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II

(Icke-lagstiftningsakter)

FORORDNINGAR

KOMMISSIONENS FORORDNING (EU) nr 900/2014
av den 15 juli 2014

om indring, for anpassning till tekniska framsteg, av forordning (EG) nr 440/2008 om testmetoder
enligt Europaparlamentets och ridets férordning (EG) nr 1907/2006 om registrering, utvirdering,
godkinnande och begrinsning av kemikalier (Reach)

(Text av betydelse for EES)

EUROPEISKA KOMMISSIONEN HAR ANTAGIT DENNA FORORDNING
med beaktande av fordraget om Europeiska unionens funktionssitt,

med beaktande av Europaparlamentets och ridets forordning (EG) nr 1907/2006 av den 18 december 2006 om registre-
ring, utvirdering, godkdnnande och begrinsning av kemikalier (Reach), inrittande av en europeisk kemikaliemyndighet,
dndring av direktiv 1999/45/EG och upphivande av rddets férordning (EEG) nr 793/93 och kommissionens férordning
(EG) nr 1488/94 samt radets direktiv 76/769/EEG och kommissionens direktiv 91/155/EEG, 93/67[EEG, 93/105/EG och
2000/21/EG ("), sdrskilt artikel 13.2, och

av foljande skal:

(1) I kommissionens foérordning (EG) nr 440/2008 (%) faststills testmetoder som ska anvindas for tillimpning av
forordning (EG) nr 1907/2006 ndr det giller bestimning av kemikaliers fysikalisk-kemiska egenskaper, toxicitet
och ekotoxicitet.

(2)  Det dr nodvindigt att uppdatera forordning (EG) nr 440/2008 for att med prioritet inféra nya och uppdaterade
testmetoder som nyligen har antagits av OECD, i syfte att ta hinsyn till tekniska framsteg och sikerstilla en
minskning av antalet djur som anvinds for forsok, i enlighet med Europaparlamentets och ridets direktiv
2010/63/EU (}). Samrad har forts med berorda parter om detta utkast.

(3)  Denna anpassning till tekniska framsteg omfattar sex nya testmetoder for bestimning av toxicitet och andra halso-
effekter, inbegripet en studie av utvecklingsneurotoxicitet, en utokad engenerationsstudie av reproduktionstoxi-
citet, ett in vivo-genmutationstest pa transgena gnagare, ett in vitro-test for att bedoma effekter pa syntes av steroid-
hormoner samt tva in vivo-metoder for att bedoma ostrogena och (anti)androgena effekter.

(4)  Forordning (EG) nr 440/2008 bor dérfor dndras i enlighet med detta.

(5)  De atgirder som foreskrivs i denna forordning dr forenliga med yttrandet frin den kommitté som inrittats i
enlighet med artikel 133 i férordning (EG) nr 1907/2006.

() EUTL 396, 30.12.2006, s. 1.

() Kommissionens forordning (EG) nr 440/2008 av den 30 maj 2008 om testmetoder enligt Europaparlamentets och rddets forordning
(EG) nr 1907/2006 om registrering, utvirdering, godkdnnande och begrinsning av kemikalier (Reach) (EUT L 142, 31.5.2008, s. 1).

(*) Europaparlamentets och radets direktiv 2010/63/EU av den 22 september 2010 om skydd av djur som anvinds for vetenskapliga
dndamal (EUTL 276, 20.10.2010, s. 33).
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HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Bilagan till férordning (EG) nr 440/2008 ska dndras i enlighet med bilagan till den hir férordningen.

Artikel 2

Denna forordning trider i kraft den tredje dagen efter det att den har offentliggjorts i Europeiska unionens officiella tidning.

Denna forordning 4r till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfirdad i Bryssel den 15 juli 2014.

Pd kommissionens vignar
José Manuel BARROSO
Ordférande
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BILAGA

Bilagan till férordning (EG) nr 440/2008 ska dndras pé f6ljande sitt:

Kapitlen B.53, B.54, B.55, B.56, B.57 och B.58 ska inforas:

"B.53 STUDIE AV UTVECKLINGSNEUROTOXICITET

INLEDNING

1. Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 426 (2007). En OECD-arbetsgrupp for reproduktions- och
utvecklingstoxicitet diskuterade i Képenhamn i juni 1995 behovet av att uppdatera befintliga OECD-testriktlinjer
for reproduktions- och utvecklingstoxicitet samt utarbeta nya riktlinjer for endpoints som dnnu inte omfattas (se
hinvisning 1). Arbetsgruppen rekommenderade att en testriktlinje for utvecklingsneurotoxicitet bor skrivas pd
grundval av en riktlinje frin den amerikanska miljoskyddsmyndigheten, som sedan dess har reviderats (se hinvis-
ning 2). I juni 1996 holls ett andra samrddsmoéte i Kopenhamn for att forse sekretariatet med vigledning om
utkast till en ny testriktlinje for utvecklingsneurotoxicitet, inklusive de viktigaste delarna som t.ex. uppgifter om
val av djurart, doseringsperiod, testperiod, endpoints som ska bedémas och kriterier {6r utvirdering av resultaten.
En amerikansk riktlinje for riskbedémning av neurotoxicitet publicerades 1998 (se hanvisning 3). Ett OECD-
expertmoéte och en ILSI Risk Science Institute-workshop holls direkt efter varandra i oktober 2000 och ett expert-
mote holls i Tokyo 2005. Dessa moten holls for att diskutera vetenskapliga och tekniska fragor i samband med
den aktuella testriktlinjen, och rekommendationerna fran métena (se hanvisning 4, 5, 6, 7) 6vervigdes vid utarbe-
tandet av denna testmetod. Ytterligare information om genomférandet, tolkningen och terminologin som anvinds
for denna testmetod finns i OECD:s vigledning nr 43 om testning och utvirdering av reproduktionstoxicitet (se
hinvisning 8) och nr 20 om testning av neurotoxicitet (se hanvisning 9).

INLEDANDE OVERVAGANDEN

2. Ett antal kemikalier 4r kinda for att ge utvecklingsneurotoxiska effekter hos médnniskor och andra arter (se hinvis-
ning 10, 11, 12, 13). Bestdimning av risken for utvecklingsneurotoxicitet kan behovas for att bedoma och utvar-
dera de toxiska egenskaperna hos en kemikalie. Utvecklingsneurotoxiska studier 4r utformade for att tillhandahélla
uppgifter, bland annat dos-responskarakterisering av de potentiella funktionella och morfologiska effekterna pé
utvecklingen av nervsystemet hos avkomman som kan uppstd vid exponering i livmodern och tidigt i livet.

3. En studie om utvecklingsneurotoxicitet kan genomforas som en separat studie som ingér i en studie om reproduk-
tionstoxicitet och/eller vuxenneurotoxicitet (t.ex. testmetoderna B.34 [se hdnvisning 14], B.35 [se hdnvisning 15],
B.43 [se hanvisning 16]), eller liggas till i en studie om prenatal utvecklingstoxicitet (t.ex.testmetod B.31 [se
hinvisning 17]). Nar studien om utvecklingsneurotoxicitet inforlivas i, eller ansluts till, en annan studie 4r det
viktigt att bevara integriteten f6r bada studietyperna. Alla tester ska f6lja gillande lagstiftning eller statliga och
institutionella riktlinjer for anvindning av forsoksdjur inom forskningen (se t.ex.hdnvisning 18).

