POZOROVANIA POCAS ZIVOTA

Klinické pozorovania

36. U zvierat generdcie P a vybranych zvierat generdcie F, sa vSeobecné klinické pozorovanie vykondva raz denne.
V pripade podédvania davky prostrednictvom sondy st klinické pozorovania nacasované na dobu pred podédvanim
a po podavani davky (z déovodu moznych priznakov toxicity spojenych s maximalnou koncentriciou plazmy).
Pripadné zmeny v spravani, priznaky tazkého alebo dlhotrvajiceho porodu a vsetky priznaky toxicity sa zazname-
naja. Dvakrdt denne, pocas vikendu raz denne, sa u v3etkych zvierat sleduje silnd toxicita, morbidita a mortalita.

37.  Okrem toho sa raz tyzdenne vykondva podrobnejsie vySetrenie vietkych zvierat generdcii P a F, (po odstaveni),
najvhodnejsie pri prileZitosti vdZenia zvierata, ¢im sa minimalizuje stres z manipuldcie. Pozorovania sa starostlivo
vykondvajui a zaznamendavajii s pouzitim systémov hodnotenia, ktoré definuje testovacie laboratérium. Je potrebné
minimalizovat odli$nosti v podmienkach testovania. Medzi priznaky, ktoré je potrebné si v§imat, patria zmeny na
kozi, kozusine, ociach, sliznici, vyskyt sekrécie, exkrécie a vegetativnej aktivity (napriklad slzenie, piloerekcia,
velkost zreniiek, nezvycajné dychanie), ale uvedeny vypocet priznakov nie je vycerpdvajici. Zmeny chodze,
postoja a reakcie na manipuldciu, ako aj pritomnost $klbavych pohybov alebo svalové napitie, stereotypné (napri-
klad nadmerné ocistovanie tela, opakované kriZzenie) alebo vystredné spravanie (napriklad samomrzacenie,
cGvanie) je nutné tieZ zaznamenat.



21.8.2014 Uradny vestnik Eurépskej tnie L 247/67

Telesnd hmotnost a spotreba potravy/vody

38.  Zvieratd generdcie P sa vdzia v prvy den poddvania ddvky a potom najmenej raz tyzdenne. Samice generdcie P sa
okrem toho pocas laktécie vdzia v tych istych dnioch, ked sa vdzia mlddatd z ich vrhov (pozri odsek 44). Vsetky
zvieratd generdcie F, sa vdZia individudlne po odstaveni (21. PND) a potom najmenej raz tyZdenne. Telesnd hmot-
nost sa zaznamendva aj v def, ked dosiahnu pohlavnu zrelost (ukoncenie oddelovania predkozky alebo otvdrania
vaginy). Vsetky zvieratd sa vaZia pri usmrteni.

39.  Pocas Stidie sa zaznamendva spotreba potravy a vody (v pripade poddvania testovanej chemikélie v pitnej vode)
najmenej raz tyzdenne v rovnaké dni ako telesnd hmotnost zvierat (s vynimkou obdobia pérenia). Spotreba
potravy v kazdej klietke so zvieratami generdcie F, sa zaznamendva raz tyzdenne od ich zaradenia do prislusnej
kohorty.

Estrdlne cykly

40.  Predbezné informécie o ti¢inkoch na estrdlny cyklus stvisiacich s testovanou chemikéliou mozu byt dostupné uz
z predchddzajicich $tadii toxicity s opakovanymi ddvkami a mozu sa pouzif pri vypracovavani protokolu pre
roz8irent jednogenera¢ni §tidiu reprodukénej toxicity konkrétnej testovanej chemikdlie. Posudzovanie estrdlneho
cyklu (pomocou vagindlnej cytoldgie) sa spravidla za¢ne na zaliatku obdobia testovania a pokracuje az do
potvrdenia pérenia alebo do konca dvojtyzdnového obdobia parenia. Ak sa u samic vykondval skrining zamerany
na normalny estrdlny cyklus uz pred testovanim, je uzito¢né pokracovat so stermi aj po zaciatku testovania, ale
ak existuji obavy z ne$pecifickych tGcinkov po zadiatku testovania (ako napriklad pociatoéné vyrazné zniZenie
spotreby potravy), dd sa zvieratdm umoznitf, aby sa prisposobili testovaniu po dobu az dvoch tyzdiov pred
zaciatkom dvojtyzdilového obdobia odoberania sterov, ktoré dalej vedie k pareniu. Ak sa takymto sposobom
predizi obdobie testovania samic (t. j. na Stvortyzdiiové testovanie pred paremm) je potrebné zvazit ziskanie
mladsich zvierat a prediZenie aj obdobia testovania samcov pred pérenim. Pri odbere vagindlnych/cervikal-
nych buniek je potrebné venovat pozornost tomu, aby sa neporusila sliznica a ndsledne nevyvolala pseudogravi-
dita (10) (11).

41.  Vagindlne stery sa vySetruji denne u vSetkych samic generacie F, v kohorte 1A od zaciatku otvdrania vaginy, az
kym sa nezaznamend prvy zrohovateny ster, s ciefom urcit Casovy interval medzi tymito dvomi udalostami.
Estralny cyklus vSetkych samic generdcie F, v kohorte 1A sa tieZ monitoruje pocas obdobia dvoch tyzdiov
so zaciatkom okolo 75. PND. Ak je navySe potrebné parenie generacie F,, v kohorte 1B sa sleduje vagindlna cyto-
légia od doby zaciatku parenia po zaznamenanie dokazu o pareni.

Pirenie a gravidita

42.  Okrem $tandardnych sledovanych parametrov (napriklad telesnd hmotnost, spotreba potravy, klinické pozoro-
vania vritane kontroly mortality/morbidity) sa zaznamenavaji aj ddtumy pdrenia, ditum insemindcie a ditum
porodu a vypocitava sa predkoitdlny interval (od zaciatku pdrenia po insemindciu) a dlzka trvania gravidity (od
insemindcie po porod). Samice genericie P sa musia v Case ocakdvaného porodu starostlivo vysetrit na akékolvek
priznaky dystokie. Zaznamenat treba akékolvek abnormality v spravani pri hniezdeni alebo pocas laktacie.

43, Den, ked dojde k porodu, je 0. den lakticie pre samicu a 0. postnatélny deti (0. PND) pre potomstvo. Alternativne
moZu byt vSetky porovnania tiez zaloZené na postkoitdlnom ¢ase, aby sa eliminovali chybne udaje o postnatdlnom
vyvoji v dosledku rozdielov v dfzke trvania gravidity. Zaznamenat viak treba aj ¢asové tidaje vo vztahu k porodu.
To je obzvlast dolezité, ked testovand chemikalia ovplyvije dizku trvania gravidity.

Parametre potomstva

44.  Kazdy vrh je potrebné vysetrit Co najskor po porode (0. alebo 1. PND), aby sa zistil pocet a pohlavie mlddat,
mitvo narodenych a Zivo narodenych jedincov a vyskyt ndpadnych anomdlil (navonok viditelné abnormality
vratane rdzstepu podnebia, podkozné hemordgie, abnormadlna farba alebo textira koze, pritomnost pupocnej
$nury, nedostatok mlieka v Zalidku, pritomnost vyschnutych sekrétov). Prvé klinické vySetrenie novorodencov
zahfna kvalitativne postdenie telesnej teploty, stavu akthlty a reakcif na manipuldciu, Mlddatd, ktoré sa nasli
mftve v 0. PND alebo neskor, je potrebné vysetrif na mozné defekty a pricinu uhynutia. Zivé mlddatd sa spocitaji
a kazdé sa jednotlivo odvézi v 0. alebo 1. PND a potom pravidelne, napriklad vo 4., 7., 14. a 21. PND. Klinické
vySetrenia zodpovedajice veku zvierat sa opakuji pri vdzeni potomstva, alebo v pripade osobitnych zisteni pri
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porode aj CastejSie. Medzi priznaky, ktoré je potrebné si vimat, patria vonkajSie abnormality, zmeny na kozi,
koZzusine, ociach, sliznici, vyskyt sekrécie, exkrécie a vegetativnej aktivity, ale uvedeny vypocet priznakov nie je
vyCerpavajiici. Zmeny chodze, postoja a reakcie na manipuldciu, ako aj pritomnost $klbavych pohybov alebo
svalové napdtie, stereotypné alebo vystredné sprévanie je nutné tiez zaznamenat.

45.  Anogenitdlna vzdialenost kazdého mladata sa odmeria najmenej raz medzi 0. a 4. PND. V defi merania anogeni-
télnej vzdialenosti sa zistuje aj telesnd hmotnost mlddata a anogenitilna vzdialenost sa normalizuje na mieru
velkosti mladata, najlepsie na tretiu odmocninu telesnej hmotnosti (12). Pritomnost prsnych bradaviek/dvorcov
prsnych bradaviek u sam¢ich mlddat sa kontroluje v 12 alebo 13. PND.

46. U vietkych vybranych zvierat generédcie F,, sa denne hodnoti oddelenie Zaluda a predkozky u samcov a otvorenie
vaginy u samic, a to so zaciatkom pred ocakdvanym diiom dosiahnutia tychto sledovanych parametrov, aby sa
zistilo, ¢i k pohlavnej zrelosti dojde skoro. Viimat si treba akékolvek abnormality pohlavnych orgdnov, ako je
trvalé nedostatocné otvorenie vaginy, hypospadia alebo rdzstep penisu. Pohlavnd zrelost zvierat generdcie F, sa
porovnava s fyzickym vyvojom urcenim veku a telesnej hmotnosti v ¢ase oddelenia zaluda a predkozky u samcov
a otvorenia vaginy u samic (13).

Posiidenie potencidlnej vyvojovej neurotoxicity (kohorty 2A a 2B)

47.  Na postidenie neurotoxicity sa pouzije 10 samcov a 10 samic z kohorty 2A a 10 samcov a 10 samic z kohorty 2B,
z kazdej testovanej skupiny (pre kazda kohortu: 1 samec alebo 1 samica na vrh; kazdy vrh je zastdpeny najmenej
jednym mlddatom; ndhodny vyber). Zvieratd z kohorty 2A sa podrobia posiideniu sluchovej citlivosti, funkénej
pozorovacej batérii, posudeniu motorickej aktivity (pozri odseky 48 — 50), a neuropatologickému posideniu
(pozri odseky 74 — 75). Je potrebné vynaloZit tsilie, aby sa zabezpecilo, Ze zmeny vSetkych testovacich
podmienok budii minimdlne a nie systematicky savisiace s oSetrenim. K premennym, ktoré mozu ovplyviiovat
spravanie, patri hladina zvuku (napriklad kratkodoby hluk), teplota, vlhkost, osvetlenie, zdpach, dennd doba
a narudenie Zivotného prostredia. Vysledky testov na neurotoxicitu sa interpretuji vo vztahu k prislusnym histo-
rickym kontrolnym referenénym rozsahom. Zvieratd kohorty 2B sa pouziji na neuropatologické posudenie
v 21. alebo 22. PND (pozri odseky 74 — 75).

48.  Test sluchovej citlivosti sa vykond v 24. (+ 1) PND s pouzitim zvierat z kohorty 2A. Dei testovania je potrebné
stanovit vyvadzene pre vietky testované a kontrolné skupiny. Kazdd séria pozostdva z 50 pokusov. Pri vykondvani
testu sluchovej citlivosti sa uréi strednd amplitida odozvy v kazdom bloku po 10 pokusov (5 blokov po
10 pokusov), priom podmienky testu sa optimalizuji tak, aby sa v rdmci série vytvoril ndvyk. Tieto postupy
musia byt v stlade s testovacou metédou B.53 (35).

49. Vo vhodnom case medzi 63. a 75. PND sa zvieratd z kohorty 2A podrobia funkénej pozorovacej batérii a automa-
tickému testu motorickej aktivity. Tieto postupy musia byt v stilade s testovacimi metédami B.43 (33) a B.53 (35).
Funk¢nd pozorovacia batéria zahfa podrobny opis vzhladu, spravania a funk¢nej integrity subjektu. Tieto prvky
sa posudzuji prostrednictvom pozorovani v domadcej klietke, po presunuti do zvycajnej vySetrovacej miestnosti
na pozorovanie (otvorené pole), kde sa zviera volne pohybuje, a prostrednictvom manipulaéného testu. Testovanie
pokracuje od najmenej interaktivneho po najviac interaktivne. Zoznam opatreni je uvedeny v dodatku 1. Staro-
stlivé pozorovanie vSetkych zvierat vykondvaji vyskoleni pracovnici, ktori nie sti oboznidmeni so stavom testo-
vania zvierat, pricom pouZivajii normované postupy s cielom minimalizovat variabilitu pozorovatelov. Ak je to
mozné, odporica sa, aby ten isty pozorovatel hodnotil zvieratd v danom teste. Ak to nie je mozné, vyzaduje sa
urcité preukdzanie spolahlivosti medzi pozorovatelmi. Pre kazdy parameter v batérii testov na sprévanie sa musia
pouzit presne prevadzkovo definované stupnice a kritérid hodnotenia. Ak je to mozné, vypracuji sa objektivne
kvantitativne miery pre pozorované parametre, ktoré zahffiaju aj subjektivne hodnotenie. V pripade motorickej
aktivity sa kazdé zviera testuje individudlne. Séria testov md byt dostato¢ne dlhd, aby sa v rdmci série ukdzal
navyk na kontrolu. Motorickd aktivita sa monitoruje automatickym zariadenim na zdznam aktivity, ktoré musi
byt schopné zistif ndrast aj pokles aktivity (t. j. zdkladnd aktivita, ktor(i meria zariadenie, nesmie byt nastavend
tak nizko, aby nebolo mozné sledovat pokles, ani tak vysoko, aby nebolo mozné sledovat ndrast aktivity). Kazdé
zariadenie sa testuje Standardnymi postupmi, aby sa v najvic3ej moznej miere zabezpecila spolahlivost prevddzky
vetkych zariadeni po cely ¢as. Pokial je to mozné, testované skupiny majii byt vyvdzené pre vietky zariadenia.
Testované skupiny by mali byt vyvdZené po cely cas, aby sa predislo zmitkom v dosledku denného rytmu akti-
vity.

50. Ak sa existujicimi informdciami preukdZe potreba dalSicho funkéného testovania (napriklad senzorického, socidl-
neho, kognitivneho), toto testovanie sa musi integrovat tak, aby nebola naruSend integrita ostatnych hodnoteni
vykondvanych v rdmci Stidie. Ak sa toto testovanie vykondva na tych istych zvieratich, ktoré sa pouZivaji na
Standardny test sluchovej citlivosti, funkénti pozorovaciu batériu a test motorickej aktivity, iné testy musia byt
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napldnované tak, aby sa minimalizovalo riziko narusenia integrity pévodnych testov. Dopliiujice postupy mozu
byt zvldst uzitocné, ked empirické pozorovanie, ocakdvané ticinky alebo mechanizmus/sposob posobenia pouka-
zuje na konkrétny druh neurotoxicity.

Postidenie potenciilnej vyvojovej imunotoxicity (kohorta 3)

51.  Na 56. (£ 3) PND sa pouzije 10 samcov a 10 samic z kohorty 3, z kazdej testovanej skupiny (1 samec alebo
1 samica na vrh; kazdy vrh je zastipeny najmenej jednym mlddatom; ndhodny vyber), v teste protildtkovej reakcie
zdvislej od T-buniek, t. j. primarnej reakcie protilatky IgM na antigén zdvisly od T-buniek, ako je napriklad ovci
erytrocyt SRBC (Sheep Red Blood Cell) alebo ustricovy hemocyanin KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin), v silade
so sufasnymi postupmi testovania immunotoxicity (14), (15). Reakcia sa moze hodnotif pocitanim osobitnych
buniek tvoriacich plaky (plaque-forming cells — PFC) v slezine, alebo stanovenim titra protilatky IgM, $pecificky
pre SRBC alebo KLH, v sére pomocou imuno-enzymatickej metody ELISA, pri maximdlnej reakcii. Reakcie dosa-
huji maximum spravidla $tyri (reakcia PFC) alebo pdt (metéda ELISA) dni po intravendznej imunizdcii. Ak sa
primdrna protildtkovd reakcia testuje pocitanim plakotvornych buniek, je pripustné hodnotit podskupiny zvierat
v rozne dni za predpokladu, Ze: imunizdcia a usmrtenie skupiny sa nacasuje tak, Ze plakotvorné bunky sa pocitaji
pri maximdlnej reakcii; Ze podskupina pozostdva z rovnakého poctu samcov a samic potomstva zo vietkych
dévkovych skupin vritane kontrolnych, a ze podskupiny sa hodnotia v priblizne rovnakom postnatdlnom veku.
Expozicia G¢inkom testovanej chemikélie bude pokracovat do diia pred odberom slezin pre hodnotenie reakcie
PFC alebo séra pre test ELISA.

Nisledné postddenie potencidlnej reprodukénej toxicity (kohorta 1B)

52.  Zvieratd z kohorty 1B sa mé6zu uchovavat na testovanie dlhsie ako do 90. PND a chovat, aby sa v pripade potreby
ziskala generdcia F,. Samce a samice z tej istej davkovej skupiny sa péria (zabrdni sa pareniu medzi stirodencami)
po dobu az dvoch tyzdiov so zaciatkom v 90. PND alebo neskor, ale nie dlhsie ako do 120. PND. Postupy sii
podobné ako v pripade zvierat generdcie P. Na zdklade zdvaznych dokazov viak moZe postacovat ukoncenie vrhu
vo 4. PND, namiesto jeho sledovania do odstavenia alebo este dlhsie.

POZOROVANIA PO USMRTENI

Klinickd biochémia/hematolégia

53.  Systémové Gcinky sa monitorujii u zvierat generdcie P. Vzorky krvi zo stanovenych miest sa rychlo odobert
u desiatich ndhodne vybranych samcov a samic generdcie P z kazdej davkovej skupiny po usmrteni, uskladnia sa
vo vhodnych podmienkach a podrobia sa ¢iastoénym alebo dplnym hematologickym vySetreniam, vySetreniam
klinickej biochémie, testom na T4 a TSH alebo inym vySetreniam, ktoré vyplyvajii zo zndmeho profilu Gc¢inkov
testovanej chemikalie (pozri usmerfiovaci dokument OECD 151 (40)). VySetruja sa tieto hematologické parametre:
hematokrit, koncentracia hemoglobinu, pocet erytrocytov, celkovy a diferenény pocet leukocytov, pocet krvnych
dosticiek a Cas[potencidl zrazanlivosti krvi. VySetrenia plazmy alebo séra zahifiaji: glukézu, celkovy cholesterol,
mocovinu, kreatinin, celkové proteiny, albumin a najmenej dva enzymy indukujice hepatoceluldrne d¢inky (ako
alanin-aminotransferdza, aspartdt-aminotransferdza, alkalickd fosfatdza, gamaglutamyl-transpeptiddza a sorbitol-
dehydrogendza). Meranie dalSich enzymov a zl¢ovych kyselin moze za uréitych okolnosti poskytnit uzitoéné
informdcie. Okrem toho sa krv od vietkych zvierat moéze odobrat a ulozif na mozné analyzy v neskorSom
obdobi, ktoré by pomohli vyjasnit nejednozna¢né t¢inky alebo vytvorili idaje o vnatornej expozicii. Ak sa neuva-
Zuje o druhom pdreni zvierat generdcie P, vzorky krvi sa ziskajii pred postupom plinovaného usmrtenia, alebo
ako sacast tohto postupu. V pripade, Ze sa zvieratd zachovaji, vzorky krvi sa odobert niekolko dni pred ich
druhym pérenim. Pokial existujiice ddaje zo §tidif s opakovanymi ddvkami nenaznacujd, Ze testovand chemikdlia
nemd u¢inok na dany parameter, pred usmrtenim sa vykond vySetrenie mocu a hodnotia sa tieto parametre:
vzhlad, objem, osmolalita alebo $pecifickd hmotnost, pH, proteiny, glukéza, krv a krvné bunky, bunkovy odpad.
Mot sa moze odobrat s ciefom monitorovat exkréciu testovanej chemikélie ajalebo metabolitu (metabolitov).

54.  Systémové Ucinky sa monitoruji u zvierat generdcie F,. Vzorky krvi zo stanovenych miest sa rychlo odoberti
u desiatich ndhodne vybranych samcov a samic z kohorty 1A, z kazdej ddvkovej skupiny po usmrteni, uskladnia
sa vo vhodnych podmienkach a podrobia sa Standardnym vy3etreniam klinickej biochémie vritane postidenia
hladin séra pre tyroidné hormény (T4 a TSH), hematologickym vy3etreniam (celkovy a diferencny pocet leuko-
cytov a erytrocytov) a vySetreniam mocu.
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55. Nadbyto¢né mlddatd sa vo 4. PND podrobia makroskopickej pitve a pozornost sa venuje meraniu koncentracii
séra pre tyroidny hormén (T4). V pripade potreby sa neonatélna krv (zo 4. PND) moZe zdruzovat podla vrhu na
biochemické analyzy/analyzy tyroidného horménu. Krv sa odoberd aj na analyzy horménov T4 a TSH od odsta-
venych mlddat, ktoré sa podrobia makroskopickej pitve v 22. PND (mlddatd generécie F,, ktoré neboli vybrané do
kohort).

Parametre spermii

56. Parametre spermii sa meraji u vietkych samcov generdcie P, pokial existujiice tdaje neukazuji, Ze pocas
90-dnovej stidie nebol zaznamenany u¢inok na parametre spermii. VySetrenia parametrov spermif sa vykonaju
u v3etkych samcov kohorty 1As.