4. Testlaboratoriet bor analysera all tillginglig information om testkemikalien innan studien genomférs. Sddan infor-
mation innehdller kemikaliens identitet och struktur, dess fysikalisk-kemiska egenskaper, resultaten fran andra in
vitro- eller in vivo-toxicitetsstudier av kemikalien, toxikologiska data om strukturellt nirbeslidktade kemikalier samt
den forvintade anvindningen av kemikalien. Denna information ir nddvindig for att forvissa alla berérda parter
om att testet dr relevant for skyddet av minniskors hilsa, och att det ir behjilpligt vid valet av en limplig
startdos.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

5. Testkemikalien administreras till djuren under driktighet och laktation. Moderdjur testas for att bedoma effekter
hos driktiga och lakterande honor och kan ocksd ge jimforande information (moderdjur kontra avkomma).
Avkomman ir slumpmdssigt utvald inom kullarna for utvirdering av neurotoxicitet. Utvirderingen bestdr av
observationer for att uppticka grova neurologiska och beteendemaissiga avvikelser, inklusive en bedomning av
fysisk utveckling, beteendemissig ontogeni, motorik, motoriska och sensoriska funktioner och inlirning och
minne, samt utvarderingen av hjarnvikter och neuropatologi under postnatal utveckling och vuxenliv.
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6.  Nir testmetoden genomfors som en separat studie kan ytterligare tillgingliga djur i varje grupp anvindas for
specifika neurobeteendemissiga, neuropatologiska, neurokemiska eller elektrofysiologiska forfaranden som kan
komplettera uppgifterna frin de undersokningar som rekommenderas i denna testmetod (se hdnvisning 16, 19,
20, 21). De kompletterande forfarandena kan vara sirskilt anvindbara nir empirisk observation, forviantade
effekter eller mekanism/tillvigagangssitt indikerar en viss typ av neurotoxicitet. Dessa kompletterande forfaranden
kan anvindas for moderdjuren sdvil som for avkomman. Dessutom kan ex vivo- eller in vitro-forfaranden ocksd
anvindas, forutsatt att dessa forfaranden inte forandrar integriteten for in vivo-forfarandena.

FORBEREDELSER FOR TESTET

Val av djurart

7. Rekommenderad testart dr rdtta. Andra arter kan anvindas vid behov. Observera dock att draktighetsdagar (GD)
och postnatala dagar (PND) som anges i denna testmetod ir specifika for de rittstammar som vanligen anvinds,
och jamforbara dagar bor viljas om en annan art eller ovanlig stam anvinds. Anvidndningen av annan art bor
motiveras utifrdn toxikologiska, farmakokinetiska och/eller andra data. Motiveringen bor omfatta tillgdngligheten
av artspecifika postnatala neurobeteendemissiga och neuropatologiska bedomningar. Om ett tidigare test foranlett
problem, bor arten/stammen som varit problematisk beaktas. P grund av de skilda prestandaattributen hos olika
rdttstammar, bor det finnas evidens for att den stam som ska anvindas har adekvat fruktsamhet och mottaglighet.
Andra arters tillforlitlighet och kanslighet nar det galler att uppticka utvecklingsneurotoxicitet bor dokumenteras.

Inhysnings- och utfodringsférhallanden

8. Temperaturen i djurutrymmet bor vara 22 + 3 °C. Den relativa fuktigheten bor vara minst 30 % och helst inte
overstiga 70 %, utom ndr rummet rengdrs dd malet bor vara 50-60 %. Artificiell belysning bor anvindas, med en
dygnsrytm pd 12 timmar ljus och 12 timmar morker. Det dr ocksd mojligt att vinda ljuscykeln fore parningen
och under hela studien, for att utféra bedomningar av funktionella och beteendemissiga endpoints under morker-
perioden (vid rott ljus), dvs. under den tid som djuren normalt dr aktiva (se hdnvisning 22). Eventuella forind-
ringar i ljus-morkercykeln bor innefatta tillricklig acklimatiseringstid for att ldta djuren anpassa sig till den nya
cykeln. For utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder anvindas med fri tillgdng till dricksvatten. Den typ av
foder och vatten som anvinds bor redovisas och bdda bor analyseras betriffande fororeningar.

9. Dijuren kan inhysas individuellt eller i burar i smad grupper av samma kon. Parningsforfarandena bor utforas i
burar som dr lampliga for andamalet. Efter tecken pé parning, eller senast dag 15 av driktigheten, bor parade djur
inhysas separat i forlossnings- eller moderskapsburar. Burarna bor placeras sé att eventuell pdverkan beroende pé
deras placering blir sa liten som mojligt. Parade honor bor forses med lampliga och definierade material i redet
ndr nedkomsten 4r ndra. Det dr allmint kint att olimplig hantering eller stress under draktigheten kan leda till
motsatt resultat, inberdknat prenatal forlust samt forindrad fosterutveckling och postnatal utveckling. Som skydd
mot forlust av foster genom faktorer som inte dr behandlingsrelaterade, bor djuren hanteras varsamt under drik-
tigheten och stress frin yttre faktorer sisom hogt buller bor undvikas.

Forberedelse av djuren

10.  Friska djur ska anvindas vilka har acklimatiserats till laboratoriemiljon och inte anvints i tidigare forsoksforfar-
anden, sdvida inte studien ingdr i en annan studie (se punkt 3). Forsoksdjuren bor karakteriseras efter art, stam,
ursprung, kon, vikt och alder. Varje djur tilldelas och mérks med ett unikt identifieringsnummer. Djuren i alla test-
grupper bor, sd vitt det dr praktiskt mojligt, ha enhetlig vikt och dlder och ligga inom det normala intervallet for
den art och stam som studeras. Unga vuxna honor utan avkomma bor anvindas vid varje dosniva. Syskon ska
inte paras och forsiktighet bor iakttas for att sikerstilla detta. Driktighetsdagen (GD) 0 dr den dag dé en vaginal-
plugg och/eller sperma observeras. Adekvat acklimatiseringstid (t.ex.2—3 dagar) bor tilldtas vid kop av tidsdriktiga
djur frdn en leverantor. Parade honor bor anvisas pé ett opartiskt sitt till kontroll- och behandlingsgrupperna och
sd vitt det dr mojligt bor de fordelas jamnt mellan grupperna (t.ex.ett stratifierat slumpmassigt forfarande rekom-
menderas for att ge en jamn fordelning i alla grupper, exempelvis baserat pa kroppsvikt). Honor som har befruk-
tats av samma hane bor fordelas jamnt i grupperna.
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FORFARANDE

Djurens antal och kén

11.  Varje test- och kontrollgrupp bor innehélla ett tillrickligt antal driktiga honor som ska exponeras for testkemika-
lien, for att sikerstilla att ett tillrdckligt antal avkommor produceras for utvirderingen av neurotoxicitet. Samman-
lagt 20 kullar rekommenderas vid varje dosnivd. Doseringsutformningar med replikat och forskjutna grupper ar
tillitna om det totala antalet kullar per grupp uppnds och om limpliga statistiska modeller anvinds for att redo-
visa replikat.

12.  Senast postnatal dag (PND) 4 (nedkomstdag dr PND 0), bor storleken pd varje kull justeras genom att extra ungar
utesluts genom ett slumpmassigt urval for att ge en enhetlig kullstorlek for alla kullar (se hdnvisning 23). Kullens
storlek ska inte Gverstiga den genomsnittliga kullstorleken for den stam av gnagare som anvinds (8-12). Kullen
bor i mojligaste mén ha lika manga han- och honungar. Selektiv uteslutning av ungar,t.ex.baserat pa kroppsvike,
ar inte lampligt. Efter standardisering av kullarna (gallring) och fore vidare testning av funktionella endpoints, bor
enskilda ungar som ar schemalagda for testning fore eller efter avvinjningen identifieras unikt med hjilp av en
lamplig human metod for identifiering (se t.ex. hanvisning24).

Anvisning av djur till funktions- och beteendetester, hjirnvikter och neuropatologiska utvirderingar

13.  Testmetoden medger olika tillvigagdngssitt nir det giller anvisning av djur som exponerats in utero och genom
laktation till funktions- och beteendetester, konsmognad, faststillande av hjirnvikt och neuropatologisk utvir-
dering (se hinvisning 25). Andra tester av kognitiva funktioner (t.ex. socialt beteende), neurokemi eller neuropato-
logi kan ldggas till i en bedomning fran fall till fall, s& linge integriteten hos de ursprungliga noédvindiga testerna
inte dventyras.

14.  Ungar viljs ut frén varje dosgrupp och anvisas till endpointbedomning pd PND 4 eller senare. Urvalet av ungar
bor utforas sé att, i mojligaste mén, bada konen fran varje kull i varje dosgrupp &r lika representerade i alla test.
For testning av motorisk aktivitet bor samma par av han- och honungar testas vid alla dldrar fore avvinjningen
(se punkt 35). For alla andra tester kan samma eller separata par av han- och hondjur anvisas till olika beteende-
tester. Olika ungar kan behéva anvisas till tester av kognitiv funktion for avvanda djur kontra vuxna for att
undvika storning av effekter frdn alder och tidigare traning pd dessa mitningar (se hinvisning 26, 27). Vid avvinj-
ning (PND 21) kan ungar som inte valts ut for testning avlivas pd ett humant sitt. Eventuella férandringar i anvis-
ning av ungar ska redovisas. Den statistiska enheten bor vara kullen (eller moderdjuret), och inte ungen.

15.  Det finns olika sitt att anvisa avkommor till undersokningar fore och efter avvinjning, kognitiva tester, patolo-
giska undersokningar etc., (se figur 1 for allméin utformning, och tilldgg 1 for exempel pa anvisning). Rekommen-
derat minsta antal djur i varje dosgrupp for undersokningar fore och efter avvinjning ar foljande:

Kliniska observationer och kroppsvikt Alla djur
Detaljerade kliniska observationer 20/kon (1/kon/kull)
Hjdrnvikt (efter fixering) PND 11-22 10/kon (1 /kull)
Hjdrnvikt (ej fixerad) ~ PND 70 10/kon (1/kull)
Neuropatologi (immersions- eller perfusionsfixering) PND 11-22 10/kon (1 /kull)
Neuropatologi (perfusionsfixering) PND ~ 70 10/kon (1/kull)
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Konsmognad 20/kon (1/kon/kull)
Andra utvecklingsmarkorer (valfria) Alla djur
Beteendeontogeni 20/kon (1/kon/kull)
Motorisk aktivitet 20/kon (1 /kon/kull)
Motoriska och sensoriska funktioner 20/kon (1/kon/kull)
Inldrning och minne 10/kon () (1/kull)

() Beroende pa hur kinsliga de kognitiva funktionstesterna ir, bor en undersokning med ett storre antal djur overvigas, t.ex.
upp till 1 hane och 1 hona per kull (for djurtilldelning, se tillagg 1) (ytterligare vagledning om urvalsstorlek finns i OECD:s
vigledning 43 [se hdnvisning 8]).

Dosering

16. Minst tre dosnivder och en jimsides behandlad kontroll ska anvidndas. Dosnivderna bor spridas ut for att ge en
gradering av de toxiska effekterna. Den hogsta dosnivén ska viljas, om kemikalien inte har ndgra begrinsningar
pd grund av sina fysikalisk-kemiska eller biologiska egenskaper, i syfte att framkalla en viss maternell toxicitet (t.
ex. kliniska tecken, minskad viktuppging (hogst 10 %) och/eller tecken pa dosbegrinsande toxicitet i ett
mélorgan). Den hoga dosen kan begrinsas till 1 000 mg/kg/dag kroppsvikt, med ndgra undantag. Exempelvis kan
forvantad exponering av méinniskor indikera ett behov av att anvinda en hogre dosniva. Alternativt bor pilotstu-
dier eller prelimindra dosfinnande studier utforas for att faststdlla den hogsta dos som ska anvindas for att produ-
cera en minimal grad av maternell toxicitet. Om testkemikalien har visat sig vara utvecklingsmdssigt toxisk,
antingen i en vanlig undersokning av fosterskadande effekter eller i en pilotstudie, bor den hogsta dosnivén vara
den hogsta dos som inte framkallar alltfor stor toxicitet i avkomman, eller in utero eller neonatal dod eller miss-
bildning, tillrackligt for att utesluta en meningsfull utvirdering av neurotoxicitet. Den ldgsta dosen bor syfta till att
inte ge ndgra tecken pé vare sig maternell eller utvecklingsmissig toxicitet, inklusive neurotoxicitet. En fallande
dosniva bor viljas i syfte att pavisa en eventuell dosrelaterad respons och en nivéd dir ingen skadlig effekt obser-
veras (Noael) eller doser nira detektionsgransen vilka gor det mojligt att faststdlla en referensdos. Tvé- till fyrfal-
diga dosintervall 4r ofta optimala for de fallande dosnivéerna, och att ldgga till en fjarde dosgrupp dr att foredra
framfor att anvinda mycket stora intervall (t.ex. mer 4n en faktor pa 10) mellan doseringarna.

17.  Dosnivéerna bor viljas med hinsyn till alla befintliga toxicitetsdata samt ytterligare information om metabolism
och toxikokinetik hos testkemikalien eller nirbesliktade dmnen. Denna information kan ockséd hjilpa till att visa
doseringsschemats limplighet. Direktdosering av ungar bor overvigas baserat pd exponeringsinformation och
farmakokinetisk information (se hinvisning 28, 29). Fordelar och nackdelar bor 6vervigas noga innan direktdo-
seringsstudier utfors (se hanvisning 30).

18.  Den jamsides behandlade kontrollgruppen bér vara en kontrollgrupp som far en overksam behandling (placebo)
eller en vehikelkontrollgrupp om en vehikel anvinds for tillforsel av testkemikalien. Samtliga djur bor normalt ges
samma volym av antingen testkemikalien eller vehikeln baserat pd kroppsvikten. Om en vehikel eller annan tillsats
anvinds for att underlitta doseringen ska hinsyn tas till f6ljande egenskaper: paverkan pa absorption, distribution,
metabolism eller lagring av testkemikalien; effekter pd testkemikaliens kemiska egenskaper som kan andra dess
toxiska egenskaper, samt paverkan pd foder- eller vattenkonsumtionen eller djurens niringsstatus. Vehikeln ska
inte leda till effekter som kan stora tolkningen av studien, inte heller ska den vara neurobeteendetoxisk eller ha
effekter pd fortplantning eller utveckling. Nar det giller nya vehiklar bor en placebobehandlad kontrollgrupp ingé
forutom en vehikelkontrollgrupp. Djur i kontrollgrupper ska hanteras pa samma sitt som djur i testgrupper.
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Administration av doser

19.  Testkemikalien eller vehikeln bor ges pa det sitt som dr mest relevant for potentiell exponering av ménniskor och
baserat pd tillgdnglig information om metabolism och spridning i forsoksdjuren. Administrationsvdgen ar i
allminhet oral (t.ex.sondmatning, via foda, via dricksvatten) men andra vigar (t.ex.hud eller inandning) kan
anvindas beroende pd egenskaper och forvintade eller kinda vigar for mansklig exponering (ytterligare vigled-
ning finns i vagledningsdokument 43 [se hinvisning 8]). Motivering bor ges for valet av administrationsvag. Test-
kemikalien bor ges vid ungefir samma tid varje dag.