57.  Pre vietky samce generacie P a F, (kohorta 1A) sa po usmrteni zaznamend hmotnost semennikov a nadsemen-
nikov. Najmenej jeden semennik a jeden nadsemennik sa odlozia na histopatologické vySetrenie. Zostdvajtice
nadsemenniky sa pouziji na vycislenie zdsob spermif z chvostovej asti nadsemennikov (16), (17). Spermie z chvo-
stovej Casti nadsemennikov (alebo semenovodov) sa okrem toho odoberti pomocou metdd, ktoré minimalizuji
poskodenie, na vysetrenie pohyblivosti a morfoldgie spermii (18).

58.  Pohyblivost spermii sa moze hodnotit bud okamzite po usmrteni, alebo zaznamenat pre neskorsiu analyzu. Podiel
progresivne pohyblivych spermii sa dd urcit subjektivne alebo objektivne analyzou pohybu pomocou poci-
taca (19), (20), (21), (22), (23), (24). Pri hodnoteni morfoldgie spermii sa vzorka spermif z chvostovej Casti nadse-
mennikov (alebo semenovodu) vysetri ako fixné alebo mokré prepardty (25) a minimdlne 200 spermif na vzorku
sa zatriedi ako bud normadlne (hlavicka aj strednd Cast/bi¢ik majii normdlny vzhlad), alebo abnormdlne. Priklady
morfologickych abnormalit spermif zahffiaja faziu, oddelené hlavicky a zdeformované hlavicky afalebo biciky (26).
Zdeformované alebo velké hlavicky spermifl mézu poukazovat na poruchy v tvorbe spermif.

59. Ak st vzorky spermii zmrazené, stery odobraté a obrazky z analyzy mobility spermii zaznamenané v case
pitvy (27), nasledna analyza sa moze obmedzit na kontrolna skupinu a skupinu samcov s vysokou davkou. Ak sa
vSak pozoruja G¢inky v stvislosti s testovanim, hodnotia sa aj skupiny s niz§imi davkami.

Makroskopickd pitva

60. 'V Case usmrtenia alebo pred¢asného thynu sa u v3etkych zvierat generdcie P a F, vykond pitva a vySetrenie na
akékolvek Strukturdlne abnormality alebo patologické zmeny. Osobitnd pozornost sa venuje orgdnom reproduké-
ného systému. Moribundné mlddatd, ktoré sa humdnnym sposobom usmrtia, ako aj uhynuté mlddatd sa zazna-
menaji, a ak nie st macerované, vysetria sa na mozné defekty afalebo pri¢inu uhynutia a zakonzervuja sa.

61. U dospelych samic generdcii P a F, sa v deni pitvy vySetri vagindlny ster, aby sa urcilo $tddium estrdlneho cyklu
a umoznilo urcenie koreldcie s histopatoldgiou v reprodukénych orgdnoch. Maternice vietkych samic generacie P
(a v pripade potreby aj samic generdcie F,) sa vySetria na pritomnost a pocet implanta¢nych miest sposobom,
ktory neohrozi histopatologické hodnotenie.

Hmotnost orginov a uchovanie tkaniv — dospelé zvieratd genericie P a F,

62. 'V Case usmrtenia sa urci telesnd hmotnost a mokrd hmotnost nizsie uvedenych orgdnov vietkych zvierat gene-
rdcie P a vietkych dospelych zvierat generdcie F, z prislusnych kohort (ako je uvedené dalej), a to ¢o najskor, aby
sa predislo vysychaniu. Tieto orgdny sa potom uchovaji vo vhodnych podmienkach. Pokial nie je uvedené inak,
parové organy sa mozu vazit jednotlivo alebo kombinovane, v stilade s beznou praxou testovacieho laboratéria.

— Maternica (s vajcovodmi a kr¢kom maternice), vajecniky.
— Semenniky, nadsemenniky (celé a chvostovd Cast na vzorky, ktoré sa pouZziji pri pocitani spermii).

— Prostata (kombindcia dorzolaterdlnych a ventrdlnych casti). Pri odrezdvani komplexu prostaty je potrebnd
opatrnost, aby sa zabrdnilo perfordcii semennych vackov naplnenych tekutinou. V pripade t¢inku sivisiaceho
s testom na celkovi hmotnost prostaty je potrebné po fixdcii starostlivo oddelit dorzolaterdlne a ventrdlne
Casti a vazit ich osobitne.
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— Semenné vacky s koagula¢nymi zlazami a ich tekutinami (ako jedna jednotka).

— Mozog, pecen, oblicky, srdce, slezina, tymus, hypofyza, $titna zlaza (po fixdcii), nadoblicky a zndme cielové
organy a tkanivd.

63.  Okrem uvedenych orgdnov sa vo vhodnych podmienkach uchovajii vzorky periférnych nervov, svalov, miechy,
oka s ofnym nervom, gastrointestindlneho traktu, mocového mechdra, plic, priedusnice (s pripojenou Stitnou
7lazou a pristitnou zlazou), kostnej drene, semenovodov (samce), mlie¢nych Zliaz (samce a samice) a vaginy.

64.  Vsetky orgdny zvierat z kohorty 1A sa odvdZia a uchovajii pre histopatolégiu.

65. Pri vySetrovani prenatdlne a postnatdlne vyvolanych imunotoxickych wcinkov sa 10 samcov a 10 samic
z kohorty 1A, z kaZdej testovanej skupiny (1 samec alebo 1 samica na vrh; kazdy vrh je zastGpeny najmenej
jednym mlddatom; ndhodny vyber) sa po usmrteni podrobi tymto tikonom:

— vazenie lymfatickych uzlin, spojenych s cestou expozicie aj vzdialenych od tejto cesty (na doplnenie hmotnosti
nadobliciek, tymusu a sleziny, ktord uz bola zistovand u vsetkych zvierat kohorty 1A)

— analyza subpopuldcie slezinovych lymfocytov (CD4+ a CD8+ T-lymfocyty, B-lymfocyty a ,prirodzeni zabijaci)
s pouZzitim polovice sleziny, pricom druhd polovica sleziny sa uchova na histopatologické hodnotenie.

Analyzou subpopuldcii slezinovych lymfocytov z neimunizovanych zvierat (kohorta 1A) sa urci, ¢i expozicia
savisi s posunom stabilnej imunologickej distribtcie lymfocytov vznikajicich v tymuse — ,pomocnika’ (CD4+)
alebo cytotoxického lymfocytu (CD8+), pripadne ,prirodzenych zabija¢ov* (natural killer — NK) (rychle reakcie na
neoplastické bunky a patogény).

66. U zvierat z kohorty 1B sa tieto orgdny odvazia a zodpovedajiice tkanivd sa spracuji do blokovej fazy:

— vagina (nevazi sa)

— maternica s kr¢kom maternice

— vajecniky

— semenniky (najmenej jeden)

— nadsemenniky

— semenné vacky a koagulacné 7lazy
— prostata

— hypofyza

— zndme cielové organy

Histopatologické vySetrenia sa v kohorte 1B vykonajt, ak vysledky z kohorty 1A st nejednoznacné, alebo v pripa-
doch podozrivych reprodukéne alebo endokrinne toxickych latok.

67. Kohorty 2A a 2B: testovanie vyvojovej neurotoxicity (21. alebo 22. PND a dospelé potomstvo). Zvieratd
z kohorty 2A sa usmrtia po testovan{ sprdvania, pricom sa zaznamend hmotnost ich mozgu a vykonaju sa tplné
neurohistopatologické vySetrenia na acely postdenia neurotoxicity. Zvieratd z kohorty 2B sa usmrtia v 21. alebo
22. PND, pri¢om sa zaznamend hmotnost ich mozgu a vykond sa mikroskopické preskiimanie mozgu na Gcely
postidenia neurotoxicity. U zvierat z kohorty 2A a volitelne z kohorty 2B sa vyZaduje fixovanie premyvanim, ako
je uvedené v testovacej metdde B.53 (35).

Hmotnost orginov a uchovanie tkaniv — odstavené mldd'atd generdcie F,

68. Mlddatd, ktoré neboli vybrané do kohort, vritane nevyvinutych jedincov, sa usmrtia po odstaveni, v 22. PND,
pokial vysledky nepoukazuji na potrebu dalsich analyz pocas zivota. Usmrtené mlddatd sa podrobia makrosko-
pickej pitve vratane postidenia reprodukénych orgdnov, ako je opisané v odsekoch 62 a 63. U desiatich mlddat na
skupinu, z oboch pohlavi a z ¢o najviacieho poctu vrhov, sa odvazi a vo vhodnych podmienkach uchovd mozog,
slezina a tymus. Okrem toho sa moézu uchovat prsné tkanivd tychto saméich a sami¢ich mlddat na dal$iu mikro-
skopickd analyzu (') (pozri usmernovaci dokument OECD 151 (40)). Vyrazné abnormality a cielové tkanivd sa
uchovaji na pripadné histologické vysetrenie.

(") Vyskum ukdzal, Ze mlie¢ne zl'azy, predovietkym v ranych $tadidch vyvoja, st citlivymi sledovanymi parametrami pre ¢innost estrogénov.
Odportica sa, aby sledované parametre tykajiice sa mlie¢nych zliaz mladat oboch pohlavi boli po validacii zahrnuté do tejto testovacej
metddy.
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Histopatoldgia — zvieratd genericie P

69.  Uplné histopatologické vysetrenie orgdnov uvedenych v odsekoch 62 a 63 sa vykond u vietkych zvierat gene-
racie P s vysokou davkou a z kontrolnej skupiny. Orgdny, ktoré vykazuji zmeny suvisiace s testovanim, sa vySetria
aj u vietkych zvierat v skupindch s nizSou davkou, ¢o pomdze pri uréovani hladiny bez pozorovaného nepriazni-
vého G¢inku (NOAEL). Dalej sa podrobia histopatologickému vysetreniu reprodukéné organy vsetkych zvierat
s podozrenim na zniZend fertilitu, napriklad tych, ktoré zlyhali pri pdreni, pocati, plodeni alebo vrhnuti zdravého
potomstva, alebo u ktorych bol ovplyvneny estrélny cyklus pripadne pocet, pohyblivost alebo morfolégia spermii.

Histopatoldgia — zvieratd genericie F,
Zvieratd z kohorty 1

70.  Uplné histopatologické vysetrenie organov uvedenych v odsekoch 62 a 63 sa vykond u vsetkych dospelych zvierat
z kohorty 1A s vysokou davkou a z kontrolnej skupiny. Kazdy vrh by mal byt zastipeny najmenej jednym
mlddatom oboch pohlavi. Orgdny a tkanivé, ktoré vykazuji zmeny stvisiace s testovanim, a vetky vyrazné 1ézie
sa vySetria aj u vSetkych zvierat v skupindch s nizSou ddvkou, o pomdze pri urCovani hodnoty NOAEL. Na
vyhodnotenie ti¢inkov na lymfoidné organy vyvolanych v prenatdlnom a postnatdlnom obdobi sa vykond aj histo-
patologické vysetrenie odobratych lymfatickych uzlin a kostnej drene od 10 samcov a 10 samic z kohorty 1A,
¢im sa doplnia histopatologické vySetrenia tymusu, sleziny a nadobliciek, ktoré uz boli vykonané u vetkych
zvierat kohorty 1A.

71.  Reprodukéné a endokrinné tkaniva od vetkych zvierat z kohorty 1B, spracované do blokovej fazy, ako je opisané
v odseku 66, sa podrobia histopatologickému vysetreniu v pripadoch podozrivych reprodukénych alebo endokrin-
nych toxickych latok. Histologickému vySetreniu sa podrobia aj zvieratd z kohorty 1B, ak vysledky z kohorty 1A
nebudd jednozna¢né.

72.  Vajecniky dospelych samic majt obsahovat primordidlne a rastace folikuly, ako aj velké zlté teliesko. Histopatolo-
gické vySetrenie sa preto zameria na kvantitativne hodnotenie primordidlnych a malych rastacich folikulov, ako aj
velkého Zltého telieska, v teldch samic generdcie F,, pricom pocet zvierat, vyber rezu vaje¢nikov a vyber velkosti
vzoriek ma byt Statisticky primerany na postdenie pouZitej metddy. Stanovenie poctu folikulov sa méze najskor
vykonat u zvierat z kontrolnej skupiny a s vysokou ddvkou a v pripade negativneho t¢inku na zvieratd s vysokou
dévkou sa vySetrenie vykond pri nizsich ddvkach. Do vySetrenia sa zahrnie stanovenie poctu primordialnych foli-
kulov, ktoré sa mozu kombinovat s malymi rastcimi folikulmi na porovnanie vajecnikov testovanych a kontrol-
nych samic (pozri usmeriiovaci dokument OECD 151 (40)). Posudzovanie velkého Zltého telieska sa vykondva
stubezne s testovanim estrdlneho cyklu, preto sa pri posudzovani moéze zohladnit fiza cyklu. Vajcovod, maternica
a vagina sa vySetruji na primeranost vyvoja zodpovedajiicu danému organu.

73. U samcov generdcie F, sa vykonaji podrobné testikuldrne histopatologické vySetrenia s cielom zistit tc¢inky, stvi-
siace s testovanim, na diferencidciu a vyvoj semennikov a na spermatogenézu (38). Ak je to mozné, treba vysetrit
rezy rete testis. Hlava, telo a chvostovd ¢ast nadsemennikov a semenovody sa vySetruji na primeranost vyvoja
zodpovedajicu danému orgdnu a zistuja sa aj parametre poZadované u samcov generécie P.

Zvieratd z kohorty 2

74.  Neurohistopatologické vySetrenie sa vykond u v3etkych zvierat oboch pohlavi z kohorty 2A s vysokou davkou
a z kontrolnej skupiny po ukonceni neurobehaviordlnych testov (po 75. PND, ale nie neskor ako v 90. PND).
Histopatologické vysetrenie mozgu sa vykond u vSetkych zvierat oboch pohlavi z kohorty 2B s vysokou dévkou
a z kontrolnej skupiny v 21. alebo 22. PND. Orgény alebo tkanivé, ktoré vykazuji zmeny stvisiace s testovanim,
sa vySetria aj u vietkych zvierat v skupindch s niz§ou ddvkou, ¢o poméze pri urcovani hodnoty NOAEL. U zvierat
z kohorty 2A a 2B sa skiimaji viaceré rezy mozgu, ¢o umozni vySetrit ¢uchovi gulu, mozgovi koéru, hipo-
kampus, bazalne ganglid, talamus, hypotalamus, stredny mozog (schranka, pokryvka, mozgové stopky), mozgovy
kmeti a mozocek. Iba v pripade kohorty 2A sa vySetrujt odi (sietnica a zrakovy nerv) a vzorky periférnych nervov,
svalov a miechy. Vetky neurohistologické postupy musia byt v stlade s testovacou metédou B.53 (35).

75.  Reprezentativne oblasti mozgu (homologické rezy starostlivo vybrané na zdklade spolahlivych mikroskopickych
rozhrani) podliehajii morfometrickym (kvantitativnym) hodnoteniam, ktoré mézu zahfat linedrne afalebo plosné
merania konkrétnych oblasti mozgu. Z kazdého rozhrania (Girovne) je potrebné odobraf najmenej tri po sebe
idice rezy, aby sa dal vybrat najhomologickejsi a najreprezentativneji rez z kazdej konkrétnej oblasti mozgu,
ktord sa md hodnotit. Neuropatoldg urobi posudok, ¢i rezy pripravené na meranie st homologické s ostatnymi
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v stbore vzoriek a teda vhodné na zahrnutie, kedZe podmienky najmi linedrneho merania sa moZu menit na
pomerne krétkej vzdialenosti (28). Nehomologické rezy sa nepouziji. Hoci cielom je odobrat vzorky zo vietkych
zvierat vyhradenych na tento tcel (10/pohlavie/tiroven davky), aj nizsie pocty mozZu byt primerané. Pocet vzoriek
od menej nez 6 zvierat/pohlavie[droven dévky sa v3ak vo vSeobecnosti nepovaZuje za dostatony na tcely tejto
testovacej metddy. Na identifikdciu Gcinkov stvisiacich s testovanim na parametre, ako je objem alebo pocet
buniek pre konkrétne neuroanatomické oblasti, sa moze pouZit stereologia. Vsetky aspekty pripravy vzoriek
tkaniva, od fixdcie tkaniva, cez vyrezanie vzoriek tkaniva, spracovanie tkaniva aZz po farbenie sklicok musia mat
vyvazenu $truktdru tak, aby vetky sibory obsahovali reprezentativne vzorky z kazdej ddvkovej skupiny. Ak sa
maji pouzit morfometrické alebo stereologické analyzy, mozgové tkanivo je potrebné uloZit do vhodného média
pre vSetky hladiny davky v tom istom case, aby sa predislo zmrsteniu Struktdry buniek spojenému s predlzenym
uloZenim vo fixa¢nom prostriedku.

PREDKLADANIE SPRAV
Udaje

76.  Udaje sa zaznamendvajii jednotlivo a sumarizujii vo forme tabuliek. Pre kazdd testovani skupinu a kazdd gene-
rdciu sa v sprave uvedii podla moZnosti tieto tidaje: pocet zvierat na zaciatku testu, pocet zvierat, ktoré uhynuli
pocas testu, alebo boli usmrtené z humdnnych dévodov, ¢as kazdého Gmrtia alebo humdnneho usmrtenia, pocet
plodnych zvierat, pocet gravidnych samic, pocet samic, ktoré vrhli mlddatd a pocet zvierat vykazujicich priznaky
toxicity. Potrebné je uviest aj opis toxicity vratane ¢asu ndstupu, trvania a zdvaznosti.

77.  Ciselné vysledky sa vyhodnotia vhodnou a vieobecne prijatelnou Statistickou metédou. Statistické metody sa
zvolia ako sucast planu $tidie a musia primeranie riesit otdzky nenormdlnych dat (napriklad ddaje o pocte),
cenzurovanych dat (napriklad obmedzend doba pozorovania), zévislosti (napriklad vplyvy vrhu a opakované
merania) a nerovnakého rozptylu. Zovseobecnené linedrne zmie$ané modely a modely dévka — reakcia zahffiaju
Sirokd $kalu analytickych ndstrojov, ktoré mozu byt vhodné pre tdaje ziskané v rdmci tejto met6dy. Spréva obsa-
huje dostatok informécii o analytickej metéde a pouZitom poéitatovom programe, aby nezdvisly posudzovatel/
Statistik mohol vyhodnotit a prehodnotit analyzu.

Vyhodnotenie vysledkov

78.  Zistenia sa mozu vyhodnotit z hladiska pozorovanych t¢inkov, a to vritane zisteni z pitvy a mikroskopickych
zisteni. Hodnotenie zahffia vztah medzi davkou a vyskytom, dosledkami a zdvaznostou abnormalit vritane vyraz-
nych lézii, alebo neexistenciu takého vztahu. Posudit treba aj otdzky cielovych orgdnov, plodnosti, klinickych
abnormalit, ¢innosti reprodukcie a rodenia, zmien telesnej hmotnosti, mortality a dalich toxickych a vyvojovych
tcinkov. Osobitni pozornost je potrebné venovat zmendm Specifickym pre jednotlivé pohlavia. Pri hodnoteni
vysledkov testu treba zvazit fyzikdlno-chemické vlastnosti testovanej chemikdlie a daje o timidinovej kindze
vratane placentdrneho prenosu a exkrécie do mlieka, ak s tieto tdaje k dispozicii.