20. Den dos som ges till varje djur ska normalt baseras pa den senaste bestimningen av individuell kroppsvikt. Dock
bor forsiktighet iakttas vid justering av doser under sista tredjedelen av driktigheten. Om Overskottstoxicitet
noteras i de behandlade moderdjuren bor dessa avlivas pé ett humant sitt.

21.  Testkemikalien eller vehikeln bor, som ett minimum, administreras dagligen till parade honor fran tiden for
implanteringen (GD 6) och under laktationen (PND 21), s att avkomman ar exponerad for testkemikalien under
den pre- och postnatala neurologiska utvecklingen. Den &lder dd doseringen startar, och doseringens varaktighet
och frekvens, kan justeras om evidens stoder en experimentell utformning som dr mer relevant f6r mansklig expo-
nering. Doseringsvaraktigheter bor justeras for andra arter for att sikerstilla exponering under alla tidiga perioder
av hjarnans utveckling (dvs., motsvarande prenatal och tidig postnatal tillvixt av den ménskliga hjdrnan). Doser-
ingen kan borja ndr driktigheten inleds (GD 0), dven om man bor overviga risken for att testkemikalien kan
orsaka preimplantatorisk forlust. Administration som borjar pd GD 6 skulle kunna undvika denna risk, men
utvecklingsstadierna mellan GD 0 och GD 6 skulle dé inte behandlas. Nir ett laboratorium képer tidsparade djur
dr det opraktiskt att borja dosera pd GD 0, och dirmed vore GD 6 en bra startdag. Testlaboratoriet bor stilla in
doseringsschemat i enlighet med relevant information om testkemikaliens effekter, tidigare erfarenhet och logis-
tiska faktorer; detta kan omfatta en forlingning av doseringen forbi avvinjningen. Doseringen bor inte ske pé
nedkomstdagen hos de djur som inte har f6tt fram hela sin avkomma. I allmidnhet antas det att exponering av
ungarna sker via modersmjolken, dock ska direktdosering av ungar overvigas i de fall dd det saknas evidens pd
fortsatt exponering av avkomman. Beldgg for kontinuerlig exponering kan t.ex.himtas fran farmakokinetisk infor-
mation, toxicitet hos avkomma eller férandringar av biologiska markérer (se hinvisning 28).

OBSERVATIONER

Observation av moderdjur

22, Alla moderdjur bor observeras noga minst en ging dagligen avseende deras hilsotillstdnd, inbegripet sjuklighet
och dodlighet.

23.  Under behandlings- och observationsperioderna bor mer detaljerade kliniska observationer utforas regelbundet
(minst tvd gdnger under driktighetsdoseringsperioden och tvd ganger under laktationsdoseringsperioden) med
minst tio moderdjur per dosniva. Djuren ska observeras utanfor buren av utbildade tekniker som dr omedvetna
om djurens behandling, med hjilp av standardiserade procedurer som minimerar djurens stress och observato-
rernas partiskhet och maximerar tillforlitligheten mellan observatorer. Om det 4r mojligt bor observationerna i en
given studie goras av samma tekniker.

24.  Forekomst av observerade tecken ska registreras. Nar det d4r mojligt bor ocksé de observerade tecknens omfattning
registreras. Kliniska observationer bor omfatta, men inte begrinsas till, forandringar av hud, pals, 6gon och slem-
hinnor, forekomst av sekret och autonom aktivitet (t.ex.tirflode, piloerektion, pupillstorlek, ovanligt andning-
smonster och/eller munandning, och eventuella ovanliga tecken pé urinering eller avforing).

25.  Eventuella ovanliga reaktioner med avseende pa kroppsstillning, aktivitetsnivé (t.ex.minskad eller 6kad utforskning
av standardomradet) och samordning av rorelser bor ocksd noteras. Fordndringar i ging, (t.ex.vaggande, ataxi),
kroppsstallning (t.ex.krokt rygg) och reaktivitet mot hantering, placering eller andra miljomassiga stimuli, liksom
forekomst av kloniska eller toniska rorelser, konvulsioner, darrningar, stereotypier (t.ex.6verdrivet putsande, ovan-
liga huvudrorelser, repetitivt cirklande), bisarrt beteende (t.ex.bitande eller Gverdrivet slickande, sjdlvstympning,
baklingesgang, vokalisering) eller aggressioner bor registreras.
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Tecken pa toxicitet bor registreras, inklusive dag for forsta tecken, tid pa dygnet, grad och varaktighet.

Djuren bor vigas vid doseringstidpunkten minst en gang i veckan under hela studien, pé eller nira nedkomst-
dagen, och pd PND 21 (avvinjning). Vid sondmatningsstudier bér moderdjuren vigas minst tvd ginger per vecka.
Doserna ska vid behov justeras i samband med varje bestimning av kroppsvikt. Foderkonsumtionen bor matas
minst en gdng i veckan under draktighet och laktation. Vattenforbrukningen bor mitas minst en ging i veckan
om exponeringen sker via vattenforsorjningen.

Observationer av avkomma

All avkomma bor observeras noggrant minst en gang per dag for att uppticka eventuella tecken pa toxicitet, sjuk-
lighet och dodlighet.

Under behandlings- och observationsperioderna bor mer detaljerade kliniska observationer av avkomman genom-
foras. Avkomman (minst en unge per kén/kull) bor observeras av utbildade tekniker som 4r omedvetna om
djurens behandling, med hjilp av standardiserade procedurer som minimerar partiskheten och maximerar tillfor-
litligheten mellan observatorer. Om mojligt bor observationerna goras av samma tekniker. Som ett minimum, bor
de endpoints som beskrivs i punkterna 24 och 25 6vervakas pd limpligt sitt f6r det utvecklingsstadium som
observeras.

Alla tecken pd toxicitet hos avkomman bor registreras, inklusive dag for forsta tecken, tid pd dygnet, grad och
varaktighet.

Fysiska och utvecklingsmissiga markorer

Forindringar i utvecklingsmarkorer fére avvanjningen (t.ex.ytterorats utvikning, 6gonoppning, tandsprickning) ar
starkt korrelerade med kroppsvikten (se hinvisning 30, 31). Kroppsvikten kan vara den bista indikatorn pa fysisk
utveckling. Mitning av utvecklingsmarkérer rekommenderas dirfor endast nir det finns tidigare beldgg pa att
dessa endpoints kan ge ytterligare information. Tidpunkten for bedomningen av dessa parametrar anges i tabell 1.
Beroende pd de forvintade effekterna och resultaten av de inledande matningarna, kan det vara lampligt att lagga
till ytterligare tidpunkter eller att utfora méitningarna under andra utvecklingsstadier.