Sprava o teste

79.  Sprdva o teste musi obsahovat tieto informdcie ziskané v danej $tadii o zvieratdch generdcii P a F, a o zvieratdch
generdcie F, (v pripade potreby):
Testovand chemikdlia:

— vSetky dolezité dostupné tidaje o chemickych, toxikokinetickych a toxikodynamickych vlastnostiach testovanej
chemikilie,

— identifika¢né tGdaje,
— (istota;
Nosi¢ (v pripade potreby):

— zdovodnenie vyberu nosica, ak je iny ako voda;



L 24774

Uradny vestnik Eurépskej tinie 21.8.2014

Pokusné zvieratd:

— pouzity druh/kmen,

— pocet, vek a pohlavie zvierat,

— zdroj, podmienky umiestnenia, krmivo, materidl na hniezdenie atd’.,

— individudlne hmotnosti zvierat na zadiatku testu,

— dudaje o vagindlnych steroch u samic generdcie P pre zaciatkom testovania (ak sa idaje v tom case ziskavali),

— zdznamy o pdreni generdcie P, v ktorych si oznaceni pdriaci sa partneri, samec a samica, a tieZ Uspe$ny
vysledok pérenia,

— vrh z pévodnych zdznamov o dospelych zvieratich generdcie F;

Podmienky testu:

— zdodvodnenie vyberu hladiny dévok,
— podrobné tdaje o zloZeni testovanej chemikalie/priprave krmiva, dosiahnutych koncentracidch,

— stabilita a homogénnost pripravku v nosi¢i (napriklad v krmive, pitnej vode), v krvi afalebo mlieku pri splneni
podmienok pouzitia a uskladnenia v prestdvke medzi obdobiami pouZivania,

— podrobné tidaje o podavani testovanej chemikalie,

— prepocet koncentrécie testovanej chemikélie v krmive/pitnej vode (ppm) na dosiahnutti ddvku (mg/kg telesnej
hmotnosti/den), v pripade potreby,

— podrobné tdaje o kvalite potravy a vody (vrdtane zloZenia krmiva, ak s tidaje k dispozicii),

— podrobny opis postupov ndhodného vyberu mlddat na vyradenie a ndhodného zaradovania mlddat do testo-
vanych skupin,

— podmienky prostredia,

— zoznam pracovnikov realizujicich $tadiu vratane odbornej pripravy;

Vysledky (sihrn a individudlne tdaje podla pohlavia a ddvky):

— spotreba potravy, spotreba vody (ak st tdaje k dispozicii), ticinnost potravy (prirastok telesnej hmotnosti na
gram skonzumovanej potravy, okrem obdobia pdrenia a laktdcie) a spotreba testovanej chemikdlie (pri
podavani krmiva/pitnej vody) pre zvieratd generdcie P a F,,

— tdaje o absorpcii (ak st k dispozicii);

— udaje o telesnej hmotnosti zvierat generdcie P,

— ddaje o telesnej hmotnosti vybranych zvierat generacie F, po odstaveni,

— (as uhynutia pocas Stadie alebo idaj, &i zvieratd prezili do usmrtenia,

— charakter, tvrdost a trvanie klinickych pozorovani (¢i st reverzibilné alebo nie),

— dudaje z hematologickych vySetreni, vySetreni mocu a klinickej biochémie vritane dajov o horménoch TSH
a T4,

— fenotypickd analyza buniek sleziny (T-, B-, NK-bunky),

— bunecnost kostnej drene,

— ddaje o toxickej reakcii,

— pocet samic generdcie P a F, s normalnym alebo abnormdlnym estrdlnym cyklom a trvanie cyklu,
— (as pérenia (predkoitélny interval, pocet dni medzi sparovanim a parenim),

— toxické alebo iné Gcinky na reprodukciu vritane poctov a percentudlnych podielov zvierat, ktoré zvladli
parenie, graviditu, porod a laktdciu, samcov, ktori vyvolali graviditu, samic s priznakmi dystokie/dlhého alebo
tazkého porodu,

— doba trvania gravidity a porodu, ak je tidaj k dispozicii,

— pocet implantdcii, velkost vrhu a percentudlny podiel sam¢ich mlddat,
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— pocet a percentudlny podiel poimplantacnych strdt, Zivo narodenych a mftvo narodenych jedincov,

— udaje o hmotnosti vrhu a jednotlivych mlddat (samcov, samic a kombinovane), pocet nevyvinutych jedincov,
ak bol zisteny,

— pocet mlddat s vyrazne vidite[nymi abnormalitami,

— toxické alebo iné Gc¢inky na potomstvo, postnatdlny rast, zivotaschopnost atd.,
— ddaje o fyzickych medznikoch vo vyvoji mlddat a iné postnatdlne tidaje o vyvoji,
— tdaje o pohlavnej zrelosti zvierat generacie F,,

— dudaje o vysetreniach funkénosti u mlddat a dospelych jedincov, ak je to mozné,

— telesnd hmotnost pri usmrteni a tidaje o absolatnych a relativnych hmotnostiach organov zvierat generacie P
a dospelych zvierat generécie F,,

— pitevné nélezy,
— podrobny opis vSetkych histopatologickych nélezov,

— celkovy pocet spermii z chvostovej Casti nadsemennikov, percentudlny podiel progresivne sa pohybujicich
spermii, percentudlny podiel morfologicky normalnych spermii a percentudlny podiel spermii s kazdou identi-
fikovanou abnormalitou u samcov generdcii P a F,,

— pocet a Stddium zrelosti folikulov obsiahnutych vo vaje¢nikoch samic generécii P a F,, ak je to vhodné,
— vydislenie poctu velkych Zltych teliesok (corpora lutea) vo vaje¢nikoch samic generdcie F,,

— Statisticky spracované vysledky, ak je to vhodné.

Parametre kohorty 2:

— podrobny opis postupov pouzivanych na normovanie vySetreni a postupov, ako aj prevddzkové vymedzenia
pojmov pre hodnotiace vySetrenia,

— zoznam vSetkych pouzitych testovacich postupov a odévodnenie ich pouzitia,

— podrobné ddaje o pouzitych behaviordlnych/funkénych, neuropatologickych a morfometrickych postupoch
vratane informdcif a podrobnych ddajov o automatickych zariadeniach,

— postupy na kalibriciu a zabezpecenie rovnocennosti zariadeni, ako aj vyvazenie testovacich skupin v rdmci
testovacich postupov,

— krétke odovodnenie, ktorym sa vysvetluje kazdé rozhodnutie obsahujice odborny posudok,

— podrobny opis vsetkych behaviordlnych/funkénych, neuropatologickych a morfometrickych ndlezov podla
pohlavia a ddvkovej skupiny vrtane ndrastu a poklesu v kontrolnej skupine,

— hmotnost mozgu,

— kazdd diagndza stanovend na zdklade neurologickych priznakov a 1ézii vritane prirodzene vznikajicich
chordb alebo podmienok,

— obrézky exemplarnych nilezov,
— obrazky s nizkou energiou na postidenie homoldgie ¢asti pouzivanych na morfometriu,

— Statistické spracovanie vysledkov vritane Statistickych modelov pouzivanych na analyzovanie wdajov
a vysledkov bez ohladu na to, & boli vyznamné alebo nie,

— vztah inych toxickych dc¢inkov k zdveru o neurotoxickom potencidli testovanej chemikélie podla pohlavia
a dévkovej skupiny,

— vplyv akejkolvek toxikokinetickej informacie na zavery,

— dtdaje podporujtce spolahlivost a citlivost testovacej metddy (t. j. pozitivne a historické kontrolné tidaje),
— vztahy, ak nejaké si, medzi neuropatologickymi a funkénymi tc¢inkami,

— hodnota NOAEL alebo referen¢nd dévka pre samice a potomstvo, podla pohlavia a ddvkovej skupiny,

— diskusia celkovej interpreticie tdajov na zdklade vysledkov vritane zdveru o tom, ¢i chemikdlia spdsobila
vyvojovi neurotoxicitu alebo nie, a na zdklade hodnoty NOAEL;



L 247(76 Uradny vestnik Eurépskej tnie 21.8.2014

Parametre kohorty 3:

— titer séra protildtky IgM (senzibilizdcia na SRBC alebo KLH) alebo slezinové jednotky IgM PFC (senzibilizdcia
na SRBC),

— vykondvanie metédy TDAR musi v rdmci procesu optimalizacie potvrdit laboratérium pri prvej priprave testu
a periodicky (napriklad raz ro¢ne) vsetky laboratérid,

— diskusia celkovej interpreticie idajov na zdklade vysledkov vritane zdveru o tom, ¢i chemikdlia sposobila
vyvojovi imunotoxicitu alebo nie, a na zdklade hodnoty NOAEL.

Rozbor vysledkov

Zdvery vrdtane hodnot NOAEL tykajiice sa ticinkov na rodicov a potomstvo

Predlozit by sa mali aj vietky informdcie neziskané pocas $tddie, ale uzitoné pre interpretaciu vysledkov (napri-
klad podobnost t¢inkov s akymikol'vek zndmymi neurotoxinmi).

Interpreticia vysledkov

80.  Rozsirend jednogeneracnd Sttidia reprodukénej toxicity poskytne podla potreby informécie o G¢inkoch opakovanej
expozicie chemikalii pocas vietkych fz reprodukéného cyklu. Stidia predovietkym poskytne informécie o repro-
dukénom systéme a o sledovanych faktoroch vyvoja, rastu, prezitia a o funkénych faktoroch potomstva
do 90. PND.

81. Interpreticia vysledkov $tddie musi zohladnit vietky dostupné informécie o chemikalii vratane fyzikdlno-chemic-
kych, toxikokinetickych a toxikodynamickych vlastnosti, dostupnych délezitych informdcif o Strukturdlnych analé-
gidch a vysledkov predchddzajicich $tadii toxicity testovanej chemikélie (napriklad akdtnej toxicity, toxicity po
opakovanej aplikdcii, $tidie mechanizmov a $tadie posudzujiice, ¢i existuji zdsadné kvalitativne a kvantitativne
rozdiely medzi druhmi, pokial ide o metabolické vlastnosti in vivofin vitro). Vysledky makroskopickej pitvy
a hmotnosti orgdnov sa postdia v stvislosti so zisteniami z inych $tadii pri opakovanych davkach, ak je to
mozné. Pokles vzrastu potomstva sa moze povazovat za prejav vplyvu testovanej chemikilie na zloZenie
mlieka (29).

Kohorta 2 (vyvojovd neurotoxicita)

82.  Neurobehaviordlne a neuropatologické vysledky sa interpretuji v stvislosti so vSetkymi ndlezmi, pri¢om sa
vyuziva pristup vahy dokazov a odborné posudky. Schémy behaviordlnych alebo morfologickych nélezov, ak
existuji, ako aj dokazy o vztahu medzi davkou a reakciou je potrebné podrobit rozboru. Tato charakterizacia by
mala zahffiaf aj hodnotenie vyvojovej neurotoxicity vrdtane epidemiologickych stidii na Tudoch alebo sprdv
o pripadoch, a tiez experimentilne $tidie zvierat (napriklad toxikokinetické tdaje, informdcie o Strukturdlnej
innosti, Gdaje z inych $tadii toxicity). Hodnotenie ddajov musi zahffiat aj rozbor biologickej a Statistickej
vyznamnosti. Do hodnotenia sa musi zahrnif aj vztah, ak existuje, medzi pozorovanymi neuropatologickymi
zmenami a zmenami sprdvania. Usmernenie k interpretdcii vysledkov vyvojovej neurotoxicity je obsiahnuté v testo-
vacej metdde B.53 (35) a v publikécii Tyla a kol., 2008 (31).

Kohorta 3 (vyvojovd imunotoxicita)

83.  Potlacenie alebo posilnenie funkcie imunity, posudzované metédou TDAR (T-cell dependant antibody response —
protilatkovd reakcia zavisld od T-buniek), sa musi hodnotit v stvislosti so vSetkymi vykonanymi pozorovaniami.
Vyznam vysledku testu TDAR moézu podporit iné G¢inky na ukazovatele stivisiace s imunoldgiou (napriklad
bunecnost kostnej drene, hmotnost a histopatologické vysetrenie lymfatickych tkaniv, rozloZenie podskupiny
lymfocytov). Uéinky stanovené metédou TDAR moéZu mat mensi vyznam v pripade, Ze iné toxicity boli pozoro-
vané pri niz$ich koncentraciach expozicie.

84. Pomoc pri interpreticii vysledkov skdmania reprodukcie a neurotoxicity poskytne usmerfiovaci dokument
OECD 43 (26).
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Dodatok ¢. 1

Kritérid a pozorovania zahrnuté vo funk¢énej pozorovacej batérii (kohorta 2a)

Domovska klietka a otvoreny priestor

Manipuldcia

Fyzioldgia

Postoj

Jednoduchost odstranenia

Teplota

Nedobrovolné sklbavé pohyby
a svalové napitie

Jednoduchost zaobchddzania

Telesnd hmotnost

Palpebrélne zatvorenie

Svalovy tonus

Reakcia zrenicky

Piloerekcia Reakcia na pribliZenie Velkost zrenicky
Slinenie Reakcia na dotyk
Slzenie Sluchovd reakcia

Vydavanie zvukov

Reakcia na stisnutie chvosta

Odchov Polohova reakcia

Odchylky chodze Slabost dopadajtcich noh
Vzrusenie Sila zovretia prednymi koncatinami
Stereotypy Sila zovretia zadnymi koncatinami

Vystredné spravanie

Skvrny

Respiracné odchylky
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Dodatok ¢. 2

VYMEDZENIA POJMOV
Chemikdlia: litka alebo zmes

Testovand chemikdlia: akdkol'vek litka alebo zmes testovand pomocou tejto testovacej metdy
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B.57. SKUSKA STEROIDOGENEZY H295R

UvoD

1. Této testovacia metdda je rovnocennd s usmernenim OECD na vykondvanie testov (TG) 456 (2011). OECD
spustila v roku 1998 prioritnd aktivitu na revidovanie a vypracovanie novych usmerneni na vykondvanie testov
na skrining a testovanie moznych chemikalii nartsajicich endokrinny systém. Koncepény rdimec OECD na testo-
vanie a hodnotenie chemikalif nardsajiacich endokrinny systém z roku 2002 pozostdva z piatich trovni, pricom
kazda droven zodpovedd inej drovni biologickej ndrocnosti (1). Skaska in vitro steroidogenézy H295R (H295R)
opisand v tejto testovacej metde pouziva fudskdl bunkovil liniu adrenokarcinému (bunky NCI-H295R) a predsta-
vuje ,skasku in vitro, ktord poskytuje mechanistické daje‘ na trovni 2, ktoré sa pouzivajii na tcely skriningu
a prioritizacie. Toto testovanie sa na vySetrenie chemickych dc¢inkov na steroidogenézu, najmi na produkciu
17B-estradiolu (E2) a testosterénu (T), vypracovalo a Standardizovalo vo viacerych krokoch. Skiska H295R sa
optimalizovala a validovala (2) (3) (4) (5).

2. Cielom skuigky steroidogenézy H295R je urcit chemikdlie, ktoré ovplyviiuji produkciu E2 a T. Skaskou H295R sa
maju identifikovat xenobiotikd, ktorych cielovym miestom/cielovymi miestami st endogénne zlozky, ktoré tvoria
vnuitrobunkovii biochemicki cestu zacinajucu sledom reakcii od cholesterolu po produkciu E2 afalebo T.
Skuskou H295R sa nemajt identifikovat chemikalie, ktoré ovplyviluji steroidogenézu v désledku Gcinkov na os
HPG (hypotalamus-hypofyza-pohlavné Zzlazy). Cielom skiisky nie je poskytnit odpoved ANO/NIE, pokial ide
o potencidl chemikdlie indukovat alebo obmedzit produkciu T a E2; v niektorych pripadoch vSak mozno ziskat
kvantitativne vysledky (pozri odseky 53 a 54). Vysledky skusky sa vyjadruji ako relativne zmeny produkcie
horménov v porovnani s kontrolami s aplikdciou rozpustadla. Cielom skasky nie je poskytnit konkrétne mecha-
nistické informécie tykajice sa interakcie testovanej chemikélie s endokrinnym systémom. Vykonal sa vyskum
s pouzitim bunkovej linie na identifikdciu Gc¢inkov na Specifické enzymy a prostredné hormény, ako je napriklad
progesterén (2).

3. Vymedzenia pojmov a skratky pouzité v tejto testovacej metdde sii opisané v dodatku. Podrobny protokol vritane
pokynov na pripravu roztokov, kultiviciu buniek a vykondvanie réznych aspektov testu st k dispozicii ako
dodatok I az III k dokumentu OECD s ndzvom Multi-Laboratory Validation of the H295R Steroidogenesis Assay
to Identify Modulators of Testosterone and Estradiol Production (4).

UVODNE UVAHY A OBMEDZENIA

4.V biosyntéze pohlavnych steroidnych horménov posobi pit roznych enzymov, ktoré katalyzuji Sest roznych
reakcil. Enzymatickd konverzia cholesterolu na pregnenolon enzymom Stiepiacim cholesterolovy postranny
retazec (CYP11A) cytochréomu P450 (CYP) predstavuje prvy krok v sérii biochemickych reakci, ktoré kulminuji
syntézou steroidnych kone¢nych produktov. V zavislosti od poradia dalsich dvoch reakcif sa steroidogenetickd
draha rozdeluje na dve drdhy, drahu A’-hydroxysteroidu a drdhu A*ketosteroidu, ktoré sa spdjaji do produkcie
androsténdiénu (obrdzok ¢. 1).

5. Androsténdion sa meni na testosterén (T) dehydrogendciou 17p-hydroxysteroidu (17p-HSD). Testosteron je tak
medziprodukt, ako aj kone¢ny hormonélny produkt. T sa u samcov mozZe menit na dihydrotestosterén (DHT)
Sa-reduktdzou, ktord sa nachddza v bunkovych membranach, obale bunkového jadra a v endoplazmatickom reti-
kule cielovych tkaniv androgénnej cinnosti, ako s prostata a semenné mechiiriky. DHT je ako androgén
podstatne silnej3i ako T a povaZzuje sa tieZ za kone¢ny hormoén. Skiiskou H295R sa nemeria DHP (pozri odsek 10).

6.  Enzym v steroidogénnej dréhe, ktory premieiia androgénne chemikalie na estrogénne chemikalie, je aromataza
(CYP19). CYP19 premientia T na 17f-estradiol (E2) a androstendién na estron. E2 a T sa povazuji za konecné
hormény steroidogenézy.

7. Specifickost ¢innosti lydzy CYP17 je u jednotlivych druhov pre prostredné substraty rozdielna. U ludi uprednost-
fiuje tento enzym substrity drdhy AS-hydroxysteroidu (pregnenolon), zatial ¢o u potkanov sa uprednostiiuji
substraty v dréhe A*-ketosteroidu (progesterén) (19). Tymito rozdielmi ¢innosti lydzy CYP17 mozno vysvetlit
rozdielne reakcie jednotlivych druhov na chemikalie, ktoré menia steroidogenézu in vivo (6). Ukdzalo sa, Ze
bunky H295 najlepsie odrdZajii model expresie enzymu ludskej dospelej nadoblicky a produkcie steroidu (20), ale
je zndme, Ze exprimuji enzymy pre drdhu AS-hydroxysteroidu a aj pre drdhu A*ketosteroidu pre androgénnu
syntézu (7) (11) (13) (15).
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Obrdzok ¢. 1

Steroidogenéza v bunkich H295R

LYP1IA {YP17
Cholesterol Pregnenoléon  §

Progesterdn r Androsténdién \

ar21 21 i7BHSD L P19

11-Deoxykortikosterén Deoxykortizol Testosterén  Estrdn
P18 i

Kortikosteron \ 17p-estradiol y

Aldosteron
Pozndmka:

Enzymy s oznaené kurzivou, hormény sti oznacené tuénym pismom a $ipky oznacuji smer syntézy. Sedé
pozadie oznacuje drdhy/produkty kortikosteroidov. Drdhy/produkty pohlavnych steroidov st zakrizkované.
CYP = cytochrém P450; HSD = hydroxysteroid-dehydrogenaza; DHEA = dehydroepiandrosteron.

8. Ludskd bunkovd linia adrenokarcinému H295R je uZito¢ny in vitro model skiimania t¢inkov na syntézu steroid-
nych horménov (2) (7) (8) (9) (10). Bunkové linia H295R exprimuje gény, ktoré kéduju pre vietky klucové
enzymy pre steroidogenézu uvedent skor v texte (11) (15) (obrdzok €. 1). Je to jedinetnd vlastnost, pretoZe
expresia in vivo tychto génov je Specifickd pre jednotlivé tkanivd a vyvojové stupne, priom zvycajne Ziadne
tkanivo ani ziadny vyvojovy stupenl neexprimuje vietky gény zacastiiujlice sa na steroidogenéze (2). Bunky H295R
maja fyziologické charakteristiky buniek zondlne nediferencovanych ludskych fetdlnych nadobliciek (11). Bunky
predstavuji jedine¢ny systém in vitro, kedZe majii schopnost produkovat vietky steroidné hormény, ktoré sa
nachddzaji v kore dospelej nadobli¢ky a v pohlavnych zlazdch, co umoziiuje testovanie Gi¢inkov na syntézu korti-
kosteroidov a aj na produkciu pohlavnych steroidnych horménov, ako st androgény a estrogény, hoci skiska je
validovand len na zistovanie T a E2. Zmeny zaznamenané systémom testovania vo forme zmeny produkcie T a E2
moZu byt vysledkom mnohych roznych interakeii testovanych chemikélii so steroidogénnymi funkciami, ktoré
exprimuji bunky H295R. Medzi ne patri zmena expresie, syntézy alebo funkcie enzymov zdcastiiujicich sa na
produkcii, premene alebo odstrafiovani steroidnych horménov (12) (13) (14). Inhibicia produkcie horménov
moZe byt sposobend priamou konkurenénou viazbou na enzym v drihe, vplyvom na spolufaktory, ako st NADPH
(nikotinamid adenin dinukleotid fosfit) a cAMP (cyklicky adenozinmonofosfat), ajalebo zvys$enim steroidného
metabolizmu alebo potlacenim génovej expresie urditych enzymov v steroidogenéze. Zatial ¢o inhibicia méze byt
funkciou priamych alebo nepriamych procesov stvisiacich s produkciou hormoénov, indukcia je zvycajne
nepriama, napriklad tym, Ze ovplyviiuje spolufaktory, ako st NADPH a cAMP (ako v pripade forskolinu), zniZuje
steroidny metabolizmus (13) alebo zvy3uje steroidogénovi expresiu génov.

9.  Skaska H295R md viaceré vyhody:

— umoziuje ur¢it zvysenie a zniZenie produkcie T a E2;

— umoziuje priame postdenie mozného vplyvu chemikdlie na Zivotaschopnost/cytotoxicitu buniek. Je to dole-
zity prvok, kedZe umoznuje rozliSovat G¢inky sposobené cytotoxicitou od tcinkov sposobenych priamou inte-
rakciou chemikdlii so steroidogenézou, ¢o nie je mozné v systémoch tkanivovych explantitov, ktoré pozostd-
vajii z rozmanitych typov buniek roznej citlivosti a roznych funkénosti;
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— nevyzaduje si pouZitie zvierat;
— bunkova linia H295R je komer¢ne dostupnd.

10.  Zéasadné obmedzenia skasky s tieto:

— jej metabolickd schopnost je neznidma, pravdepodobne je vSak pomerne obmedzend; preto sa v tejto skiske
pravdepodobne prehliadnu chemikilie, ktoré sa musia metabolicky aktivovat;

— kedZe H295R sa ziskava z tkaniva nadobliciek, obsahuje enzymy schopné produkovat glukokortikoidy a mine-
ralokortikoidy, ako aj pohlavné hormény, preto by Géinky na produkciu glukokortikoidov a mineralokortiko-
idov mohli ovplyvnit drovne T a E2 pozorované v skiske;

— nemeria DHT, a preto zrejme nezisti chemikdlie, ktoré potlacaji 5a-reduktdzu, v takomto pripade sa moze
pouzit Hershbergerov test(16);

— skaskou H295R sa nezistia chemikalie, ktoré nartsaju steroidogenézu ovplyvnenim HPG osi (hypotalamus-
hypofyza-pohlavné zlazy), kedZe to mozno skiimat len v pripade neporusenych zvierat.

PRINCIP TESTU

11.  Cielom skusky je zistit chemikélie, ktoré ovplyviiuji produkciu T a E2. T je tieZz medzistuperi v produkcii E2.
Skiiskou mozno zistit chemikalie, ktoré typicky potldcajii alebo indukuji enzymy steroidogenézy.

12.  Skaska sa zvyCajne vykondva v Standardnych podmienkach kultivicie buniek na 24-jamkovych platnickich pre
bunkové kultdry. Pripadne mozno na vykonanie skasky pouzit platnicky inych velkosti; nasadenie a podmienky
skasky by sa viak mali vhodne upravit tak, aby boli dodrzané kritérid vykondvania.

13.  Po aklimatiza¢nom obdobi 24 hodin na viacjamkovych platnickach sa bunky po dobu 48 hodin vystavia siedmim
koncentracidm testovanych chemikalii, a to minimélne trojmo. Rozpustadlo, zndmy inhibitor a spusta¢ produkcie
horménov sa testujii v pevnej koncentrécii ako negativne a pozitivne kontrolné vzorky. Na konci doby expozicie
sa z kazdej jamky odstrani médium. Zivotaschopnost buniek v kazdej bunke sa analyzuje hned po odstraneni
média. Koncentricie horménov v médiu mozno merat pomocou rdznych metdd, a to aj pomocou komeréne
dostupnych sdprav na meranie horménov afalebo instrumentdlnych met6d, ako je napriklad metéda kvapalinovej
kromatografie — hmotnostnej spektrometrie (LC-MS). Udaje sa vyjadruji ako ndsobnd zmena v porovnani
s kontrolou rozptstadla a najnizSou koncentrdciou s pozorovanym ucinkom (LOEC). Ked je skaska negativna,
najvyssia testovand koncentrcia sa uvedie ako koncentrécia bez pozorovaného t¢inku (NOEC). Zavery tykajtce
sa schopnosti chemikdlie ovplyvnit steroidogenézu by mali byt zaloZené najmenej na dvoch nezdvislych poku-
soch. Prvy pokus moéze fungovat ako pokus na zistenie rozsahu, v druhom a pripadne trefom pokuse sa rozsahy
nésledne upravujd, ak sa vyskytna problémy s rozpustnostou alebo cytotoxicitou alebo ak sa zdd, Ze chemikalia je
na konci rozsahu testovanych koncentracii.

PRIPRAVA KULTUR

Bunkovi4 linia

14.  Bunky NCI-H295R st komeréne dostupné z kolekcie kultdr amerického typu (ATCC) po podpisani dohody
o prenose materidlu (MTA) (").

Uvod

15. Z dovodu zmien schopnosti buniek produkovat E2 s narastajicim vekom/zvySujicimi sa pasdzami (2) by sa
bunky pred pouzitim mali kultivovat na zdklade osobitného protokolu a poétu pasdzi, kedze bunky boli rozmra-
zené, a mal by sa poznamenat aj polet pasazi, pri ktorom boli bunky zamrazené a umiestnené v tekutom dusiku
na uskladnenie. Prvym ¢&islom sa oznacuje aktudlne ¢islo pasdze bunky a druhym &islom sa opisuje pocet pasdzi,
pri ktorom sa bunky zamrazili a uskladnili. Napriklad bunky, ktoré sa zamrazili po piatej pasdzi a rozmrazili,
a potom sa trikrat delili (4 pasdze, pricom Cerstvo rozmrazené bunky sa pocitaji ako pasiz 1), by sa po opitovnej
kultivécii oznacili ako pasdz 4.5. Priklad systému ¢islovania je zndzorneny v dodatku €. 1k validacnej sprave (4).

16. Zasobné médium sa pouziva ako zdklad pre obohatené a mraziace médium. Obohatené médium je potrebné na
kultiviciu buniek. Mraziace médium je osobitne uréené na umoznenie mrazenia buniek na dlhodobé skladovanie

(') ATCC CRL-2128; ATCC, Manassas, VA, USA, [http://www.Igcstandards-atcc.org].
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bez akychkolvek acinkov. Pred pouzitim by sa malo NuSerum (alebo porovnatelné sérum s rovnakymi vlastno-
stami, u ktorého sa preukdzalo, 7e produkuje tidaje v silade s poZziadavkami na efektivnost testu a kontrolu
kvality), ktoré je zlozkou obohateného média, analyzovat na koncentricie T a E2 v pozadi. Priprava tychto
roztokov sa popisuje v dodatku ¢. IT k valida¢nej sprave (4).

17.  Po aktivécii bunkovej kultiry H295R z po6vodnej série ATCC by sa bunky mali namnoZit pre pat pasdzi (t. j.
bunky sa delia Styri krdt). Bunky z piatej pasdZe sa potom zmrazia v tekutom dusiku na uskladnenie. Pred zmra-
zenim buniek sa vzorka buniek z predchddzajiicej Stvrtej pasdZe otestuje na platnicke na kontrolu kvality (pozri
odseky 36 a 37) na overenie, ¢i zdkladnd produkcia horménov a reakcia na pozitivne kontrolné chemikdlie
splitaju kritérid kontroly kvality skisky vymedzené v tabulke 5.

18.  Bunky H295R sa musia kultivovaf, mrazit a uskladiiovat v tekutom dusiku, aby boli k dispozicii bunky vhodnej
pasdzefveku na kultiviciu a pouzitie. Maximdlny pocet pasdzi po prevzati novej (') alebo zmrazenej (%) série
buniek na kultivdciu, ktory je prijatelny na pouzitie v skiske H295R, by mal byt najviac 10. Napriklad prijatelné
pasdze pre kultdry buniek zo série zmrazenej v pasdzi 5 by boli od 4.5 do 10.5. V pripade buniek aktivovanych
z tychto zmrazenych sérif sa dodrZzuje postup popisany v odseku 19. Tieto bunky by sa pred svojim pouzitim
v testovani mali kultivovat najmenej styri (4) dalie pasdze (pasaz 4.5).

Startovacie bunky zo zmrazenych zisob

19.  Postup na aktiviciu buniek zo zmrazenych zdsob sa pouzije, ked' sa na acely kultivicie a testovania vyberie novéd
séria buniek zo zdsob uskladnenych v tekutom dusiku. Podrobné informdcie pre tento postup sa uvadzaji
v dodatku ¢. Il k valida¢nej sprave (4). Bunky sa vyberd z tekutého dusika, rychlo sa rozmrazia, vloZzia sa v oboha-
tenom médiu do odstredivkovej skiimavky, odstredia sa pri izbovej teplote, resuspenduji sa v obohatenom médiu
a prenest sa do kultiva¢nej banky. Médium by sa malo dal3i dent vymenit. Bunky H295R sa kultivujii v inkubdtore
pri 37 °C vo vzdusnej atmosfére s 5 %CO, a médium sa meni za nové dva- az trikrdt za tyzden. Ked st bunky
konfluentné na priblizne 85 az 90 %, mali by sa delif. Delenie buniek je potrebné na zabezpecenie zdravia a rastu
buniek a na zachovanie buniek na vykondvanie biologickych testov. Bunky sa trikrdt oplachnu s fosfitovo tlmivym
fyziologickym roztokom (PBS bez Ca** Mg?*) a uvolnia sa z kultiva¢nej banky pridanim vhodného oddelujiiceho
enzymu, napr. trypsinu, do fosfitovo tlmivého roztoku (bez Ca?* Mg?). Ihned po oddeleni buniek od kultiva¢nej
banky by sa enzymatickd reakcia mala zastavit pridanim obohateného média v trojndsobnom pomere k objemu
pouzitému na enzymatickil dpravu. Bunky sa vlozia do odstredivkovej skiimavky, odstredia sa pri izbovej teplote,
odstrdni sa supernatant a peleta buniek sa resuspenduje v obohatenom médiu. Vhodné mnozstvo bunkového
roztoku sa umiestni do novej kultivacnej banky. MnoZstvo bunkového roztoku by sa malo upravit tak, aby boli
bunky konfluentné do 5 az 7 dni. Odportcany subkultivaény pomer je 1:3 az 1:4. Platni¢ka by sa mala starostlivo
oznacif. Bunky si teraz pripravené na pouzitie v skiske a nadbytoc¢né bunky by sa mali zmrazit v tekutom
dustku, ako sa opisuje v odseku 20.

Mrazenie buniek H295R (priprava buniek na uskladnenie v tekutom dusiku)

20.  Pri priprave buniek H295R na zmrazenie sa dodrZuje postup popisany vyssie v stvislosti s delenim buniek az po
krok resuspendicie pelety buniek na dne odstredivkovej skiimavky. Tu sa peleta buniek resuspenduje v mraziacom
médiu. Roztok sa prenesie do kryogenickej nadobky, prislusne sa ozna¢i a mrazi sa pri — 80 °C po dobu 24 hodin,
potom sa kryogenickd nddobka prenesie do tekutého dusiku na uskladnenie. Podrobné informdcie o tomto
postupe sa uvadzaji v dodatku ¢. III k validacnej sprave (4).

Platnicky a predinkubdicia buniek na testovanie

21.  Potrebny pocet 24-jamkovych platni¢iek pripravenych podla opisu v odseku 19 zdvisi od poctu testovanych
chemikalii a konfluencie buniek v kultivaénych miskdch. Spravidla jedna kultivaénd banka (75 cm?) s bunkami
konfluentnymi na 80 az 90 % poskytne dostatok buniek pre jednu az 1,5 (24-jamkovi) platnicku v cielovej
hustote 200 000 az 300 000 buniek na ml média, z ¢oho vyplyva priblizne 50 az 60 % konfluencia v jamkach
po 24 hodindch (obrazok €. 2). To je typicky optimdlna hustota buniek na produkciu horménov v skuske. Pri
vyssich hustotdch sa meni charakteristika produkcie T a aj E2. Pred prvym vykonanim skuisky sa odporica testo-
vanie roznych hustot nasadenia od 200 000 do 300 000 buniek na ml a hustota, ktord povedie k 50 — 60 %
konfluencii v jamke po 24 hodindch, sa vyberie pre dalsie skasky.

(") Novd séria‘ oznacuje Cerstva sériu buniek z ATCC.
() ,Zmrazend séria’ oznacuje bunky, ktoré boli predtym kultivované a zmrazené v laboratériu inom nez ATCC.
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Obrdzok ¢. 2

Fotomikrograf buniek H295R pri hustote nasadenia 50 % na 24-jamkovej kultivacnej platnicke po
24 hodinich vyhotoveny na kraji (A) a v strede (B) jamky

22.  Meédium sa pipetou odoberie z kultivacnej banky a bunky sa trikrdt preplachnu sterilnym fosfitovo tlmivym fyzio-
logickym roztokom (bez Ca2*Mg?’). Na oddelenie buniek od kultivacnej banky sa pridd enzymaticky roztok (vo
fosfatovo tlmivom fyziologickom roztoku). Po vhodnom ¢ase na oddelenie buniek by sa enzymatickd reakcia mala
zastavit pridanim obohateného média v trojndsobnom pomere k objemu pouZzitému na enzymaticki Gpravu
Bunky sa vlozia do odstredivkovej skimavky, odstredia sa pri izbovej teplote, odstrdni sa supernatant a peleta
buniek sa resuspenduje v obohatenom médiu. Hustota buniek sa vypocita s pouzitim napr. hemocytometra alebo
pocitadla buniek. Bunkovy roztok by sa mal rozriedit na Zelani ockovaciu hustotu a poriadne premiesat na
zaistenie homogénnej hustoty buniek. Bunky by sa mali na platnicky vkladat s 1 ml bunkového roztoku na jamku
a platnicky a misky sa oznacia. Nasadené platnicky sa inkubuji pri 37 °C vo vzdusnej atmosfére s obsahom menej
ako 5 % CO, po dobu 24 hodin, aby sa bunky mohli prichytit k jamkdm.

POZIADAVKY NA KONTROLU KVALITY

23.  Je dolezité, aby sa do jamiek pocas ddvkovania dali presné mnozstvd roztokov a vzoriek, pretoZe tieto objemy
uréujti koncentricie pouzité pri vypocte vysledkov skusky.

24, Pred zacatim kultivicie buniek a ndslednym testovanim by kazdé laboratérium malo preukdzat citlivost svojho
systému merania hormoénov (odseky 29 az 31).

25.  Ked sa maji pouzit skisky na meranie horménov zaloZené na protildtkach, testované chemikélie by sa pred
zaCatim testovania mali analyzovat na potencidl narusit systém merania pouzity na kvantifikiciu T a E2, ako sa
popisuje v odseku 32.
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26. DMSO je odporticané rozpustadlo pre skisku. Ak sa pouzije iné rozpustadlo, mali by sa urcit tieto faktory:

— rozpustnost testovanej chemikalie, forskolinu a prochlorazu v rozpustadle; a
— cytotoxicita ako funkcia koncentrécie rozptstadla.

Odporica sa, aby maximalna pripustnd koncentrcia rozpustadla nepresiahla 10-ndsobné rozriedenie najmenej
cytotoxickej koncentrécie rozpustadla.

27.  Pred prvym testovanim by laboratérium malo vykonat kvalifika¢ny pokus na preukdzanie, Ze laboratérium je
schopné udrzat a dosiahnut vhodnt bunkovi kultdru a podmienky skisky potrebné na testovanie chemikdlii, ako
sa popisuje v odsekoch 33 az 35.

28.  Pri zacat{ testovania novej série buniek by sa pred pouZitim novej série buniek najprv mala otestovat kontrolnd
platnicka, aby sa postdilo spravanie buniek, ako sa popisuje v odsekoch 36 a 37.

Systém merania horménov

Citlivost metddy, spravnost, presnost a kriZovd reaktivita so vzorovou matricou

29. Kazdé laboratérium moze na analyzu produkcie T a E2 bunkami H295R pouZivat systém merania horménov
podla vlastného vyberu, pokial splna kritérid vykondvania vratane limitu kvantifikdcie. Nomindlne to st 100 pg/ml
pre Ta 10 pg/ml pre E2 zalozené na zdkladnych hormonalnych trovniach pozorovanych vo valida¢nych $tadidch.
Mozu viak byt vhodné aj vicsie alebo nizsie Grovne v zdvislosti od zdkladnych hormondlnych trovni dosiahnu-
tych vo vykondvajiicom laboratériu. Kym laboratérium zacne testy na platnickdch na kontrolu kvality a skiigobné
pokusy, malo by preukazat, Ze skiiskou horménov, ktord sa md pouzit, sa mézu merat koncentracie horménov
v obohatenom médiu so spravnostou a presnostou dostato¢nymi na dodrzanie kritérii kvality kontroly stanove-
nych v tabulkdch 1 a 5 analyzovanim obohateného média s vniitornou kontrolou horménov. Do obohateného
média by sa mali pridat najmenej tri koncentrécie z kazdého horménu (napr. 100, 500 a 2 500 pg/ml T; 10, 50
a 250 pg/ml E2; alebo sa pre najnizsie obohacovacie koncentricie T a E2 mo6Zu pouzit najniz$ie mozné koncen-
tricie zaloZené na detekénych limitoch zvoleného systému merania horménov) a potom sa analyzuji. Namerané
koncentracie horménov v neextrahovanych vzorkach by mali byt do 30 % nominalnych koncentrécif a variabilita
opakovanych merani rovnakej vzorky by nemala presiahnut 25 % (pozri aj tabulku 8, v ktorej sa uvadzaji dalsie
kritérid kontroly kvality). Ak st splnené tieto kritérid kontroly kvality, predpoklada sa, Ze zvolend skdska merania
hormoénov je dostato¢ne spravna, presnd a nema krizovi reakciu so zlozkami v médiu (vzorovd matrica) tak, Zeby
sa oCakavalo vyznamne ovplyvnenie vysledku skigky. V takomto pripade sa nevyzaduje extrakcia vzoriek pred
meranim horménov.

30. V pripade, Ze kritérid kontroly kvality v tabulkdch 1 a 8 nie st splnené, moéze nastat vyznamny matricovy Gcinok,
a mala by sa vykonat skaska s extrahovanym doplnenym médiom. Priklad postupu extrakcie je popisany
v dodatku €. 1I k validatnej sprave (4). Koncentracie horménov v extrahovanych vzorkich by sa mali merat
trojmo. (') Ak sa dd dokazat, ze zlozky média po extrakcii nenarti$aji metédu zistovania horménov v zmysle
vymedzeni kritéril kontroly kvality, vSetky dalsie skasky by sa mali vykonat s pouzitim extrahovanych vzoriek.
Ak po extrakcii nie je mozné splnit kritérid kontroly kvality, pouzity systém merania horménov nie je vhodny na
ucely skisky steroidogenézy H295R a mala by sa pouzit ind metdda zistovania horménov.

Standardnd krivka

31.  Koncentracie horménov kontrolnych vzoriek s aplikdciou rozpustadla by sa mali pohybovat v linedrnej Casti $tan-
dardnej krivky. Hodnoty kontrol s aplikiciou rozpustadla by sa podla moznosti mali nachddzat v strede linedrnej
Casti, aby bolo mozné merat indukciu a inhibiciu syntézy horménov. Primerane sa zvolia riedenia média (alebo
extrakty), ktoré sa maji merat. Linedrny vztah sa ur¢ vhodnym Statistickym postupom.

Test interferencie chemikdlii

32. Ak sa majii na meranie horménov pouzit skisky zalozené na protildtkach, ako napriklad enzymatickd imunosor-
bentnd analyza ELISA a rddioimunologické skiisky (RIA), kazdd chemikdlia by sa pred zacatim skuto¢ného testo-
vania chemikalil mala otestovat na mozni interferenciu so systémom merania horménov [dodatok ¢. III k vali-
dacnej sprave (4)], pretoze niektoré chemikalie mozu nartsat tieto testy (17). Ak nastane interferencia, ktord je
> 20 % zdkladnej hormondlnej produkcie pre T afalebo E2 podla stanovenia analyzou horménov, mal by sa
vykonat test interferencie pri skaske posobenia chemikdlii na hormény [ako sa popisuje v dodatku ¢ III

(') Pozndmka: Ak sa poZaduje extrakcia, vykonaji sa tri opakované merania pre kazdy extrakt. Kazdd vzorka sa extrahuje len raz.
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k valida¢nej sprave (4) oddiel 5.0] vo v3etkych riedeniach zdsobnych roztokov testovanych chemikalii na urenie
prahovej davky, pri ktorej nastane interferencia (> 20 %). Ak je interferencia mensia ako 30 %, vysledky mozno
upravit o interferenciu. Ak interferencia presahuje 30 %, tdaje sii neplatné a udaje z tychto koncentrécii by sa
mali vyradif. Ak nastane vyznamnd interferencia testovanej chemikélie so systémom merania horménov pri viac
ako jednej necytotoxickej koncentrdcii, mal by sa pouzZif iny systém merania horménov. V zdujme zamedzenia
interferencie kontaminujticich chemikélii sa odporca, aby sa hormény extrahovali z média s pouzitim vhodného
rozpustadla, mozné metédy mozno néjst vo validacnej sprave (4).

Tabulka 1

Kritérid pre systémy merania horménov

Parameter Kritérium

Citlivost metédy merania Limit kvantifikdcie (LOQ — Limit of quantification)
T: 100 pg/ml; E2: 10 pg/ml ()

Ucinnost extrakcie horménov (len Priemerné miery vytaznosti (na zdklade trojitych merani) v pripade dopl-
v pripade potreby extrakcie) nenych mnoZstiev horménov by sa nemali od dodaného mnozstva
odchylovat o viac nez 30 %.

Interferencia chemikélie (len v pripade | Nemala by nastat Ziadna vyznamnd (> 30 % zdkladnej produkcie prislus-
systémov zaloZenych na protildtkach) | ného horménu) krizové reakcia so Ziadnym horménom produkovanym
bunkami () (<)

(") Pozndmka: Limity metédy merania vychddzaji z hodnot zdkladnej produkcie horménov uvedenych v tabulke 5 a sa zalo-
zené na vysledkoch. Ak je mozné dosiahnut vyssiu zdkladna produkciu horménov, limit moze byt vacsi.