Det 4r lampligt att anvdnda postkoital dlder i stillet for postnatal dlder vid bedémning av fysisk utveckling (se
hénvisning 33). Om avkomman testas pd dagen for avvinjningen, rekommenderas att detta test genomfors fore
sjalva avvinjningen for att undvika feltolkning pa grund av stress i samband med avvinjningen. Dessutom bor
inte ndgot test av avkomman ske under tva dagar efter avvinjningen.

Tabell 1

Tidpunkt for bedomningen av fysiska och utvecklingsmissiga markorer och av funktionella/beteendemiis-
siga endpoints (%)

Aldersperioder

Fore avvanjning (°) Ungdjur () Unga vuxna (%)

Endpoints

Fysiska och utvecklingsmissiga markorer

Kroppsvikt samt kliniska observationer en ging i veckan minst varannan minst varannan

© vecka vecka
Hjarnvikt PND 22 (9) vid avslutningen
Neuropatologi PND 22 (9) vid avslutningen
Konsmognad — i forekommande —

fall

i forekommande — —
fall

Andra utvecklingsmarkorer (9)

21.8.2014
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Aldersperiod NN .

Endpoints CISPEroder | pyre avvanjning () Ungdjur () Unga vuxna (%)
Funktionella och beteendemissiga endpoints
Beteendeontogeni Minst tvd

mdtningar
Motorisk aktivitet (inklusive tillvinjning) 1-3 ganger (/) — en gang
Motoriska och sensoriska funktioner — en gang en gang
Inldrning och minne — en gang en gang

() Denna tabell visar minsta antalet mattillfallen. Beroende pa de forvintade effekterna och resultaten av de inledande métning-
arna, kan det vara lampligt att lagga till ytterligare tidpunkter (t.ex. dldre djur) eller utfora mitningarna under andra utveck-
lingsstadier.

(*) Det rekommenderas att avkomman inte testas under tvd dagar efter avvinjningen (se punkt 32). Rekommenderade aldrar for
testning av ungdjur r: lirande och minne = PND 25 + 2, motoriska och sensoriska funktioner = PND 25 # 2. Rekommen-
derade aldrar for att testa unga vuxna dr PND 60-70.

(9 Kroppsvikten bor mitas minst tva ganger i veckan vid direktdosering av ungarna for att justera doserna under perioder med
snabb viktuppgang.

49 Hjarnvikter och neuropatologi kan bedémas vid en tidigare tidpunkt (t.ex. PND 11), vid behov (se punkt 39).

) Andra utvecklingsmarkorer utdver kroppsvikten (t.ex. 6ppna 6gon) bor registreras vid behov (se punkt 31).

") Se punkt 35.

33.  Levande avkomma ska riknas och konsbestimmas, t.ex.genom visuell inspektion eller mdtning av anogenitalt
avstdnd (se hdnvisning 34, 35), och var och en av ungarna i en kull bor vigas individuellt vid fodseln eller strax
dérefter, minst en gdng i veckan under diandet, och minst en ging varannan vecka direfter. Nar konsmognad
utvirderas bor djurets dlder och kroppsvikt bestimmas nir vaginal oppning (se hinvisning 36) eller preputial
separation (se hinvisning 37) férekommer, hos minst en hane och en hona per kull.

Beteendeontogeni

34.  Ontogeni for utvalda beteenden bor mitas pd minst en unge/kon/kull under limplig dldersperiod med samma
ungar som ska anvindas pd alla testdagar for de beteenden som ska bedémas. Mitningsdagarna ska fordelas jamnt
over denna period for att definiera antingen normal eller behandlingsrelaterad fordndring i ontogenesen for detta
beteende (se hidnvisning 38). Foljande dr ndgra exempel pd beteenden for vilka ontogenesen kunde bedomas:
uppritningsreflex, negativ geotaxis och motorisk aktivitet (se hdnvisning 38, 39, 40).

Motorisk aktivitet

35.  Motorisk aktivitet bor dvervakas (se hinvisning 41, 42, 43, 44, 45) under perioden fore avvinjningen och i vuxen
alder. For testning vid tidpunkten for avvinjningen, se punkt 32. Testperioden bor vara tillrackligt lang for att visa
tillvinjning inom perioden for icke-behandlade kontroller. Att anvinda motorisk aktivitet for att bedoma beteen-
deontogeni rekommenderas bestimt. Om detta anvinds som ett beteendeontogenitest, bor testningen nyttja
samma djur for alla testsessioner fore avvinjningen. Testning bor ske tillrdckligt ofta for att man ska kunna
bedoma ontogenin for tillvinjning inom sessionen (se hinvisning 44). Detta kan kréva tre eller flera tidsperioder
fore, och inklusive, dagen for avvinjningen (t.ex.PND 13, 17, 21). Test av samma djur eller kullsyskon bor dven
bor ske i vuxen alder nira studiens avslutning (t.ex.PND 60-70). Tester pd ytterligare dagar kan utforas vid behov.
Motorisk aktivitet bor Gvervakas av en automatisk apparat for aktivitetsregistrering som bor kunna uppticka bade
okad och minskad aktivitet, (dvs. aktivitetsgrundvardet som mits av apparaten bor inte vara s 1dg att upptickten
av minskningar hindras och inte heller s hog att upptickten av aktivitetsokningar hindras). Varje enhet bor testas
genom standardforfaranden, for att sd langt som mojligt sikerstilla tillforlitlighet i driften mellan olika apparater
och mellan olika dagar. I den mdn det dr mojligt, bor behandlingsgrupperna balanseras mellan enheterna. Varje
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djur bor testas individuellt. Behandlingsgrupperna bor fordelas jamnt 6ver testtiderna for att undvika aktivitets-
monster kopplade till dygnsrytm stor resultaten. Anstrdngningar bor goras for att sikerstilla att variationerna i
testbetingelserna dr minimala och inte systematiskt relaterade till behandlingen. Bland de variabler som kan
paverka ménga beteendemitningar inklusive motorisk aktivitet, 4r ljudnivdn, storlek och form pé testburen,
temperatur, relativ luftfuktighet, ljusférhéllanden, lukter, anvindning av buren eller en ny provbur, samt miljomas-
siga storningar.

Motoriska och sensoriska funktioner

36. Motoriska och sensoriska funktioner bor undersokas i detalj minst en gdng under adolescensen och en ging under
den tidiga vuxenperioden (t.ex.PND 60-70). For testning vid tidpunkten for avvinjningen, se punkt 32. Tillricklig
testning bor utféras for att sikerstilla en limplig kvantitativ provtagning av sensoriska modaliteter (t.ex. somato-
sensoriska, vestibuldra) och motoriska funktioner (t.ex. styrka, koordination). Nigra exempel pd tester avseende
motorisk och sensorisk funktion ar extensorreflex (se hdnvisning 46), uppritningsreflex (se hinvisning 47, 48),
tillvinjning till plotsliga ljud (se hinvisning 40, 49, 50, 51, 52, 53, 54) och framkallade potentialer (se hanvis-
ning 55).