(v) Niektoré protildtky T a E2 moZu mat pri vyssich percentudlnych podieloch krizovi reakciu s androstendiénom a estrénom.
V takychto pripadoch nie je mozné spravne uréit Gcinky na 178-HSD. Udaje viak mozu aj tak poskytndit uzitocné infor-
mécie o tG¢inkoch na vieobecnti produkciu estrogénu alebo androgénu. V takychto pripadoch by sa tidaje mali vyjadrit ako
reakcie androgénu/estrogénu a nie E2 a T.

(9) Tieto zahfnaju: cholesterol, pregnenolén, progesterén, 11-deoxykortikosterdn, kortikosterén, aldosterén, 17a-pregneno-
16n,17a-progesterén, deoxykortizol, kortizol, DHEA, androstendi6n, estron.

Skaska sposobilosti laboratéria

33.  Laboratérium by malo pred testovanim nezndmych chemikélii preukdzat, Ze je sposobilé dosiahnuf a udrzat
vhodné bunkové kultiry a testovacie podmienky potrebné na tGspesné vykonanie skisky, a to vykonanim skasky
sposobilosti laboratéria. Kedze vykonanie skisky je priamo spojené s persondlom laboratéria, ktory vykondva
skasku, tieto postupy by sa mali ¢iasto¢ne opakovat pri zmene persondlu laboratéria.

34.  Tato skaska sposobilosti sa vykond za rovnakych podmienok uvedenych v odsekoch 38 az 40 expoziciou buniek 7
zvySujlicim sa koncentricidm silnych, strednych a slabych induktorov a inhibitorov a aj negativnym chemikélidm
(pozri tabulku 2). Medzi chemikalie, ktoré sa maju testovat, patria najmd silny induktor forskolin (¢. CAS 66575-
29-9); silny inhibitor prochloraz (¢. CAS 67747-09-5); stredny induktor atrazin (¢. CAS 1912-24-9); stredny inhi-
bitor aminoglutetimid (€. CAS 125-84-8); slaby induktor (produkcia E2) a slaby inhibitor (produkcia T) bisfenol
A (¢. CAS 80-05-7); a negativna chemikdlia ludsky choriovy gonadotropin (HCG) (¢. CAS 9002-61-3), ako sa
uvddza v tabulke 2. Pre vetky chemikalie sa pouziji osobitné platnicky a pouzije sa formét uvedeny v tabulke 6.
Pri kazdom dennom testovani chemikalif by sa mala na preukdzanie sposobilosti testovat aj jedna platnicka na
kontrolu kvality (tabulka 4, odseky 36 a 37).

Tabulka 2

Chemikilie na preukdzanie sposobilosti a expozi¢né koncentricie

Chemikalia na preukdzanie

PRI T Testovacie koncentracie [uM
sposobilosti (M]

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

Forskolin 0@®,003,01,0,3,1, 3,10, 30
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35.

36.

37.

Chemikalia na preukdzanie

sposobilosti Testovacie koncentracie [uM]

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

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

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

HCG 0(®; 0,03;0,1; 1; 3; 10; 30; 100

(%) Kontrola (0) s aplikdciou rozpustadla (DMSO), 1 ul DMSO/jamka

Vystavenie H295R posobeniu chemikadlif na preukdzanie sposobilosti by sa pocas skisky sposobilosti laboratéria
malo vykondvat na 24-jamkovych platnickdch. Davkovanie je v pripade v3etkych dévok testovanych chemikali
v uM. Déavky by sa mali poddvat v DMSO pri 0,1 % v/v na jamku. V3etky testovacie koncentricie by sa mali
testovat v troch jamkach (tabulka 6). Pre kazdt chemikdliu sa pouzijii osobitné platnicky. Pri kazdom dennom
testovani by sa mala pouzit aj jedna platnicka na kontrolu kvality.

Zivotnost buniek a horm(’)ny by sa mali analyzovat podla odsekov 42 az 46. Prahovd hodnota (najniZSia koncen-
trdcia s pozorovanym ucinkom, LOEC) a rozhodnutie o klasifikdci{ by sa mali vykazovat a porovndvat podla

hodnot uvedenych v tabulke 3. Udaje sa povazujt za prijatelné, ked splfajii LOEC a rozhodnutie o klasifikdcii
uvedené v tabulke 3.

Tabulka 3

Prahové hodnoty (LOEC) a rozhodnutie o klasifikicidch pre chemikdlie na preukdzanie spdsobilosti

LOEC [pM] Rozhodnutie o klasifikacii

¢. CAS

T E2 T E2

21.8.2014

Prochloraz

67747-09-5

<1,0

+ (9) (inhibicia)

+ (inhibicia)

Forskolin

66575-29-9

+ (indukcia)

+ (indukcia)

Atrazin

1912-24-9

<100

<10

+ (indukcia)

+ (indukcia)

Aminoglutetimid

125-84-8

IN

100

< 100

+ (inhibicia)

+ (inhibicia)

Bisfenol A

80-05-7

<10

<10

+ (inhibicia)

+ (indukcia)

HCG

9002-61-3

nfa

nfa

negativne

negativne

() +, pozitivne

nfa: neuplatiiuje sa, kedZe sa nevyskytli Ziadne zmeny po vystaveniu posobeniu necytotoxickych koncentrdcii negativnej
kontrolnej vzorky.

Platnicka na kontrolu kvality

Platnicka na kontrolu kvality sa pouZiva na overenie spravania sa buniek H295R v standardnych kultivaénych
podmienkach a na zriadenie historickej databdzy pre koncentricie horménov v kontroldch s aplikdciou rozpu-
§tadla, v pozitivnych a negativnych kontrolnych vzorkdch, ako aj v inych meraniach na kontrolu kvality v priebehu
Casu.

— Sprévanie buniek H295R by sa malo posudzovat s pouzitim platnicky na kontrolu kvality pre kazdd novi
sériu ATCC alebo pri prvom pouziti predtym zmrazenych zdsob buniek, pokial sa s touto sériou buniek nevy-
konala skuaska sposobilosti laboratéria (odseky 32 az 34).

— Platnicka na kontrolu kvality poskytuje Gplné postidenie podmienok skiigky (napr. Zivotaschopnost buniek,
kontrola s aplikdciou rozpustadla, negativne a pozitivne kontrolné vzorky, ako aj variabilita v rdmci skasky
a medzi skaskami) pri testovani chemikélii a mala by byt stcastou kazdého testovania.

Testovanie na kontrolu kvality sa vykondva na 24-jamkovej platnicke s rovnakou inkubdciou, ddvkovanim, zivota-
schopnostou/cytotoxicitou buniek, postupmi extrakcie horménov a analyzy horménov, ako s popisané v odse-
koch 38 az 46 na testovanie chemikalif. Platnicka na kontrolu kvality obsahuje slepé vzorky, kontroly s aplikdciou
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38.

39.

rozptstadla a dve koncentrdcie zndmeho induktora (forskolin 1, 10 pM) a inhibitora (prochloraz, 0,1, 1 pM)
syntézy E2 a T. Okrem toho sa vo vybranych jamkdch pouZziva MeOH ako pozitivna kontrolnd vzorka na skisku
zivotaschopnosti/cytotoxicity. Podrobny popis rozvrhnutia platnicky sa uvddza v tabulke 4. Kritérid, ktoré sa majt
splnit na platnicke na kontrolu kvality, sa uvddzaja v tabulke 5. Minimdlna zdkladnd produkcia horménov pre T
a E2 by mala byt dodrzand v jamkach na kontrolu s aplikdciou rozpustadla a aj v jamkach so slepou vzorkou.

Tabulka 4

Rozvrhnutie platnicky na kontrolu kvality na vykonanie testovania nevystavenych buniek H295R
a buniek vystavenych zndmym inhibitorom (PRO = prochloraz) a stimulitorom (FOR = forskolin)
produkcie E2 a T. Po ukonceni skisky expozicie a odstrdneni média sa do vSetkych jamiek MeOH pridd
70 % roztok metanolu, ¢o bude slizit ako pozitivna kontrolnd vzorka cytotoxicity [pozri skidsku cytoto-
xicity v dodatku &. III k validacnej sprave (4)]

1 2 3 4 5 6

A | slepd vzorka () | slepd vzorka () | slepd vzorka (8) | slepd vzorka (%) | slepd vzorka (%) | slepd vzorka (%)
(+ MeOH) () (+ MeOH) () (+ MeOH) ()

B| DMSO( DMSO () DMSO () DMSO (9 DMSO () DMSO ()
1ul 1ul 1ul 1ul 1ul 1ul
(+ MeOH) () (+ MeOH) (%) (+ MeOH) ()

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

D | FOR10puM FOR 10 uM FOR 10 uM PRO 1 uM PRO 1 uM PRO 1 M

(% Bunky v jamkéch so slepou vzorkou dostant len médium (t. j. Ziadne rozpustadlo).
(®) Metanol (MeOH) sa pridd po ukonéeni expozicie a odstrdneni média z tychto buniek.
(9 Kontrola s aplikdciou rozpustadla DMSO (1 pl/jamka).

Tabulka 5

Kritérid pre platni¢ku na kontrolu kvality

T E2

Zékladnd produkcia horménov pri kontrole s aplikd- | = 5-krdt limit kvantifikdcie > 2,5-krdt LOQ
ciou rozptstadla (SC) (LOQ)

Indukcia (10 uM forskolin) > 1,5-krdt SC > 7,5-krat SC

Inhibicia (1 pM prochloraz) > 0,5-krdt SC > 0,5-krat SC

POSTUP EXPOZICIE CHEMIKALI(

Predinkubované bunky sa vybert z inkubdtora (odsek 21) a pred dédvkovanim sa skontroluji pod mikroskopom,
¢i st v dobrom stave (uchytenie, morfoldgia).

Bunky sa umiestnia do biologicky bezpe¢nej nddoby a obohatené médium sa odstrdni a nahradi sa novym oboha-
tenym médiom (1 mlfjamka). Uprednostiiovanym rozpustadlom pre tito testovaciu metodu je DMSO. Ak vsak
existujii dovody na pouzitie inych rozpustadiel, malo by sa popisat vedecké zdovodnenie. Bunky sa vystavia testo-
vanej chemikdlii pridanim 1 pl vhodného zdsobného roztoku do DMSO [pozri dodatok ¢. I k validacnej
sprave (4)] na 1 ml obohateného média (objem jamky). To povedie ku kone¢nej koncentricii 0,1 % DMSO
v jamkadch.
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Na zabezpecenie dostatoného pomiesania sa vSeobecne odporica, aby sa vhodny zdsobny roztok testovanej
chemikdlie v DMOS zmie$al na ziskanie Zelanej konec¢nej koncentrécie pre kazdu davku s obohatenym médiom
a aby sa zmes pridala do kazdej jamky ihned po odstrdneni starého média. Ked sa pouzije tito moznost, koncen-
tracia DMSO (0,1 %) by mala byt vo v3etkych jamkach konzistentna. Jamky obsahujtce dve najvicsie koncentracie
sa vizudlne s pouzitim stereomikroskopu postdia na tvorbu zrazenin alebo zakalenia, ¢o by poukazovalo na
netplnt rozpustnost testovanej chemikélie. Ked sa spozoruji takéto podmienky (zakalenost, tvorba zrazenin),
preskiimaji sa jamky obsahujice dve nasledujice mensie koncentrécie (a tak dalej), a koncentrdcie, ktoré sa tplne
nerozpustili, sa vylicia z dalSicho hodnotenia a analyzy. Platni¢ka sa na 48 hodin opit vlozi do inkubdtora pri
teplote 37 °C vo vzdusnej atmosfére s obsahom menej ako 5 % CO,. RozloZenie platnicky s testovanou chemikd-
liou sa uvddza v tabulke 6. Zdsoby 1 az 7 vykazuji umiestnenie zvysujicich sa ddvok testovanej chemikalie.

Tabulka 6

Schéma didvkovania na vystavenie buniek H295R pdsobeniu testovanych chemikalii na 24-jamkovej plat-

nicke
1 2 3 4 5 6
A DMSO DMSO DMSO zdsoba 4 zdsoba 4 zdsoba 4
B zdsoba 1 zdsoba 1 zdsoba 1 zdsoba 5 zdsoba 5 zdsoba 5
C zdsoba 2 zdsoba 2 zdsoba 2 zdsoba 6 zdsoba 6 zdsoba 6
D zdsoba 3 zdsoba 3 zdsoba 3 zdsoba 7 zdsoba 7 zdsoba 7

40.  Expozicné platnicky sa po 48 hodindch vyberti z inkubdtora a kazdd jamka sa pod mikroskopom skontroluje na
stav buniek (uchytenie, morfoldgia, stupen konfluencie) a ndznaky cytotoxicity. Médium sa z kazdej jamky rozdeli
na dve rovnaké mnozstvd (kazdd cast priblizne 490 pl) a prenesie sa do dvoch samostatnych nddobiek, ktoré sa
prislusne oznacia (t. j. jedna alikvotnd cast na zabezpeCenie ndhradnej vzorky pre kazdd jamku). Aby bunky
nevyschli, médium sa odstrafiuje a nahrddza médiom na skisku Zivotaschopnosti/cytotoxicity buniek podla jedno-
tlivych radov alebo stlpcov. Ked sa Zivotaschopnost/cytotoxicita buniek nemeria ihned, do kazdej bunky sa pridd
200 ul fosfitovo tlmivého roztoku s Ca? a Mg?. Média sa do dalsicho spracovania na analyzu koncentracif
horménov zmrazia pri teplote — 80 °C (pozri odseky 44 az 46). T a E2 v médiu udrZiavanom v teplote — 80 °C
st vieobecne sice stabilné najmenej po dobu 3 mesiacov, v kazdom laboratériu by sa vSak mala dokumentovat
stabilita horménov pocas skladovania.

41.  Thned po odstrineni média sa urcuje Zivotaschopnost/cytotoxicita buniek pre kazda expozi¢ni platnicku.

Urcovanie Zivotaschopnosti buniek

42.  Zvolend skuska Zivotaschopnosti/cytotoxicity buniek sa moZe pouZit na urenie potencidlneho vplyvu testovanej
chemikdlie na Zivotaschopnost buniek. Skiiska by mala byt schopnd poskytnit pravdivi mieru percentudlneho
podielu Zivotaschopnych buniek v jamke alebo by mala preukdzat, Ze je priamo porovnatelnd (linedrna funkcia)
so skiiskou Live/Dead® [pozri dodatok ¢&. III k valida¢nej sprave (4)]. Ind skaska, ktord preukdzatelne funguje
rovnako dobre, je test MTT [3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyl tetrazolium bromid] (18). Postdenie Zivota-
schopnosti buniek s pouzitim uvedenych metdd je relativne meranie, ktoré nemusi preukdzat linedrne vztahy
s absolttnym poctom buniek v jamke. Preto by analytik mal vizudlne subjektivne, paralelne posudit kazda jamku
a mali by sa digitdlne odfotografovat kontroly s aplikdciou rozpustadla a dve najvicsie necytotoxické koncentrécie,
ktoré sa zaarchivuju na neskorsie postdenie skuto¢nej hustoty buniek, ak by to bolo potrebné Ak by z vizudlneho
preskumama alebo zo skasky 21v0taschopnost1/cyt0tox1c1ty vyplynulo zdanlivé zvySenie poctu buniek, musi sa
toto zvysenie overit. Ked sa zvySenie buniek overi, malo by sa to uviest v protokole z testu. Zlvotaschopnost
buniek sa vyjadruje pomerne k priemernej reakcii v kontroldch s aplikdciou rozpustadla, ktord sa povaZuje za
100 % zivotaschopnych buniek, a vypocitava sa naleZite pre pouzit skiisku Zivotaschopnosti/cytotoxicity buniek.
V pripade skisky MTT sa moZe pouZif tento vzorec:
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% zivotaschopnych buniek = [reakcia v jamke — priemernd reakcia v jamkdch s MeOH (= 100 % miftvych)]
+ [priemernd reakcia v jamkdch SC — priemernd reakcia v jamkdch s MeOH (= 100 % mitvych)]

43.  Jamky so Zivotaschopnostou niz$ou ako 80 % v pomere k priemernej Zivotaschopnosti v kontrolach s aplikdciou
rozpustadla (= 100 % Zivotaschopnost) by sa nemali zahrnit do kone¢nej analyzy tidajov. Inhibicia steroidoge-
nézy vyskytujiicej sa v pritomnosti takmer 20 % cytotoxicity by sa mala hodnotit opatrne, aby sa zabezpecilo, ze
pri¢inou inhibicie nie je cytotoxicita.

Analyza horménov

44.  Kazdé laboratérium moézZe na analyzu T a E2 pouzit systém merania horménov podla vlastného vyberu. Ndhradné
alikvotné Casti média z kazdej pokusnej skupiny sa moézu pouzit na pripravu roztokov tak, aby sa koncentricia
dostala do linedrnej Casti $tandardnej krivky. Ako sa uvddza v odseku 29, kazdé laboratérium by malo pred vyko-
nanim kontroly kvality alebo testovania chemikalii preukdzat silad svojho systému merania horménov (napr.
ELISA, RIA, LC-MS, LC-MS/MS) s kritériami kontroly kvality analyzou obohateného média s pridanou vniitornou
kontrolnou vzorkou horménov. Aby zlozky testovacieho systému nenartisali meranie horménov, hormény bude
mozno potrebné pred ich meranim extrahovat z média (pozri odsek 30, v ktorom sa uvddzaji podmienky, za
ktorych sa extrakcia vyZaduje alebo nevyzaduje). Odportica sa vykonat extrakciu podla postupov uvedenych
v dodatku ¢. 11T k validacnej sprave (4).

45. Ak sa na meranie produkcie horménov pouZiva komerénd testovacia siiprava, analyza hormoénov by sa mala
vykonat podla popisu v priruckdch vyrobcu testovacej sipravy. Vicsina vyrobcov ma $pecificky postup, akym sa
vykondvajt analyzy horménov. Riedenia vzoriek sa upravia tak, aby sa ocakdvané koncentracie horménov kontrol
s aplikdciou rozpustadla pohybovali v strede linedrnej Casti Standardnej krivky individudlnej skasky [dodatok ¢. III
k valida¢nej sprave (4)]. Hodnoty mimo linedrnej Casti Standardnej krivky sa zavrhnd.

46.  Kone¢né koncentrcie horménov sa vypocitavaju takto:

Priklad:

Extrahované: 450 pl média

Rekonstituované v: 250 pl tlmivého roztoku

Testovacie riedenie: 1:10 (aby bola vzorka v linedrnej ¢asti Standardnej krivky)
Testovacia koncentracia horménov: 150 pg/ml (uz upravend na koncentraciu na ml testovanej vzorky)
Vytaznost: 89 %

Konecnd koncentrdcia hormdnov = [Koncentrdcia horménov (na ml) + vytaznost] (faktor riedenia)
Konecnd koncentracia horménov = (150 pg/ml) + (0,89) x (250 /450 pl) x 10 = 936,3 pg/ml

Vyber testovacich koncentricii

47.  Skuska by sa mala nezdvisle vykonat minimdlne dvakrat. Pokial' z predchddzajicich informdcii, ako st napriklad
informdcie o limitoch rozpustnosti alebo o cytotoxicite, nevyplyva zdklad na vyber testovacich koncentrécif, odpo-
rica sa, aby testovacie koncentracie pre prvé vykonanie skusky boli v intervaloch log,,, pricom 10 M je maxi-
mélna koncentracia. Ak je chemikélia rozpustnd, nie je cytotoxickd pri zZiadnej z testovanych koncentracif a prvy
pokus bol negativny pre vSetky koncentricie, potom sa to potvrdi dal§im vykonanim skdsky za tych istych
podmienok, za akych sa vykonal prvy pokus (tabulka 7). Ak st vysledky prvého pokusu nejednoznacné (t. j.
ndsobnd zmena je Statisticky vyznamnd z kontroly s aplikdciou rozpustadla len v jednej koncentracii) alebo pozi-
tivna (t. j. ndsobnd zmena v dvoch alebo viacerych hraniciacich koncentracidch je $tatisticky vyznamnd), test by sa
mal opakovat, ako sa uvddza v tabulke 7, upravenim zvolenych testovacich koncentracii. Testovacie koncentracie
v druhom a trefom (v ndlezitych pripadoch) pokuse by sa mali upravit na zdklade vysledkov koncentrécif z prvého
pokusu, ktoré vyvolali Gc¢inok s pouzitim intervalov koncentricii v intervaloch 1/2-log (napr. ak vysledkom
povodného pokusu s 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100; 1 000 M boli indukcie pri 1 a 10 uM, koncentrécie testované
pri druhom pokuse by mali byt 0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100 uM), pokial sa nemusia pouZif nizsie koncentricie na
dosiahnutie LOEC. V druhom pripade by sa v druhom pokuse s pouzitim 1/2-log stupnice malo pouzit najmenej
pat koncentrdcii mensich ako najniZsia koncentrdcia testovand v prvom pokuse. Ak sa v druhom pokuse
nepotvrdi prvy pokus (t. j. nenastane Statistickd vyznamnost pri predtym pozitivne testovanej koncentrdcii + 1
zvySenie koncentrdcie), vykond sa treti pokus s pouzitim poévodnych testovacich podmienok. Nejednoznacné
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vysledky z prvého pokusu sa povaZuju za negativne, ak v Ziadnom z dalsich dvoch pokusov nie je mozné
potvrdit spozorovany ucinok. Nejednoznacné vysledky sa povazuji za pozitivne reakcie (Gcinok), ked reakciu
mozno potvrdit najmenej v jednom dalfom pokuse so zvySenim koncentrcie + 1 (pozri oddiel 55 pre postup
interpretdcie tidajov).

Tabulka 7
Rozhodovacia matica pre mozné vysledné scendre

pokus 1 pokus 2 pokus 3 rozhodnutie

scendr rozhodnutie scendr rozhodnutie scendr pozitivne negativne
negativne potvrdené (%) | negativne ukoncenie X
negativne potvrdené (2) pozitivne upravit (V) negativne X
nejednoznacné () upravit (%) negativne potvrdené (?) negativne X
nejednoznacné (9) upravit (%) negativne | potvrdené (3 pozitivne X
nejednoznacné () upravit (%) pozitivne X
pozitivne upravit (°) negativne | potvrdené (?) pozitivne X
negativne potvrdené (%) pozitivne upravit (°) pozitivne X
pozitivne upravit () pozitivne ukoncenie X
(%) Potvrdenie predchddzajiiceho pokusu s pouzitim rovnakych podmienok pokusu.
(*) Opitovné vykonanie skiisky v intervaloch koncentracie 1/2-log (vymedzenie koncentracie, ktord v predchddzajicom pokuse

bola vyznamne ind).
(9 Ndasobnd zmena v jednej koncentracii je Statisticky vyznamne odlisnd od kontroly s aplikdciou rozpuastadla.
Kvalita kontroly testovacej platnicky
48.  Okrem splnenia kritérif pre platnicku na kontrolu kvality treba splnit dalsie kritérid kvality, ktoré sa tykaju prija-

telnej variability medzi replikovanymi jamkami, opakovanymi pokusmi, linearitou a citlivostou systémov merania
horménov, variabilitou medzi opakovanymi meraniami horménov rovnakej vzorky a percentom vytaZnosti
vrcholov horménov po extrakcii média (v ndlezitych pripadoch; pozri odsek 30 pre poziadavky na extrakciu)
a ktoré sa uvadzaji v tabulke 8. Udaje by sa mali pohybovat v ramci prijatelnych rozsahov vymedzenych pre
kazdy parameter, ktory sa posudzuje na dalSie hodnotenie. Ak tieto kritérid nie st splnené, v pracovnom hdrku
treba poznamenat, Ze kritérid kontroly kvality neboli u predmetnej vzorky splnené, a vzorka by sa mala opat
analyzovat alebo vyradit zo siboru tdajov.
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Tabulka 8

Prijatel'né rozsahy ajalebo variabilita (%) pre parametre testovacej platnicky skisky H295R

(LOQ: limit kvantifikdcie systému merania horménov. CV: variatny koeficient; SC: kontrola s aplikdciou rozpad-
§tadla; DPM: dezintegrécia za minttu)

Porovnanie medzi T E2
Zékladnd produkcia horménov v SC Nésobne vicsia ako LOQ | = 5-ndsobne | > 2,5-ndsobne
Expozi¢né pokusy — CV v ramci platnicky pre Absoliitne koncentracie <30% <30 %
SC (replikované jamky)
Expozi¢né pokusy — CV medzi platnickami pre Nésobna zmena <30 % <30 %
SC (opakované pokusy)
Systém merania horménov — citlivost Zistitelné nasobné zniZenie | = 5-ndsobne | = 2,5-ndsobne
v pomere k SC
Systém merania horménov — CV opakovaného Absolutne koncentracie <25% <25%
merania pre SC (%)

Extrakcia média — vytaznost vnatorného $tan- DPM > 65 % nomindlne
dardu 3H (v nélezitych pripadoch)

(%) Vztahuje sa na opakované merania rovnakej vzorky.

ANALYZA UDAJOV A PODAVANIE SPRAV

Analyza ddajov

49. Na hodnotenie relativneho zvySeniajzniZenia chemicky zmenenej produkcie horménov by sa vysledky mali
normalizovat na strednd hodnotu SC kaZzdej testovacej platnicky a vysledky by sa mali vyjadrit ako zmeny
v pomere k SC na kazdej testovacej platnicke. Vsetky tidaje sa vyjadria ako strednd hodnota * 1 Standardnd
odchylka (SD).

50. Do analyzy tdajov by sa mali zaclenit len tdaje o horménoch z jamiek, v ktorych bola cytotoxicita mensia ako
20 %. Relativne zmeny by sa mali vypocitavat takto:

Relativna zmena = (koncentricia horménov v kazdej jamke) + (strednd koncentrdcia horménov vo vietkych
jamkdch na kontrolu s aplikdciou rozpustadla).

51. Ak by z vizudlneho preskimania jamky alebo zo skasky Zivotaschopnosti/cytotoxicity popisanej v odseku 42
vyplynulo zdanlivé zvySenie poctu buniek, musi sa toto zvysenie overit. V pripade, Ze sa zvySenie buniek overi,
malo by sa to uviest v protokole z testu.

52.  Pred vykonanim 3tatistickych analyz by sa mali postudit predpoklady normality a homogénnosti odchylok.
Normalita by sa mala hodnotit pomocou $tandardnych diagramov pravdepodobnosti alebo inej vhodnej Stati-
stickej metddy (napr. Shapirov-Wilkov test). Ak tidaje (ndsobné zmeny) nie sti normdlne distribuované, malo by sa
usilovat o transformdciu idajov na pribliZenie sa normdlnej distribucii. Ak st Gidaje normdlne distribuované alebo
sa blizia normdlnej distribicii, rozdiely medzi skupinami koncentrécii chemikélii a kontrolami s aplikdciou rozpu-
Stadla by sa mali analyzovat s pouzitim parametrického testu (napr. Dunnettov test), pricom koncentrécia je nezd-
visld premennd a reakcia (ndsobnd zmena) je zdvisld premennd. Ak tidaje nie st normdlne distribuované, mal by
sa pouzit vhodny neparametricky test (napr. Kruskalov Wallisov test, test Steela Many-one rank). Rozdiely sa pova-
7ujl za vyznamné, ak je p < 0,05. Statistické vyhodnotenia sa vykondvaji na zéklade priemernych hodnot pre
kazdi jamku, ktoré predstavuji nezdvislé opakované datové body. Predpokladd sa, Ze pre velké odstupy medzi
dévkami v prvom pokuse (stupnica log,,) nebude v mnohych pripadoch mozné popisat jasné vztahy medzi
koncentraciou a reakciou, ked najvicsie dve davky budi v linedrnej Casti esovitej krivky. Preto sa v pripade prvého
pokusu alebo inych stborov tdajov, kde sa vyskytuje tento stav (napr. ked nemozno odhadniit maximalnu u¢in-
nost), pouzije tatistika pevnej premennej typu I, ako sa uZ opisalo.
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53.

54.

55.

56.

Ak v linedrnej Casti krivky lezia viac ako dva ddtové body a ked mozno vypocitat maximélne ti¢innosti — ako sa
predpokladé pre niektoré z druhych pokusov, ktoré sa vykonali s pouzitim polologaritmickych rozostupov medzi
expozi¢nymi koncentrdciami —, mal by sa na vypocet G¢innych koncentrécii (napr. EC50 a EC20) pouzit probi-
tovy, logitovy alebo iny vhodny regresny model.

Vysledky by sa mali uviest graficky (stipcové grafy predstavujiice stredni hodnotu + 1 SD) a v tabulkovom
formédte (LOEC/NOEC, smer t¢inku a sila maximalnej reakcie, ktord je stcastou Casti tidajov o vztahu medzi
dévkou a reakciou) (pozri ako priklad obrdzok ¢. 3) Postidenie tidajov sa povazuje za platné, len ak bolo zaloZené
na najmenej dvoch nezédvisle vykonanych pokusoch. Pokus sa povazuje za nezdvisly, ak sa vykonal v iny den
s pouzitim nového stiboru roztokov a kontrol. Rozpitie koncentracii pouzitych v druhych a tretich pokusoch (ak
boli potrebné) sa moze prispdsobit na zdklade vysledkov prvého pokusu, aby bol lepsie vymedzeny rozsah pre
vztah medzi ddvkou a reakciou s LOEC (pozri odsek 47).

Obrdzok ¢&. 3

Priklad prezenticie a hodnotenia tidajov ziskanych pocas vykonania skiasky H295R v grafickom a tabul-
kovom formite.

Hviezdicky oznacuju Statisticky vyznamné rozdiely v porovnani s kontrolou s aplikdciou rozpustadla (p< 0,05).
LOEC: najnizsia koncentrécia s pozorovanym a¢inkom; maximalna zmena: maximalna sila reakcie pozorovanej
pri akejkol'vek koncentracii v pomere k priemernej reakcii SC (= 1)
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Postup interpreticie iidajov

Testovand chemikalia sa povaZuje za pozitivnu, ak je ndsobnd indukcia Statisticky odlisnd (p < 0,05) od kontroly
s aplikdciou rozpustadla pri dvoch hrani¢iacich koncentracidch v najmenej dvoch nezavislych pokusoch (tabulka
¢. 7). Testovand chemikdlia sa povaZuje za negativnu po dvoch nezdvislych negativnych pokusoch alebo po troch
pokusoch, z ktorych s dva negativne a jeden nejednoznacny alebo pozitivny. Ak tdaje z troch nezdvislych
pokusov nespliiaji rozhodovacie kritérid uvedené v tabulke 7, vysledky pokusov nemozno interpretovat. Vysledky
dosiahnuté pri koncentrdcidch, ktoré presahuji limity rozpustnosti, alebo pri cytotoxickych koncentraciach by sa
nemali zaclenit do interpretdcie vysledkov.

Spréava z testu

Sprava z testu by mala obsahovat tieto informacie:

Testovacie zariadenie
— ndzov zariadenia a jeho sidlo;
— riaditel $tiidie a ostatni zamestnanci a ich tlohy v stadii;

— datumy zaciatku a konca $tadie;
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Testovand chemikdlia, reagenty a kontrolné vzorky

— totoZznost (ndzov alebo ¢ CAS), zdroj, &islo ddvky/série, Cistota, doddvatel a charakterizicia testovanej chemi-
kalie, reagentov a kontrolnych vzoriek;

— fyzickd povaha a ndlezité fyzikdlnochemické vlastnosti testovanej chemikalie;

— podmienky skladovania a metdda a frekvencia pripravy testovanych chemikdlii, reagentov a kontrolnych
vzoriek;

— stabilita testovanej chemikalie;

Bunky
— zdroj a typ buniek;

— pocet pasazi (identifikdtor bunkovej pasdze) buniek pouzitych v teste;

— popis postupov na udrzanie bunkovych kultiir;

PoZiadavky pred testom (ak sa uplatiiuje)

— popis a vysledky testu interferencie chemikélie so skiskou horménov;
— popis a vysledky merani G¢innosti extrakcie horménov;
— Standardnd a kalibra¢nd krivka pre vietky analytické skasky, ktoré sa majii vykonat;

— detekéné limity pre zvolené analytické skiisky;

Podmienky testu

— zloZenie médif;

— koncentrécia testovanej chemikalie;

— hustota buniek (odhadovand alebo merand koncentracia buniek po 24 a 48 hodinach);
— rozpustnost testovanej chemikalie (hranica rozpustnosti, ak je stanovend);

— inkuba¢na doba a podmienky;

Vysledky testu

— zakladné tdaje pre kazdu jamku pre kontrolné vzorky a testované chemikdlie — kazdé opakované meranie
vo forme pdévodnych tdajov z ndstroja pouZitého na meranie produkcie horménov (napr. OD, fluorescencné
jednotky, DPM atd.);

— validdcia normality alebo vysvetlenie transformdacie adajov;

— stredné hodnoty reakcif + 1 SD pre kazd meranti jamku;

— tudaje o cytotoxicite (testovacie koncentracie, ktoré sposobili cytotoxicitu);

— potvrdenie, Ze boli splnené poZiadavky na kontrolu kvality;

— relativna zmena v porovnani s kontrolou s aplikdciou rozptistadla upravend o cytotoxicitu;

— stlpcovy graf zndzorfujici relativnu (ndsobni) zmenu v jednotlivych koncentrécidch, SD a Statistickii vyznam-
nost podla odsekov 49 az 54;

Interpretdcia tidajov

— uplatnenie postupu interpretdcie tidajov na vysledky a diskusia o zisteniach;

Diskusia

— Vyplyvaji zo stadie nejaké ndznaky tykajiice sa moznosti, Ze tidaje o T/E2 by mohli byt ovplyvnené nepria-
mymi t¢inkami na drdhy glukokortikoidov a mineralokortikoidov?

Zdver
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Dodatok

VYMEDZENIA POJMOV

Konfluencia oznacuje prekrytie alebo proliferdciu, ktoré st bunkdm umoznené cez kultivatné médium alebo v kulti-
vaénom médiu.

Chemikalia je ltka alebo zmes.

CV oznacuje variacny koeficient, ktory sa vymedzuje ako pomer Standardnej odchylky distribtcie k jej aritmetickej
strednej hodnote.

CYP oznacuje cytochrom P450 monooxygendzy, ¢o je skupina génov a enzymov z nich produkovanych, ktoré kataly-
zujt Sirokd $kélu biochemickych reakcii vratane syntézy a metabolizmu steroidnych horménov.

DPM je dezintegracia za minttu. Je to pocet atdmov v danom mnozstve radioaktivneho materidlu, o ktorom sa zistilo,
Ze sa rozlozil za jednu mindtu.

E2 je 17f-estradiol, ¢o je najdoleZitejsi estrogén v cicavéich systémoch.

Bunky H295R st bunky ludského adrenokarcinému, ktoré maji fyziologické charakteristiky buniek zondlne nediferen-
covanych [udskych fetdlnych nadobliciek a ktoré exprimuji vietky enzymy steroidogenézy. Dostupné st z ATCC.

Mraziace médium sa pouZiva na zmrazenie a uskladnenie zmrazenych buniek. Tvor{ ho zdsobné médium plus BD
NuSerum a dimetylsulfoxid.

Linedrna cast je Cast Standardnej krivky pre systém merania horménov, kde st vysledky iimerné koncentrécii analytu
pritomného vo vzorke.

LOQ je limit kvantifikdcie a oznaCuje najnizsie mnoZstvo chemikdlie, pri ktorom mozno v rdmci stanovenej hranice
spolahlivosti rozpoznat rozdiel od absencie tejto chemikalie (prdzdna hodnota). Na tcely tejto metédy LOQ zvycajne
vymedzuje vyrobca testovacich systémov, ak sa neustanovuje inak.

LOEC je najnizsia koncentricia s pozorovanym tcinkom, pri ktorej je reakcia kasky statisticky odlisnd od reakcie skasky
pri kontrole s aplikiciou rozpastadla.

NOEC je koncentracia bez pozorovaného aéinku, ¢o je najvyssia testovand koncentracia, ked zo skusky nevyplyva pozi-
tivna reakcia.

PasdZ je pocet deleni buniek po aktivicii kultiry zo zmrazenej zdsoby. Prvej pasdzi, ktord sa zacala zo zmrazenych
zdsob, sa priradi ¢islo jedna (1). Bunky, ktoré sa oddelili jedenkrat, sa oznacia pasdz 2 atd.

PBS je Dulbeccov fosfitovo tlmivy fyziologicky roztok.
Kontrola kvality oznacuje merania potrebné na zarucenie platnych ddajov.

Platni¢ka na kontrolu kvality je 24-jamkovd platnicka, ktord obsahuje dve koncentricie pozitivnych a negativnych
kontrolnych vzoriek na sledovanie spravania novej davky buniek alebo na zabezpelenie pozitivnych kontrolnych vzoriek
pre skiisku pri testovani chemikalii.

Pokus je nezdvisly pokus charakterizovany novym stiiborom roztokov a kontrolnych vzoriek.

Zasobné médium je zdklad na pripravu ostatnych reagentov. Tvori ho 1:1 zmes Dulbeccovho modifikovaného Eaglovho
média a Hamovej zmesi Zivin F-12 (DMEM/F12) v 15 mM HEPES tlmivom roztoku bez fenolovej ¢ervene a hydrogénuhli-
¢itanu sodného. Hydrogénuhli¢itan sodny sa priddva ako tlmivy roztok, pozri dodatok ¢. II k valida¢nej sprave (4).

Obohatené médium tvor{ zdsobné médium plus BD NuSerum a zmes ITS+ premium, pozri dodatok ¢. 11 k validacnej
sprave (4).

Steroidogenéza je syntetickd drdha, ktord vedie od cholesterolu k roznym steroidnym horménom. Niektoré prostredné
hormény v syntéze steroidov, ako napriklad progesterén a testosterdn, st samé osebe dolezité hormony, ale sliZia aj ako
prekurzory horménov v dalsej Casti syntetickej drahy.

T oznacuje testosterén, jeden z dvoch najddlezitejsich androgénov v cicavéich systémoch.
Testovand chemikdlia je akdkolvek ldtka alebo zmes testovand pomocou tejto testovacej metddy.

Testovacia platnicka je platnicka, na ktorej sa bunky H295R vystavia posobeniu testovanych chemikdlif. Testovacie plat-
nic¢ky obsahuja kontrolu s aplikdciou rozptstadla a testovanti chemikéliu trojmo v siedmich koncentracidch.

Trypsin 1X je zriedeny roztok enzymu trypsin, ¢o je pankreatickd serinovd protedza a pouZziva sa na uvolnenie buniek
z platnicky na kultiviciu buniek, pozri dodatok ¢. III k validacnej sprave (4).
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B.58. TRANSGENNA SKUSKA GENOVE] MUTACIE NA SOMATICKYCH BUNKACH HLODAVCOV A SKUSKA GENOVE)
MUTACIE NA ZARODOCNYCH BUNKACH

UvoD

1. Tato testovacia metdda je rovnocennd s usmernenim OECD na vykondvanie testov (TG) 488 (2013). Testovacie

metédy EU st dostupne pre Siroky okruh skasok mutdcie in vitro, ktorymi mozno odhalit chromozomalne

afalebo génové mutdcie. Existuji testovacie metody pre sledované parametre in vivo (t. j . chromozomalne aberacie

a nepldnovand syntéza DNA), pomocou nich vSak nie je mozné merat génové mutacie. Transgenne skasky mutdcie

na bunkdch hlodavcov (Transgenic Rodent — TGR) uspokojujii potreby praktickych a vSeobecne dostupnych testov
génovych mutdcif in vivo.

2. Skasky mutdcie TGR sa znacne revidovali (24) (33). VyuZivaja sa pri nich transgénne potkany a mysi, ktoré obsa-
huji viaceré képie chromozélne integrovanych plazmidovych alebo figovych dvojfunkénych vektorov (shuttle
vektory). Prenesené gény obsahuji reportérové gény na detekciu roznych typov mutdcii vyvolanych testovanymi
chemikaliami in vivo.

3. Mutdcie vyskytujice sa v hlodavcoch sa hodnotia ziskanim preneseného génu a analyzou fenotypu reportérového
génu v bakteridlnom hostitelovi, ktorému chyba reportérovy gén. Skiiskami génovej muticie TGR sa merajii
mutdcie sposobené v geneticky neutrdlnych génoch ziskanych prakticky z akéhokolvek tkaniva hlodavca. Tieto
skasky preto obchddzaji mnohé z existujicich limitdcii spojenych so Stidiou in vivo génovej muticie v endogén-
nych génoch (napr. obmedzené tkanivd vhodné na analyzu, negativna/pozitivna selekcia vo vztahu k mutdcidm).

4. Z véhy dokazov vyplyva, 7e prenesené gény reagujii na mutagénny podobne ako endogénne gény, najmi pokial
ide o detekciu bazovych zdmen, mutdcii sposobujtcich posun ¢itacicho rdmca a malé delécie a v¢lenenia (24).

5. Na medzindrodnych semindroch o testovani genotoxicity (IWGT) sa podporilo zaclenenie skiSok génovych
mutdci{ TGR na zistovanie génovych mutdcii in vivo a odporuéil sa protokol na ich Vykonavame (15) (29). Tato
testovacia met6da je zalozend na tychto odporticaniach. Dalsie analyzy podporujtice pouzivanie tohto protokolu
mozno néjst v (16).

6.  Predpokladd sa, Ze v budiicnosti bude mozné skombinovat skasku génovej muticie TGR so $tadiou toxicity po
opakovanej davke (kapitola B.7 tejto prilohy). St vSak potrebné Gidaje na uistenia sa, ¢i citlivost skasky génovej
mutdcie TGR nebola ovplyvnend kratsim jednodiiovym c¢asovym usekom od konca doby podavania do casu
odberu vzoriek, ktory sa pouziva v studii toxicity po opakovanej davke, v porovnani s 3 dilami pouZivanymi
v skuskach génovej mutdcie TGR. TieZ s potrebné tdaje na preukdzanie, Ze vysledky skusky po opakovanej
dévke nie st nepriaznivo ovplyvnené pouzitim transgénnych kmenov hlodavcov namiesto pouzitia tradi¢nych
kmefiov hlodavcov. Ked bud tieto tdaje dostupné, tdto testovacia metdda sa upravi.

7. Vymedzenia zdkladnych pojmov sa uvddza v dodatku.

UVODNE UVAHY

8. Skasky génovej mutdcie TGR, pre ktoré sii dostupné dostato¢né tidaje na podporu ich vyuzitia v tejto testovacej
metdde, si: lacZ bakteriofagové mysi (Muta™Mouse); lacZ plazm1dove mysi; gpt delta (gpt a Spi”) mysi a potkany,
lacl mysi a potkany (Big Blue®), vykondvané za standardnych podmienok. Dalej sa moze na hodnotenie mutaci
v modeloch Big BlueO a MutaiMouse pouzit skaska pozitivnej selekcie cll. Mutagenéza v modeloch TGR sa
normélne posudzuje ako frekvencia mutécii, ak sa vSak pozaduje, moze molekuldrna analyza mutacii poskytnat
dalsie informdcie (pozri odsek 24).