Tester av inlirning och minne

37.  Ett test av associativ inldrning och minne bér utforas efter avvinjningen (t.ex. 25 + 2 dagar) och for unga vuxna
(PND 60 och dldre). For testning vid tidpunkten f6r avvanjningen, se punkt 32. Samma eller separata tester kan
anvindas for dessa tvd utvecklingsstadier. En viss flexibilitet ar tilldten vid val av tester for inldrning och minne
hos avvanda och vuxna rdttor. Emellertid bor testerna vara utformade sd att de uppfyller tva kriterier. For det
forsta bor inldrningen antingen bedomas som en forindring 6ver flera upprepade inldrningsforsok eller sessioner,
eller, i tester som involverar ett enda forsok, med hinvisning till ett villkor som kontrollerar icke-associativa
effekter av utbildningserfarenheten. For det andra bor testerna omfatta nigon mitning av minnet (korttids- eller
langtidsminne), ut6éver den ursprungliga inldrningen (tillignandet), dock kan denna mdtning av minnet inte
rapporteras i avsaknad av mattet pa tillignande som erhéllits frén samma test. Om tester av inldrning och minne
avslojar en paverkan av testkemikalien, kan att ytterligare tester Gvervigas for att utesluta alternativa tolkningar
som baseras pd fordndringar i sensorisk, motiverande och/eller motorisk kapacitet. Forutom ovanstdende tva krite-
rier rekommenderas det att testet av inlirning och minne viljs utifrdn dess visade kinslighet for den klass av
kemikalier som utreds, om sddan information finns tillgdnglig i litteraturen. I avsaknad av sddan information,
inkluderar foljande exempel tester som kan goras for att uppfylla ovanstende kriterier: passivt undvikande (se
hinvisning 43, 56, 57), fordrojd-matchning-till-position for vuxen rdtta (se hdnvisning 58) och for rdttungar (se
hinvisning 59), olfaktorisk betingning (se hdnvisning 43, 60), Morris vattenlabyrint (se hidnvisning 61, 62, 63),
Biel- eller Cincinnati-labyrint (se hdnvisning 64, 65), 'radial arm maze’ (se hdnvisning 66), T-labyrint (se hanvis-
ning 43), samt forvirv och uppritthdllande av schemastyrt beteende (se hanvisning 26, 67, 68). Ytterligare tester
beskrivs i litteraturen for avvanda (se hinvisning 26, 27) och for vuxna réttor (se hanvisning 19, 20).

Obduktion

38.  Honor kan avlivas efter avvinjning av avkomman.

39.  Neuropatologisk utvirdering av avkomman kan genomféras med hjilp av vdvnad frin djur som avlivats humant
pd PND 22 eller vid en tidigare tidpunkt mellan PND 11 och PND 22, samt vid studiens avslutning. For avkomma
som avlivats frén PND 22 bor hjdrnvivnaden utvirderas, for djur som avlivats vid avslutningen, bor bide centrala
nervsystemets (CNS) och perifera nervsystemets (PNS) vivnader utvirderas. Djur som avlivas pd PND 22 eller tidi-
gare kan antingen fixeras genom immersion eller perfusion. Djur som avlivas vid studiens avslutning bor fixeras
genom perfusion. Under alla moment i prepareringen av vdvnadsprover, fran perfusion av djuren till dissektion av
vivnadsprover, vivnadsbehandling och firgning av utstryksglas bor man anvinda sig av en balanserad utform-
ning, sd att varje sats innehdller representativa prover fran varje dosgrupp. Ytterligare vigledning om neuropato-
logi finns i OECD:s végledning nr 20 (se hinvisning 9), se dven (se hanvisning 103).

Beredning av vivnadsprover

40.  Alla storre avvikelser som dr uppenbara vid obduktionstidpunkten bor noteras. De vdvnadsprover som tas bor
representera alla stora regioner i nervsystemet. Vavnadsproverna bor bevaras i ett lampligt fixativ och beredas
enligt publicerade histologiska standardprotokoll (se hinvisning 69, 70, 71, 103). Paraffininingjutning ar accepta-
belt for viavnader fran CNS och PNS men anvindning av osmium i efterfixeringen tillsammans med epoxiinbadd-
ning kan vara limplig ndr hogre upplosning krivs (t.ex.for perifera nerver, nir en perifer neuropati misstinks
och/eller for morfometrisk analys av perifera nerver). Hjirnvavnad som samlas in fér morfometrisk analys bor
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ingjutas i lampligt medium for alla dosnivder vid samma tidpunkt for att undvika krympning av artefakter, vilket
kan forknippas med ldngvarig lagring i fixativ (se hinvisning 6).

Neuropatologiska undersékningar

41.  Syftet med den kvalitativa undersokningen 4r

i) att identifiera regioner inom nervsystemet som uppvisar tecken pa neuropatologiska forandringar,
ii) identifiera olika typer av neuropatologiska forandringar till f6ljd av exponering for testkemikalien och
iii) faststilla allvarlighetsgraden for de neuropatologiska forandringarna.

Representativa histologiska snitt frin vivnadsproverna bor undersokas mikroskopiskt av en limpligt utbildad
patolog avseende beldgg pé neuropatologiska forandringar. Alla neuropatologiska forandringar bor tilldelas en
subjektiv klass som anger allvarlighetsgraden. Ett hematoxylin- och eosinfirgimne kan vara tillrackligt for att
utvirdera hjirnsnitt frin djur som avlivats humant pad PND 22, eller tidigare. Emellertid kan ett myelinfirgimne
(t.ex.Luxol snabb bld/kresylviolett) och en silverfirg (t.ex.Bielschowskys eller Bodians fiargimnen) rekommenderas
for snitt av CNS- och PNS-vdvnader fran djur som avlivas vid studiens avslutning. Med forbehéll for patologens
yrkesmissiga bedomning och typen av fordndringar som har observerats, kan andra firgdimnen anses lampliga for
att identifiera och karakterisera vissa typer av forandringar (t.ex.surt gliafibrillart protein [GFAP], eller lektin histo-
kemi for att bedoma glia- och mikrogliaforindringar [se hidnvisning 72], fluoro-jade for att detektera nekros [se
hinvisning 73, 74], eller silverfargimnen specifika for neural degenerering [se hanvisning 75]).

42.  Morfometrisk (kvantitativ) utvirdering bor utforas eftersom dessa uppgifter kan bidra till att uppticka en behand-
lingsrelaterad effekt och ar virdefulla vid tolkningen av behandlingsrelaterade skillnader i hjirnans vikt eller
morfologi (se hdnvisning 76, 77). Nervvdvnad bor provtas och prepareras fér en morfometrisk utvirdering.
Morfometriska utvirderingar kan t.ex. omfatta linjira matningar eller arealméatningar av specifika delar av hjdrnan
(se hanvisning 78). Linjira métningar eller arealmdtningar krdver att man anvinder noggrant utvalda homologa
snitt baserat pd tillforlitliga mikroskopiska markorer (se hanvisning 6). Stereologi kan anvindas for att identifiera
behandlingsrelaterade verkningar pd parametrar sdsom volym eller cellantal for specifika neuroanatomiska
omraden (se hinvisning 79, 80, 81, 82, 83, 84).

43.  Hjdrnan bor undersokas avseende beldgg pd behandlingsrelaterade neuropatologiska fordndringar och limpliga
prover bor tas fran alla stora regioner av hjirnan (t.ex. luktbulben, hjdrnbarken, hippocampus, basala ganglier,
thalamus, hypothalamus, mitthjirnan (tectum, tegmentum och cerebrala pedunklar), pons, medulla oblongata,
cerebellum) for att sakerstilla en grundlig undersokning. Det ar viktigt att snitten tas i samma plan for alla djur.
Pé vuxna djur, som avlivas humant vid studiens avslutning, bor prover tas frin representativa delar av ryggmairgen
och PNS. De undersokta omrddena bor innehdlla 6gat med synnerv och nithinna, ryggmargen vid cervikal och
lumbal svullnad, dorsala och ventrala rotfibrer, proximala ischiasnerven, proximala tibialnerven (vid knit) och
tibialnervens vadmuskelgrenar. Ryggmirgen och perifera nervsnitt bér omfatta diagonala, tvirgdende och ling-
sgdende snitt.