9.  Tieto testy in vivo génovej mutdcie na hlodavcoch st osobitne vyznamné na posudzovanie mutagénneho rizika,
kedZe reakcie skusok zdvisia od metabolizmu in vivo, farmakokinetiky, procesu obnovy DNA a translézie syntézy
DNA, hoci tie sa mozu li§it medzi jednotlivymi druhmi, tkanivami a typmi poskodenia DNA. Skuska in vivo
génovych mutdcil je uzito¢nd na dalsie skimanie mutagénneho t¢inku zisteného systémom in vitro a na sledo-
vanie vysledkov testov s pouzitim inych sledovanych parametrov in vivo (24). Okrem toho, Ze génovd mutdcia je
kauzdlne spojend s indukciou rakoviny, je relevantnym sledovanym parametrom na predikciu nerakovinovych
chordb zaloZenych na mutdcidch v somatickych tkanivach (12) (13), ako aj chorob prendsanych zdrodo¢nou
liniou.
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10. Ak existuji dokazy, Ze testovand chemikdlia alebo relevantny metabolit nedosiahne Ziadne prislusné tkanivo, nie
je vhodné vykonat skasku génovej mutdcie TGR.

PRINCIP TESTU

11.  V skaskach popisanych v odseku 8 ma cielovy gén bakteridlny alebo bakteriofdgovy pdvod a na ziskanie z gené-
movej DNA hlodavcov sa preneseny gén zacleni do A bakteriofdgového alebo plazmidového dvojfunkéného
vektora. Postup zahffia extrakciu genémovej DNA z prislusného tkaniva hlodavca, spracovanie genémovej DNA
in vitro (t. j. spdjanie X vektorov alebo ligicia a elektropordcia plazmidov na ziskanie dvojfunkéného vektora)
a nasledné zistovanie mutdcii v bakteridlnych hostiteloch vo vhodnych podmienkach. V skiske sa vyuzivaji
neutrdlne prenesené gény, ktoré mozno jednoducho ziskat z vacsiny tkaniv.

12.  Zékladny pokus génovej muticie TGR zahffia poddvanie chemikdlie hlodavcom pocas urcitého obdobia. Chemi-
kélie mozno podévat akymkolvek vhodnym sposobom, a to aj vritane implantdcie (napr. testovanie s lekdrskym
pristrojom). Celkové obdobie, pocas ktorého sa zvieratu ddvaji dévky sa nazyva doba poddvania. Po poddvani
zvycajne nasleduje pred usmrtenim casové obdobie, pocas ktorého sa chemikdlia nepoddva a pocas ktorého sa
neobnovené 1ézie DNA fixuji do stabilnych mutdcii. V literatdre sa toto obdobie rozne nazyva aj ako ¢as prejavov,
Cas fixacie alebo Cas expresie; koniec tohto obdobia je ¢as odberu vzoriek (15) (29). Po usmrteni zvierata sa gend-
mova DNA izoluje z prislusného tkaniva a precisti sa.

13.  Udaje z jedného tkaniva z jedného zvierata z viacerjch spojeni/ligicif sa zvycajne agregujt a vieobecne sa hodnotf
frekvencia mutécii s pouzitim sictu od 10° do 107 jednotiek tvoriacich plaky alebo jednotiek tvoriacich kolénie.
Ked sa pouzivaji metddy pozitivnej selekcie, celkovy pocet jednotiek tvoriacich plaky sa uréi s osobitnym
stborom neselektivnych platniciek.

14.  Metddy pozitivnej selekcie sa vypracovali na ulahcenie zistovania mutdcii v gpt géne [gpt delta mysi a potkany,
gpt ~ fenotyp (20) (22) (28)] a lacZ géne [Muta™Mouse alebo lacZ plazmidové mysi (3) (10) (11) (30)]; pricom
génové mutdcie lacl vo zvieratich Big Blue® sa zistujii pomocou neselektivnej metddy, ktorou sa identifikuji
mutdcie prostrednictvom tvorby sfarbenych (modrych) plakov. Metodoldgia pozitivnej selekcie funguje aj na
uréenie bodovych mutdcii vznikajtcich v clIl géne N\ bakteriofdgového dvojfunkéného vektora [Big Blue® mysi
alebo potkany, a Muta™Mouse (17)] a dele¢nych mutacii v A cervenych a gam génoch [Spi - selekcia v gpt delta
mysSiach a potkanoch (21) (22) (28)]. Frekvencia mutdcii sa vypocitava vydelenim poctu plakov/plazmidov obsahu-
jucich mutdcie v prenesenom géne celkovym poctom plakov/plazmidov ziskanych z tej istej vzorky DNA.
V stididch génovej mutdcie TGR je frekvencia mutdcii vykazovanym parametrom. Frekvencia mutdcii sa dalej
moZe urcit ako podiel buniek s nezdvislymi mutdciami; tento vypocet si vyzaduje Gpravu klonovej expanzie
sekvenciou zotavenych mutantov (24).

15.  Mutdcie hodnotené v skiiskach lacl, lacZ, cIl a bodovej mutdcie gpt pozostdvaju hlavne z mutdcii bdzovej zdmeny,
mutdcif postivajicich ¢itaci rdmec a z malych véleneni/delécii. Relativny podiel tychto typov mutécif v spontdnnych
mutdcidch je podobny ako ich relativny podiel v endogénnom géne Hprt. Velké delécie sa zistuji vyhradne
so skuskami selekcie Spi - a plazmidov lacZ (24). Zaujimavé mutdcie sti mutécie in vivo, ktoré vznikaji v mysiach
alebo potkanoch. Mutdcie in vitro a ex vivo, ktoré mozu vznikniit pocas ziskania, replikdcie alebo opravy figu/
plazmidu si pomerne zriedkavé a v niektorych systémoch ich mozno $pecificky identifikovat alebo vylucit
pomocou systému bakteridlneho hostitela/pozitivnej selekcie.

OPIS METODY

Priprava

Vyber druhov zvierat

16.  V stcasnosti st dostupné rozne modely zistovania génovej mutdcie transgénnych my3i a tieto systémy sa pouzi-
vaju viac ako modely vyuzivajice transgénne potkany. Ak je potkan jednoznacne vhodnejsim modelom ako mys
(napr. pri skiimani mechanizmu karcinogenézy tumoru zisteného len u potkanov, na koreldciu so stadiou toxicity
na potkanoch, alebo ked je zndme, ze metabolizmus potkanov lepsie zndzortiuje [udsky metabolizmus), malo by
sa zvazit pouzitie modelov vyuzivajicich transgénne potkany.



21.8.2014 Uradny vestnik Eurépskej tnie L 247/101

Podmienky umiestnenia a kimenia

17.  Teplota v miestnosti pre pokusné zvieratd by idedlne mala byt 22 °C (¢ 3 °C). Aj ked relativna vlhkost by mala
byt aspont 30 % a pokial mozno nemala by prevySovat 70 % okrem casu Cistenia miestnosti, cielom je udrzat
relativnu vlhkost v rozmedzi 50 — 60 %. Osvetlenie by malo byt umelé, denne by sa malo striedat 12 hodin svetla
s 12 hodinami tmy. Na kfmenie sa moze pouzivat bezné laboratérne krmivo s neobmedzenou dodavkou pitnej
vody. Vyber krmiva moze byt ovplyvneny potrebou zabezpecit vhodnd primes testovanej chemikélie, ked sa
poddva tymto spdsobom. Zvieratd by mali byt umiestnené v malych skupindch (najviac pif) rovnakého pohlavia,
pokial sa nepredpokladd agresivne spravanie. Ak to je vedecky opodstatnené, zvieratd mozu byt umiestnené
samostatne.

Priprava zvierat

18.  Zdravé mladé, pohlavne dospelé zvieratd (staré 8 az 12 tyzdiov na zaciatku pokusu) sa ndhodne rozdelia do
kontrolnych a pokusnych skupin. Zvieratd sa jedineCneoznalia. Zvieratd sa aklimatizuji na laboratérne
podmienky najmenej pdt dni. Klietky sa usporiadaji tak, aby sa minimalizovali pripadné vplyvy vyplyvajice
z umiestnenia klietok. Na zaciatku $tadie by mala byt hmotnostnd varidcia zvierat minimélna a nemala by presia-
hnut + 20 % strednej hmotnosti kazdého pohlavia.

Priprava ddvok

19.  Pevné testované chemikélie by sa pred poddvanim davok zvieratdim mali rozpustit alebo suspendovat vo vhodnych
rozpustadlach alebo nosi¢och alebo primiesat do krmiva alebo pitnej vody. Kvapalné testované chemikalie sa
poddvaji priamo alebo rozriedené pred poddvanim. V pripade inhalatnych expozicii sa testované chemikélie
moZu v zévislosti od svojich fyzikdlnochemickych vlastnosti podévat ako plyn, vypary alebo tuhé/kvapalné aero-
sOly. Pouzivajii sa Cerstvé pripravky testovanej chemikalie, pokial tdaje o stabilite nepoukazuji na vhodnost
uskladnenia.

Podmienky skisky
Rozpuistadlo/nosic

20. Rozpustadlo/nosi¢ by nemali vyvolavat toxické ucinky v pouzivanych objemoch ddvok a nemali by chemicky
reagovat s testovanou chemikaliou. Ak sa pouZivaju iné ako dobre znidme rozpustadld/nosice, ich pouzitie by
malo byt podporené referenénymi ddajmi, ktoré poukazujii na ich kompatibilitu. Vzdy, ked to je mozné, odpo-
raca sa zvazit pouzitie najprv vodného rozpustadla/nosica.

Pozitivne kontrolné vzorky

21.  Obycajne by sa mali pouzivat zvieratd na paralelni pozitivnu kontrolu. V pripade laboratérii, ktoré preukdzali
sposobilost (pozri odsek 23) a bezne pouzivaji tieto skisky, sa vSak na potvrdenie dspechu metédy mozu do
kazdej $tadie zaclenit DNA z pokusnych zvierat z predchddzajicich pozitivnych kontrol. Tieto DNA z predchddza-
jucich pokusov by mali byt ziskané z rovnakych druhov a prislusnych tkaniv a mali by byt vhodne uskladnené
(pozri odsek 36). Ked sa pouzivaju paralelné pozitivne kontrolné vzorky, nie je potrebné podévat ich rovnakym
sposobom ako testovant chemikdliu; o pozitivnych kontrolnych vzorkdch by vsak malo byt zndme, Ze sposobujt
mutdcie v jednom tkanive alebo vo viacerych tkanivdch, ktoré sa relevantné pre testovand chemikéliu. Davky
pozitivnych kontrolnych chemikélii by sa mali zvolit tak, aby sposobovali slabé alebo mierne d¢inky, ktoré
kriticky stanovuju vysledky a citlivost skasky. Priklad pozitivnych kontrolnych chemikélii a niektorych ich cielo-
vych tkaniv sa uvadzaja v tabulke 1.

Tabulka 1

Priklady pozitivnych kontrolnych chemikdlii a niektorych ich cielovych tkaniv

» . Cielové tkanivo mutdcie
Pozitivna kontrolnd

chemikalia 2 & CAS Nézov Einecs a ¢. Einecs Charakteristika -
potkan my3
N-etyl-N-nitrozmo¢o- | N-etyl-N-nitrozmoco- | priamo posobiaci pecen, kostnd dren, hrubé
vina vina mutagén plica ¢revo, epitel hrubého
& CAS 759-73-9) (212-072-2) treva, tenké Erevo,

pecen, plica, slezina,
oblicky, vajecnikové
folikuldrne bunky,
samcie zarodocné

bunky




L 247/102 Uradny vestnik Eurépskej tnie 21.8.2014
Pozitivna kontrolna ) . . o Cielové tkanivo muticie
chemikalia 2 & CAS Nézov Einecs a ¢. Einecs Charakteristika

: potkan my3
etylkarbamat (uretdn) uretdn mutagén, vyZaduje kostnd dren, predza-

(& CAS 51-79-6) (200-123-1) metabolizmus alebo ladok, tenké ¢revo,

sposobuje len slabé pecen, plica, slezina
ucinky.

2,4-diaminotoluén 4-metyl-m-fenylén- mutagén, vyZaduje pecen pecenl

(& CAS 95-80-7) diamin metabolizmus, pozi-

(202-453-1) tivny aj v skiske Spi-

benzo[a]pyrén benzo[def]chryzén mutagén, vyZaduje pecen, kostnd dren, prsia,

(& CAS 50-32-8) (200-028-5) metabolizmus omentum | hrubé ¢revo, predza-
ladok, zlaznaty
zalidok, srdce, pecen,
plica, samcie zdro-
do¢né bunky

Negativne kontrolné vzorky

22.  Pre kazdy cas odberu vzoriek by sa mali zaclenit negativne kontrolné vzorky o3etrované len s rozptstadlom alebo
nosicom, s ktorymi sa inak zaobchddza rovnako ako s pokusnymi skupinami. Ak neexistujii historické alebo
zverejnené kontrolné tidaje, ktoré by preukazovali, Ze zvolené rozpustadlo/nosi¢ nesposobuji Ziadne zhubné ani
mutagénne G¢inky, neosetrované kontrolné vzorky by sa mali zaradif aj pre kazdy ¢as odberu vzoriek na stano-
venie prijatelnosti kontrolnej skupiny, ktorej bol podany nosic.

Overenie sposobilosti laboratéria

23.  Sposobilost v tychto skuskach by sa mala urcit preukdzanim schopnosti reprodukovat predpokladané vysledky
zo zverejnenych tdajov (24) pre: 1) frekvencie mutdcii s pozitivnymi kontrolnymi chemikéliami (vratane slabych
reakcii), ako sa napriklad uvadzajii v tabulke 1, s nemutagénnymi kontrolami a kontrolami s poddvanim nosica;
a 2) ziskanie preneseného génu z gendmovej DNA (napr. G¢innost spdjania).

Sekvenovanie mutdcii

24.  Pokial ide o uplatiovanie noriem, sekvenovanie DNA muticii sa nevyzaduje, najma v pripadoch, ked sa ziska
jasny pozitivny alebo negativny vysledok. Udaje o sekvenovani viak mozu byt uZitoéné v pripade spozorovania
vysokej varidcie medzi jednotlivcami. V takychto pripadoch sa sekvenovanie moze pouzit na vylicenie moznosti
vynimo¢nych (jackpots) alebo klonovych udalosti identifikiciou podielu jedine¢nych muticii z konkrétneho
tkaniva. Sekvenovanie priblizne 10 mutdcii na jedno tkanivo na jedno zviera by malo postacovat na jednoduché
urenie, ¢i klonové mutdcie zvysuja frekvenciu mutdcif; sekvenovanie az 25 muticii moze byt potrebné na mate-
matickd korekciu frekvencie mutdcii o klonalitu. Sekvenovanie muticii sa modze zvazif aj v pripade zistenia
malych zvyseni frekvencie mutacii (t. j. ktoré len presahuji hodnoty neosetrovanej kontrolnej skupiny). Rozdiely
v spektre mutdcii medzi koléniami mutdcii a pokusnymi a kontrolnymi zvieratami moézu potvrdif mutagénny
ucinok (29). Muta¢né spektrd mozu byt uZitocné aj na vyvoj mechanistickych hypotéz. Ked sa ma sekvenovanie
zaclenit ako stcast protokolu z testu, musi sa osobitne dbat na pldn tychto $tadif, najma pokial ide o pocet sekve-
novanych mutdcii na vzorku, aby sa dosiahla dostatocnd vypovednd hodnota podla pouzitého statistického
modelu (pozri odsek 43).

POSTUP

Pocet zvierat a ich pohlavie

25.  Pocet zvierat v skupine by sa mal vopred urcit tak, aby bol dostato¢ne Statisticky vyznamny na zistenie aspon
zdvojenia vo frekvencii mutdcii. Skupiny by mali pozostdvat najmenej z piatich zvierat, ak je v3ak Statistickd vypo-
vednd hodnota nedostato¢nd, pocet zvierat by sa mal prislusne zvysit. Bezne by sa mali pouZivat samce. Mozu sa
vyskytnit pripady, ked je opodstatnené testovanie len samiciek, napriklad pri testovani lickov urCenych pre Zeny
alebo pri skiimani Zenského[samicicho metabolizmu. Ak existuji medzi pohlaviami vyznamné rozdiely, pokial
ide o toxicitu alebo metabolizmus, potrebné st samce a aj samice.
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Obdobie podidvania

26. Na zaklade pozorovani, Ze muticie pribudaji s kazdym oSetrenim, je potrebny reZim s opakovanou davkou
s dennymi oSetreniami pocas obdobia 28 dni. Vieobecne sa to povazuje za prijatelné na produkciu dostato¢nej
akumuldcie mutdcii slabymi mutagénmi a aj na zabezpecenie Casu vystavenia dostacujiceho na zistenie mutdcil
v organoch s pomalou prolifericiou. Pre niektoré hodnotenia mozZu byt vhodné alternativne rezimy podavania
a tieto iné rozvrhy podavania by mali byt v protokole vedecky odévodnené. OSetrovania by nemali byt kratsie
ako Cas potrebny na tplnd indukciu vSetkych relevantnych metabolizujicich enzymov a kratsie oSetrovania si
mozu vyzadovat pouzitie viacerych roznych casov odberu vzoriek, ktoré st vhodné pre orgdny s roznymi
mierami proliferdcie. V kazdom pripade by sa pri odévodiiovani protokolu mali pouzit vSetky dostupné infor-
mdcie (napr. o vSeobecnej toxicite alebo o metabolizme a farmakokinetike), najmad v pripade odchylenia sa od
uvedenych odporticani. Hoci to moze zvysit citlivost, Cas oSetrovania dlhsf ako 8 tyzdiiov by sa mal jasne vysvetlit
a odovodnit, pretoze dlhy Cas oSetrovania moze klonovou expanziou spoOsobif zrejmé zvySenie frekvencie
mutdcif (29).

Velkosti ddvok

27.  Velkosti ddvok by mali vychddzat z vysledkov §tidie na zistenie rozsahu ddvok s meranim v3eobecnej toxicity,
ktord sa vykonala rovnakym sposobom expozicie, alebo z vysledkov vopred existujiicich stidii subakdtnej toxicity.
Na urlenie rozsahov ddvok sa mozu pouZit netransgénne zvieratd rovnakého kmeria hlodavcov. V hlavnom teste
by kompletnd $tidia na ziskanie informdcif o vztahu medzi ddvkou a reakciou mala zahffiat negativnu kontrolni
skupinu (pozri odsek 22) a minimdlne tri velkosti ddvok s vhodnymi rozostupmi okrem pripadov, ked bola
pouzitd limitujica ddvka (pozri odsek 28). Najvyssia ddvka by mala byt maximdlna tolerovand davka (MTD).
Maximalna tolerovand ddvka sa vymedzuje ako dévka produkujiica zndmky toxicity na takej trovni, Ze vys3Sie
tirovne davok zaloZené na rovnakom divkovacom rezime by pravdepodobne sposobili letalitu. Chemikélie
s osobitnymi biologickymi aktivitami pri nizkych netoxickych ddvkach (ako napriklad hormény a mitogény)
a chemikdlie, ktoré vykazuju saturdciu toxikokinetickych vlastnosti, mézu byt vynaté z kritérii na stanovenie
dévok a mali by sa hodnotit pripad od pripadu. Velkosti divok by mali pokryvat rozsah od maximalnej po mald,
resp. Ziadnu toxicitu.

Limitny test

28. Ak z pokusov na zistenie rozsahu alebo z existujicich tdajov tykajicich sa stvisiacich kmenov hlodavcov
vyplyva, Ze rezim podédvania aspofl limitujiicej ddvky (pozri niZsie) nesposobuje Ziadne pozorovatelné toxické
Ucinky, a ak sa genotoxicita neocakdva ani na ziklade Gdajov zo Strukturalne pribuznych chemikalii, nepovazuje
sa za nevyhnutné uskutocnit celd $tddiu s pouzitim troch velkosti ddvok. V pripade obdobia podédvania v trvani
28 dni (t. j. 28 dennych podani) je limitujica davka 1 000 mg/kg telesnej hmotnosti/den. V pripade obdobia
podavania kratsicho ako 14 dni je limitujica ddvka 2 000 mg/kg telesnej vdhy/den (rozvrhy davok iné nez
28 dennych podani by mali byt v protokole vedecky odovodnené, pozri odsek 26).

Podévanie ddvok

29.  Testovand chemikdlia sa zvycajne poddva plnenim Zzalidka sondou s pouzitim Zaltidocnej rirky alebo vhodnej
intubacnej kanyly. Pri pldnovani skisky by sa vSeobecne mal zvézit predpokladany sposob expozicie [udi. Preto
mozu byt prijatelné iné spdsoby expozicie (ako napriklad pitnd voda, subkutdnne, intravendzne, lokalne, inha-
lacia, intratrachedlne, strava alebo implanticia), ked ich mozno oddvodnit. Intraperitonedlna injekcia sa neodpo-
rica, kedZe to nie je fyziologicky relevantny sposob expozicie [udi. Maximélny objem kvapaliny, ktord sa moze
naraz poddvat sondou alebo injekciou zavisi od velkosti pokusného zvierata. Objem by nemal byt vacsi ako
vych alebo Zieravych chemikadlif, ktoré bezne odhalia zhorSené Gcinky pri vyssich koncentracidch, by sa variabilita
testovacieho objemu mala minimalizovat upravenim koncentrdcie na zabezpeCenie stileho objemu pri v3etkych
velkostiach ddvok.