44.  Neuropatologiska utvirderingar bor innehdlla en undersokning av tecken pd utvecklingsskador pa nervsystemet
(se hanvisning 6, 85, 86, 87, 88, 89) utover de cellulira forindringarna (t.ex.neuronal vakuolisering, degeneration,
nekros), och vivnadsforindringar (t.ex.gliosis, leukocytisk inlagring, cystisk bildning). I detta avseende ar det
viktigt att behandlingsrelaterade effekter kan sirskiljas frdn normala utvecklingshindelser kinda for att intriffa vid
ett utvecklingsstadium som motsvarar tidpunkten for avlivningen (se hanvisning 90). Exempel pa viktiga fordnd-
ringar som indikerar utvecklingsmassig skada inkluderar, men ir inte begrinsad till, foljande:

— Forandring av storlek eller form pé luktbulberna, storhjirnan eller lillhjirnan.

— Fordndringar av relativ storlek péd olika hjarnregioner, inklusive minskning eller 6kning av storlek pa regioner
till f6ljd av forlust eller uthallighet hos vanligtvis tillfalliga cellpopulationer eller axonala projektioner (t.ex.
externt germinalt lager hos lillhjarnan, hjirnbalken).

— Fordndringar i proliferation, migration och differentiering, vilket indikeras av omrdden med 6verdriven
apoptos eller nekros, grupper eller spridda populationer av ektopiska, desorienterade eller missbildade nerv-
celler, eller forandringar i relativ storlek hos olika lager av kortikala strukturer.
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— Fordndringar i myelinationsmonster, inklusive en generell minskning av storlek eller férindrad firgning av
myeliniserade strukturer.

— Tecken pd hydrocefalus, sirskilt utvidgning av kamrarna, cerebral akveduktstenos och fértunning av hjirnhal-
vorna.

Analys av sambandet mellan dos och respons hos neuropatologiska forindringar

45.  Foljande stegvisa forfarande rekommenderas for de kvalitativa och kvantitativa analyserna av neuropatologi. Forst
jamfors snitten fran hogdosgruppen med dem i kontrollgruppen. Om inga tecken pd neuropatologiska forind-
ringar pétriffas hos djuren i hogdosgruppen sd krivs inga fler analyser. Om tecken pd neuropatologiska forind-
ringar pétriffas i hogdosgruppen sd undersoks djuren i mellan- och lagdosgruppen. Om hdgdosgruppen faller
bort pd grund av dodsfall eller annan stérande toxicitet, bor hog- och mellandosgruppen analyseras avseende
neuropatologiska forindringar. Om det finns eventuella tecken pa neurotoxicitet i ligre dosgrupper, bér neuropa-
tologisk analys utforas for dessa grupper. Om eventuella behandlingsrelaterade neuropatologiska forindringar
patriffas i den kvalitativa eller kvantitativa undersokningen, bor den dosberoende forekomsten, frekvensen och
allvarlighetsgraden av skadorna eller de morfometriska dndringarna faststillas pd grundval av en bedomning av
samtliga djur i alla dosgrupper. Samtliga regioner i hjarnan som uppvisar tecken pé neuropatologiska forandringar
bor ingd i denna utvirdering. For varje typ av skada bor de egenskaper som anvinds for att definiera varje allvar-
lighetsgrad beskrivas och de egenskaper som anvinds for att dtskilja varje klass anges. Frekvensen for varje typ av
skada och dess allvarlighetsgrad bor registreras, och en statistisk analys bor utforas for att bedéma hur dos-
responssambandet ser ut. Anvandning av kodade utstryksglas rekommenderas (se hanvisning 91).

DATA OCH RAPPORTERING

Data

46. Data bor rapporteras individuellt och sammanstillas i tabellform, och f6r varje testgrupp visa férandringstyper
och antalet moderdjur, avkomma efter kon och kullar for varje typ av forandring. Om direkt postnatal exponering
av avkomman har utforts, bor sittet, varaktigheten och exponeringsperioden rapporteras.

Utviirdering och tolkning av resultaten

47.  En studie av utvecklingsneurotoxicitet ger information om effekterna av upprepad exponering for en kemikalie
under in utero och tidig postnatal utveckling. Eftersom vikten liggs pd endpoints for bade allmin toxicitet och
utvecklingsneurotoxicitet, kommer resultaten frin studien att mojliggora en atskillnad mellan neuroutvecklingsef-
fekter som forekommer i franvaron av allmin maternell toxicitet, och de som bara uttrycks pd nivder som ocksd
ar giftiga for moderdjuret. P4 grund av de komplexa sambanden mellan studieutformning, statistisk analys och
biologisk signifikans for data, inbegriper en adekvat tolkning av data om utvecklingsneurotoxicitet en expertbe-
domning (se hanvisning 107, 109). Vid tolkningen av testresultaten bér man anvidnda en metod som bygger pd
evidensvirde (se hinvisning 20, 92, 93, 94). Monster av beteendemissiga eller morfologiska fynd bor, om det
finns, diskuteras, liksom beldgg for dos-respons. Data fran alla studier som 4r relevanta for bedomningen av
utvecklingsneurotoxicitet, inklusive manskliga epidemiologiska studier och fallrapporter, samt experimentella djur-
studier (t.ex.toxikokinetiska data, struktur-aktivitetsinformation, data fran andra toxicitetsstudier), bor ingé i denna
karakterisering. Detta inkluderar relationen mellan doser av testkemikalien och nérvaron eller frinvaron, fore-
komsten och omfattningen av eventuell neurotoxisk effekt for varje kon (se hinvisning 20, 95).

48.  Utvirderingen av data bor omfatta en diskussion om bade den biologiska och statistiska signifikansen. Statistisk
analys bor ses som ett verktyg som vigleder, snarare dn bestimmer, tolkningen av data. Avsaknad av statistisk
signifikans bor inte vara den enda grunden for att fastsld en avsaknad av behandlingsrelaterad effekt, precis som
statistisk signifikans inte bor vara den enda motiveringen for att fastsld en behandlingsrelaterad effekt. For att
skydda sig mot eventuella falska negativa fynd och svérigheterna i att 'bevisa ett negativt resultat’ bor tillgiangliga
positiva resultat och historiska kontrolldata diskuteras, sirskilt nir det saknas behandlingsrelaterade effekter (se
hinvisning 102, 106). Sannolikheten for falska positiva resultat bor diskuteras i ljuset av den totala statistiska
utvirderingen av data (se hinvisning 96). Utvarderingen bor omfatta det eventuella sambandet mellan observerade
neuropatologiska och beteendemissiga fordndringar.
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49.  Samtliga resultat bor analyseras med hjilp av statistiska modeller som dr limpliga for forsokets utformning (se
hinvisning 108). Valet av en parametrisk eller icke-parametrisk analys bor motiveras med tanke pé faktorer sdsom
typen av data (transformerad eller ¢j) och fordelning, samt den relativa robustheten i den valda statistiska analysen.
Syftet och utformningen av studien bor styra valet av statistiska analyser for att minimera fel av typ I (falskt posi-
tiva) och typ II (falskt negativa) (se hinvisning 96, 97, 104, 105). Utvecklingsstudier med hjalp av multipara arter
dir flera ungar per kull testas, bor inkludera kullen i den statistiska modellen som skydd mot 6verdrivna felfrek-
venser av typ I (se hinvisning 98, 99, 100, 101). Den statistiska enheten bor vara kullen, och inte ungen. Forsok
bor utformas sd att kullsyskon inte behandlas som oberoende observationer. Varje endpoint som mits upprepade
gdnger hos samma forsoksdjur bor analyseras med hjilp av statistiska modeller som star for icke-oberoendet hos
dessa mitningar.