Cas odberu vzoriek
Somatické bunky

30.  Cas odberu vzoriek je kritickou premennou, kedZe ho urcuje doba potrebnd na fixdciu muticii. Této doba zdvisi
od tkaniva a zrejme stvisi s dobou zmeny bunkovej populacie, pricom kostnd dren a tenké ¢revo reagujii rychlo
a pecenl reaguje omnoho pomalsie. Vhodnym kompromisom na meranie frekvencii mutdcif v tkanivach s rychlou
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a aj pomalou proliferdciou s denné rezimy podavania po dobu 28 po sebe nasledujiicich dni (ako sa uvddza v od-
seku 26) a odber vzoriek tri dni po zdvere¢nom podani, hoci maximdlna frekvencia muticii sa v tkanivich
s pomalou proliferdciou za tychto podmienok nemusi prejavit. Ak st tkanivd s pomalou proliferdciou osobitne
vyznamné, moze byt vhodnejsi neskorsi ¢as odberu vzoriek v trvani 28 dni nasledujici po obdobi poddvania
v trvani 28 dni (16) (29). V takychto pripadoch by neskorsi ¢as odberu vzoriek nahradil ¢as odberu vzoriek 3 dni
a vyzadoval by si vedecké odovodnenie.

Zdrodocné bunky

31.  Skasky TGR st vhodné na skdmanie indukcie génovej muticie v muzskych zdrodo¢nych bunkich (7) (8) (27),
v ktorych st dobre vymedzené Casové rozvrhnutie a kinetika spermatogenézy (27). Nizky pocet vajicok dostup-
nych na analyzu, dokonca aj po superovuldcii, a skutocnost, Ze v oocyte nie je syntéza DNA, vylucuji urcenie
mutdcie v Zenskych zdrodo¢nych bunkich s pouzitim transgénnych skasok (31).

32.  Casy odberu vzoriek muzskych zdrodo¢nych buniek by mali byt zvolené tak, aby sa odobrala vzorka z celého
rozsahu exponovanych typov buniek v celom vyvoji zdrodo¢nych buniek a aby stupef, na ktory je odber vzoriek
zamerany, bol vystaveny dostato¢nej expozicii. Cas prechodu vyvijajdcich sa zdrodoénych buniek zo spermatogo-
nidlnych kmeriovych buniek na dospelé spermie, ktoré sa dostanii do semenovodu/chvosta semennika, je ~49 dni
u my$i (36) a ~70 dni u potkanov (34) (35). Po 28-dfiovej expozicii s ndslednou dobou 3 dni odberu vzoriek
predstavuji naakumulované spermie zhromazdené zo semenovodu/chvosta semennika (7) (8) populdciu buniek
exponovanych pocas priblizne druhej polovice spermatogenézy, ¢o zahfiia meiotické a postmeiotické obdobie, ale
nie obdobie spermatogonalnych buniek alebo obdobie kmeriovych buniek. Na primerany odber vzoriek buniek
v semenovode/chvoste semennika, ktoré boli spermatogondlnymi kmenovymi bunkami pocas obdobia expozicie,
je po skonceni poddvania potrebny dalsi ¢as na odber vzoriek v trvani minimélne 7 tyzdfiov (mysi) alebo
10 tyzdriov (potkany).

33.  Bunky extrudované zo semenotvornych tubulov po rezime 28 + 3 dni tvoria zmie$anii populdciu obohatent
o vietky stupne vyvijajacich sa zdrodo¢nych buniek (7) (8). Odber vzoriek z tychto buniek na zistenie génovej
mutdcie neposkytuje také presné postdenie stupiiov, v ktorych boli indukované mutécie zarodo¢nych buniek, aké
mozno ziskat z odberu vzoriek spermif zo semenovodu/chvostu semennika (kedZe tam st rozne typy zdrodoc-
nych buniek, z ktorych sa odobrali vzorky z tubulov, a bude tam niekolko somatickych buniek, ktoré kontami-
nujt tito populdciu buniek). Odber vzoriek zo semenotvornych tubulov spolo¢ne so spermiami zo semenovodu/
chvostu semennika len v rezime 28 + 3 dni by vSak ur¢itym spdsobom pokryl bunky exponované vo vicsine fiz
vyvoja zarodo¢nych buniek a mohol by byt uZito¢ny na zistenie urcitych mutagénov zdrodoénych buniek.

Pozorovania

34. Najmenej raz denne je nutné uskutocnif vSeobecné klinické pozorovania, najlepsie vidy v tom istom case
s ohladom na Casovy vrchol ocakdvanych Géinkov po podani. Mal by sa zaznamenat zdravotny stav zvierat.
Najmenej dvakrdt denne je potrebné sledovat chorobnost a dmrtnost zvierat. VSetky zvieratd by sa mali vazit
najmenej raz za tyZden a pri usmrteni. Spotreba potravy by sa mala merat aspon raz tyzdenne. Ak sa testovand
chemikdlia poddva vo vode na pitie, spotreba vody by sa mala merat pri kazdej vymene vody a asporti raz za
tyzden. Zvieratd, ktoré vykazuji neletdlne ukazovatele nadmernej toxicity, by mali byt usmrtené pred dokonéenim
testovacieho obdobia (23).

Zhromazdovanie tkaniva

35.  Treba jasne vymedzit odovodnenie zhromazdovania tkaniv. KedZe indukciu mutdcie je mozné skiimat prakticky
v kazdom tkanive, vyber zhromazdovanych tkaniv by mal byt zalozeny na doévode vykonania stiidie a na akych-
kol'vek existujicich tdajoch o mutagenite, karcinogenite alebo toxicite skimanej chemikdlie. Medzi délezité posu-
dzované faktory patri sposob poddvania (zaloZeny na pravdepodobnom sposobe expozicie [udi), predpokladand
tkanivovd distribiicia a moZny mechanizmus G¢inku. Ak neexistuji Ziadne podkladové informdcie, mali by sa
zhromazdovat viaceré somatické tkanivd, ktoré by mohli byt vyznamné. Tie by mali predstavovat tkanivd
s rychlou proliferdciou, pomalou proliferdciou a plochy kontaktnych tkaniv. Okrem toho by sa mali zhromaz-
dovat spermie zo semenovodu/chvosta semennika a vyvijajiice sa zdrodo¢né bunky zo semenotvornych tubulov
(ako sa opisuje v odsekoch 32 a 33), ktoré by sa mali uskladnit pre pripad, Zeby bola v budtcnosti potrebnd
analyza mutagenity zdrodo¢nych buniek. Orgdny by sa mali vazif a v pripade vacsich orgdnov by sa mala zo vset-
kych zvierat zhromazdovat rovnaka cast.
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Uskladiiovanie tkaniv a DNA

36. Tkanivd (alebo homogendty tkaniv) by sa mali uskladnovat pri teplote nizsej ako - 70 °C a na izoldciu DNA by sa
mali pouzit do 5 rokov. Izolovand DNA, uchovdvand zmrazend pri teplote 4 °C vo vhodnom tlmivom roztoku,
by sa mala na analyzu mutacii optimalne pouzit do jedného roka.

Vyber tkaniv na analyzu muticii

37.  Vyber tkaniv by mal byt zaloZeny na tychto tvahdch: 1) spdsob poddvania alebo miesto prvého kontaktu (napr.
zlaznaty zalidok pri ordlnom podévani, plica pri poddvani prostrednictvom inhaldcie alebo koza pri lokdlnej
aplikacii); a 2) farmakokinetické parametre pozorované v §tadidch vieobecnej toxicity, z ktorych vyplyva tkani-
vové dispozicia, retencia alebo akumuldcia alebo cielové orgdny toxicity. Ak sa $tadie vykondvajii v nadviznosti
na §tidie karcinogenity, mali by sa zvazit cielové tkanivd karcinogenity. Vyberom tkaniv pre analyzu by sa mala
maximalizovat detekcia chemikalif, ktoré st priamo posobiacimi mutagénmi in vitro, ktoré sa rychlo metaboli-
zuji, si vysoko reaktivne alebo sa zle absorbuji alebo u ktorych je cielové tkanivo urcené sposobom
podévania (6).

38. Ak neexistuji podkladové informdcie a po zvdzeni miesta kontaktu vyplyvajiiceho zo sposobu podavania by sa
mali na mutagenitu posudzovat peceti a najmenej jedno rychlo sa deliace tkanivo (napr. zlaznaty Zalddok, kostnd
dref). Vo vicsine pripadov mozno uvedené poziadavky splnit analyzou dvoch starostlivo vybranych tkanitv, ale
v niektorych pripadoch mo6zu byt potrebné tri alebo viaceré tkanivd. Ak existuji dévody na osobitné znepoko-
jenie s ohladom na cinky na zdrodo¢né bunky vratane pozitivnych reakcil v somatickych bunkach, mali by sa
tkanivd zdrodo¢nych buniek hodnotit na mutdcie.

Metédy merania

39.  Na detekciu mutdcif st dostupné Standardné laboratérne alebo zverejnené metddy pre odportcané transgénne
modely: lacZ lambda bakteriofdg a plazmid (30); lacl my3i (2) (18); gpt delta mysi (22); gpt delta potkany (28);
cll (17). Zmeny by mali byt opodstatnené a riadne zdokumentované. Udaje z viacerych spojeni moZzno agregovat
a pouzif na dosiahnutie primeraného poc¢tu plakov alebo kolénii. Ked je vSak na dosiahnutie primeraného poctu
plakov potrebny vacsi pocet spdjacich reakcii, moZe to byt znak nekvalitnej DNA. V tychto pripadoch by sa ddaje
mali posudzovat opatrne, pretoze moézu byt nespolahlivé. Optimalny celkovy pocet plakov alebo kolénii na
vzorku DNA urcuje Statistickd pravdepodobnost zistenia dostato¢ného poc¢tu mutdcii pri danej frekvencii spontdn-
nych mutdcii. Vo vieobecnosti je potrebnych minimédlne 125 000 az 300 000 plakov, ak je frekvencia spontdn-
nych mutdcif v rdde 3 x 10~ (15). V pripade skasky Big Blue® lacl je dolezité preukdzat, Ze mozno zistit cely rad
fenotypov farebnych mutdcii zaclenenim vhodnych farebnych kontrol siibezne s kazdym ockovanim. Tkanivd
a vysledné vzorky (polozky) by sa mali spractivat a analyzovat s pouzitim blokového dizajnu, v rdmci ktorého sa
polozky z kontrolnej skupiny pouzivajicej nosi¢[rozptstadlo, z pozitivnej kontrolnej skupiny (ak sa pouziva)
alebo z pozitivnej kontrolnej DNA (v ndlezitych pripadoch) a z kazdej pokusnej skupiny spractivaju spolo¢ne.

UDAJE A PODAVANIE SPRAV

Spracovanie vysledkov

40.  Udaje o jednotlivych zvieratich sa uvidzajii v tabulkovej forme. Pokusnou jednotkou je jedno zviera. Sprava by
mala obsahovat celkovy pocet jednotiek tvoriacich plaky (pfu) alebo jednotiek tvoriacich kolénie (cfu), pocet
mutdcif a frekvenciu mutdcif pre kazdé tkanivo z kazdého zvierata. V pripade viacerych spdjacich/zdchrannych
reakcif treba uviest pocet reakcii na vzorku DNA. Treba sice uchovavat tdaje pre kazda jednotlivi reakciu, vyka-
zuju sa vSak len celkové jednotky tvoriace plaky a jednotky tvoriace kol6nie. Treba vykazovat udaje o toxicite
a o klinickych priznakoch podla odseku 34. Mali by sa predkladat vSetky vysledky sekvenovania pre kazda analy-
zovant mutdciu a mali by sa uviest vypocty vyplyvajicej frekvencie mutdcii pre kazdé zviera a tkanivo.

Statistické vyhodnocovanie a interpreticia vysledkov

41.  Je viacero kritéril na urcenie pozitivneho vysledku, ako je zvySenie frekvencie mutdcii stivisiace s ddvkou alebo
jasné zvySenie frekvencie mutdcii v skupine s jednou ddvkou v porovnani s kontrolnou skupinou pouZivajiicou
rozpustadlo/nosi¢. Na zabezpecenie dostato¢nych tidajov na analyzu vztahu medzi divkou a reakciou treba analy-
zovat najmenej tri pokusné skupiny. Biologickd relevantnost vysledkov by sice mala byt prvoradd, pri vyhodnoco-
vani vysledkov testov sa vSak ako pomodcka mézu pouzit vhodné Statistické metddy (4) (14) (15) (25) (26).
V pouzitych tatistickych testoch by sa malo zviera posudzovat ako pokusnd jednotka.
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42, Testovand chemikalia, ktorej vysledky nesplfiaji uvedené kritérid v ziadnom tkanive, sa v tejto skiske nepovazuje
za mutagénnu. Pre biologicki relevantnost negativneho vysledku treba potvrdit expoziciu tkaniva.
43.  Pre sekven¢né analyzy DNA st dostupné viaceré $tatistické postupy, ktoré pomahajii pri interpretécif vysledkov (1)
(5) (9) (19).
44, Zvézenie toho, ¢&i st pozorované hodnoty v rozsahu historickej kontroly alebo mimo nej, moze poskytntt usmer-
nenie pri hodnoteni biologického vyznamu reakcie (32).
Sprava z testu
45.  Spréva z testu by mala obsahovat tieto informadcie:

Testovand chemikdlia:

— identifika¢né tidaje a Cislo CAS, ak je zndme;

— zdroj, &islo davky, ak je k dispozicii;

— fyzikalna povaha a Cistota;

— fyzikdlnochemické vlastnosti relevantné na vykonanie $tddie;

— stabilita testovanej chemikdlie, ak je zndma;

Rozpustadlo/nosic:

— odbévodnenie volby nosica;

— rozpustnost a stabilita testovanej chemikalie v rozpustadle/nosici, ak je zndma;
— priprava zloZenia krmiva, pitnej vodyalebo inhaldcie;

— analytické urenie zloZeni (napr. stabilita, homogénnost, nomindlne koncentracie);

Pokusné zvieratd:

— pouzité druhy/kmen a odévodnenie volby;
— pocet, vek a pohlavie zvierat;
— zdroj, podmienky umiestnenia, krmivo atd’;

— hmotnost jednotlivych zvierat na zaciatku testu vratane rozsahu telesnej hmotnosti, strednej hodnoty a $tan-
dardnej odchylky pre kazdi skupinu;

Podmienky testu:

— tudaje o pozitivnych a negativnych (rozpuastadlo/nosic) kontrolnych skupindch;
— dudaje zo $tadie na zistenie rozsahu;

— odovodnenie vyberu velkosti dévky;

— podrobné tidaje o priprave testovanej chemikalie;

— podrobné tidaje o podavani testovanej chemikalie;

— odovodnenie sposobu podévania;

— metddy merania toxicity zvierat vritane, ked to je mozné, histopatologickych alebo hematologickych analyz,
a frekvencia pozorovani a vdZeni zvierat;

— metddy overovania, ¢i testovand chemikdlia dosiahla cielové tkanivo alebo vSeobecnu cirkuldciu, ak sa
dosiahnu negativne vysledky;

— skuto¢nd davka (mgfkg telesnej hmotnosti/den) vypocitand z koncentrdcie testovanej chemikdlie (ppm)
v krmive/pitnej vode a zo spotreby krmiva/pitnej vody, ak sa uplatiiuje;

— podrobné tidaje o kvalite krmiva a vody;

— podrobny popis rozvrhov poddvania a odoberania vzoriek a odévodnenie volieb;
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— metdda eutanizie;
— postupy izoldcie a uchovévania tkaniv;
— metddy izoldcie genémovej DNA hlodavcov, ziskavania preneseného génu z genémovej DNA a prendSania
transgénnej DNA na bakteridlneho hostitela;
— zdroj a ¢&isla dédvok vsetkych buniek, stiprav a reagentov (v ndlezitych pripadoch);
— metddy vycislovania muticif;
— metddy molekuldrnej analyzy mutdcii a pouzitie pri korekcii o klonalitu afalebo met6dy vypoctu frekvencie
mutdcii, ak sa uplatiuji;
Vysledky:
— stav zvierata pred testovanim a pocas obdobia testovania vratane priznakov toxicity;
— vaha tela a orgdnov pri usmrteni;
— pre kazdé tkanivo/zviera pocet mutdcii, pocet hodnotenych plakov alebo koldnii, frekvencia mutaci;
— pre kazdé tkanivo[skupinu zvierat pocet spdjacich reakcii na vzorku DNA, celkovy pocet mutdcii, strednd
frekvencia mutdcii, Standardnd odchylka;
— vztah medzi davkou a reakciou, ak je mozné ho urcit;
— pre kazdé tkanivo/zviera pocet nezdvislych mutdcif a strednd frekvencia muticii, ked sa vykonala molekuldrna
analyza mutdci;
— paralelné a historické Gdaje o negativnych kontrolnych skupindch s rozsahmi, strednymi hodnotami a Standard-
nymi odchylkami;
— paralelné udaje o pozitivnych kontrolnych skupindch (alebo o neparalelnych DNA pozitivnych kontroldch);
— analytické urcenia, ak st k dispozicii (napr. koncentracie DNA pouzité v spdjani, idaje o sekvenovani DNA);
— pouzité $tatistické analyzy a metddy;
Rozbor vysledkov
Zdver
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Dodatok

VYMEDZENIA POJMOV

Obdobie podavania: celkovd doba, pocas ktorej sa zvieratu poddva dévka.

Bazova zdmena: typ muticie, ktory sposobuje nahradenie jedného nukleotidu DNA inou bazou nukleotidov DNA.
Kapsid: bielkovinovy obal, ktory obklopuje virusovii Casticu.

Chemikdlia: litka alebo zmes.

Klonovd expanzia: produkcia mnohych buniek z jednej (mutantnej) bunky.

Jednotka tvoriaca kolénie: miera Zivotaschopného bakteridlneho mnozstva.

Konkatamer: dlhd plynuld biomolekula zloZend z viacerych sériovo zapojenych identickych kopi.

Cos-miesto: 12-nukleotidovy segment jednovldknovej DNA, ktory existuje na obidvoch koncoch dvojvldknového
genému bakteriofdgovej lambdy.

Delécia: mutdcia, v rdmci ktorej gendm strati jeden alebo viaceré (postupné) nukleotidy.
Elektroporicia: aplikicia elektrickych impulzov na zvysenie priepustnosti bunkovych membran.

Endogénnygén: povodny gén gendmu.

populdcia mala binomindlnu distribdciu.

Muticia postavajiica ¢itaci rdmec: genetickd mutdcia spdsobend vclenenim alebo deléciou viacerych nukleotidov, ktord
nie je rovnomerne delitelnd tromi v rdmci sekvencie DNA, ktord kéduje bielkovinu/peptid.

Vélenenie: pridanie jedného alebo viacerych bdzovych parov nukleotidov do sekvencie DNA.
Jackpot: velky pocet mutantov, ktor{ vznikli klonovou expanziou z jednej mutécie.

Velké delécie: delécie v DNA viacerych tisic béz (ktoré sa efektivne zistia skiiskou selekcie Spi - a plazmidovou skiiskou
lacZ).

Ligdcia: kovalentné spéjanie dvoch koncov molekil DNA s pouzitim ligdzy DNA.

Mitogén: chemikalia, ktord stimuluje bunku, aby sa zacala delit, a ktord spasta mitézu (t. j. delenie buniek).

Neutrdlny gén: gén, ktory nie je ovplyvneny tlakmi pozitivnej alebo negativnej selekcie.

Spdjanie: syntéza infekénych figovych castic z prepardtu fdgovych kapsidovych a zadnych bielkovin a konkataméru
fagovych molekiil DNA. Bezne sa pouZiva na spdjanie DNA klonovanych na lambda vektore (oddeleny cos-miestami) do
infekénych lambda castic.

Utinnost spdjania: Gcinnost, akou sa spdjané bakteriofigy ziskajii v hostitel'skej baktérii.

Jednotka tvoriaca plaky (pfu): miera poctu Zivotaschopnych bakteriofdgov.

Bodovd muticia: vSeobecny vyraz pre mutdciu, ktord ovplyviiuje len malii sekvenciu DNA vritane malych vélenent,
delécii a bazovych zdmen.

Pozitivna selekcia: metdda, ktord umoziiuje prezitie len mutantov.
Reportérovy gén: gén, ktorého zmutovany génovy produkt mozno lahko zistit.

Cas odberu vzoriek: koniec Casového obdobia pred usmrtenim, pocas ktorého sa nepoddva chemikilia a pocas
ktorého sa nespracované lézie DNA fixuju do stabilnych mutécii.
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Dvojfunkény vektor (shuttle vektor): vektor zostaveny tak, aby sa mohol mnozit v dvoch roznych hostitelskych
druhoch; DNA vlozZend do dvojfunkéného vektora mozno teda testovat alebo ju manipulovat v dvoch roznych typoch
buniek alebo dvoch réznych organizmoch.

Testovand chemikdlia: akdkolvek litka alebo zmes testovand pomocou tejto testovacej metddy.

Transgénny: organizmus alebo tykajici sa organizmu, ktorého geném bol zmeneny prenosom génu alebo génov
z inych druhov.”
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