Testrapport

50.  Testrapporten ska innehdlla f6ljande information:

Testkemikalie:

— Fysikalisk form och, ndr sé ir tillimpligt, fysikalisk-kemiska egenskaper.
— Identifieringsdata, inklusive kalla.

— Beredningens renhet, samt kidnda och/eller férvintade fororeningar.

Vehikel (i forekommande fall):

— Motivering for val av vehikel, om annan 4n vatten eller fysiologisk koksaltlosning.

Forsoksdjur:

— Art och stam som anvinds, samt en motivering om annat 4n ratta anvands.
— Leverant6r av forsoksdjur.

— Djurens antal, lder vid start och kon.

— Ursprung, inhysning, foder, vatten etc.

— Djurens individuella vikt vid testets borjan.

Testbetingelser:

— Grund f6r val av dosniva.
— Grund for doseringssitt och tidsperiod.

— Specifikation av tillférda doser, inbegripet uppgifter om vehikel, volym och det tillforda dmnets fysikaliska
form.

— Uppgifter om testkemikaliens sammansittning/foderberedning, uppnddd koncentration, beredningens stabilitet
och homogenitet.

— Metod som anvinds for att unikt identifiera moderdjur och avkomma.

— En detaljerad beskrivning av de statistiska stickprovsmetoder som anvinds for att anvisa moderdjur till
behandlingsgrupperna, vilja ungar for avlivning, samt anvisa ungar till testgrupper.

— Uppgifter om administreringen av testkemikalien.

— Omrikning av testkemikaliens koncentration (ppm) fran foder/dricksvatten eller genom inhalation till faktisk

dos (mgfkg kroppsvikt/dag), i forekommande fall.
— Miljoforhéllanden.
— Uppgifter om kvalitet pd foder och vatten (t.ex.kran, destillerat).

— Datum for studiens start och slut.



L 247/14 Europeiska unionens officiella tidning 21.8.2014

Observationer och testforfaranden:

— En detaljerad beskrivning av de forfaranden som anvinds for att standardisera observationer och forfaranden,
samt operationella definitioner for att vdrdera observationer.

— En forteckning over samtliga testforfaranden, samt motivering av deras anvindning.

— Uppgifter om de beteendemissiga/funktionella, patologiska, neurokemiska eller elektrofysiologiska metoder
som anvinds, inklusive information och detaljer om automatiserade enheter.

— Rutiner f6r kalibrering och sikerstillande av likvirdiga enheter, och balansen mellan behandlingsgrupper i
testforfaranden.

— En kort motivering som forklarar eventuella beslut som inbegriper en yrkesmaissig bedomning.

Resultat (enskilda och sammanfattande, inklusive medelvirde och varians i forekommande fall):

— Antalet djur vid studiens borjan och i slutet av studien.

— Antalet djur och kullar som anvinds for varje testmetod.

— Identifikationsnummer for varje djur och kullen som den kommer fran.

— Kullstorlek och medelvikt vid fodseln for respektive kon.

— Kroppsvikt och kroppsviktsforindringsdata, inklusive terminal kroppsvikt for moderdjur och avkomma.

— Uppgifter om foderintag, och i tillimpliga fall uppgifter om vattenintag (t.ex.om testkemikalien tillfors via
vatten).

— Uppgifter om toxiska reaktioner for respektive kon och dosniva, inklusive tecken pa toxicitet eller dodlighet,
inklusive tidpunkt for, och orsak till dodsfall, om detta ar tillimpligt.

— Natur, allvarlighetsgrad, varaktighet, dag for forsta tecken, tid p& dygnet, och efterféljande forlopp for de detal-
jerade kliniska observationerna.

— Virde for varje utvecklingsmarkor (vikt, konsmognad och beteendeontogeni) vid varje observationstidpunkt.

— En detaljerad beskrivning av alla beteendemassiga, funktionella, neuropatologiska, neurokemiska, elektrofysio-
logiska fynd for respektive kon, som omfattar bade okningar och minskningar frén kontroller.

— Obduktionsfynd.
— Hjdrnvikter.

— Eventuella diagnoser som harror fran neurologiska symtom och skador, inklusive naturligt forekommande
sjukdomar eller tillstdnd.

— Bilder pa typiska exempel pé fynd.
— Lagupplosta bilder for att bedoma homologi i snitt som anvinds for morfometri.

— Absorptions- och metabolismdata, inklusive kompletterande uppgifter frin en separat toxikokinetisk studie,
om sddan finns.

— Statistisk bearbetning av resultaten, inklusive statistiska modeller som anvinds for att analysera data, och resul-
taten, oavsett om de var signifikanta eller ¢j.

— Forteckning 6ver personal som utfor studien, inklusive deras yrkesutbildning.

Diskussion av resultaten:

— Dos-respons-information, for respektive kon och grupp.

— Eventuella toxiska effekters samband med en slutsats om testkemikaliens neurotoxiska potential, for respektive
kon och grupp.
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— Hur péverkas slutsatserna av eventuell toxikokinetisk information.

— Likheter med effekter fran alla kinda neurotoxiska dmnen.

— Data som stoder testmetodens tillforlitlighet och kinslighet (dvs. positiva och historiska kontrolldata).
— Eventuella samband mellan neuropatologiska och funktionella effekter.

— Noael- eller referensdos for moderdjur och avkomma, for respektive kon och grupp.

Slutsatser:

— En diskussion om den overgripande tolkningen av data baserad pa resultaten, inklusive en slutsats om huru-
vida testkemikalien orsakat utvecklingsneurotoxicitet och Noael.
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Figur 1

Allmint testschema for funktions- och beteendetester, neuropatologisk utvirdering samt hjirnvikter. Detta
diagram baseras pd beskrivningen i punkterna 13-15 (PND = postnatal dag). Exempel pd anvisning av djur finns

i tilligg 1

Cirka 20 kullar/grupp

Avkomma: Cirka 80/koén/grupp:

Valda pa eller fére PND 4 for undersdkningar fore och efter
avvanjning:

Kliniska observationer och kroppsvikt (alla djur)
Utforlig klinisk observation (20/kén/grupp)
Beteendemdssig ontogeni (20/kdn/grupp))
Motorisk aktivitet (20/kén/grupp)
Kénsmognad (20/kon/grupp)
Motorisk och sensorisk funktion (20/kén/grupp)
Inldrning och minne (10-20/kén/grupp)

A 4
Neuropatologi: Neuropatologi: Neuropatologi krivs ej.
PND 11-22 PND 70 (studiens
- - 40-50/kon/grupp:
10/k6n/grupp: avslutning)
Immersions- eller 10/kén/grupp:
perfusionsfixering av hjirnor Perfusionsfixering av hjirnor
for neuropatologisk for neuropatologisk
utvardering. Hjdrnvikt utvardering.
(fixerad). 10/kén/grapp: Tillval: Ytterligare testning
Tillval: Ytterligare testning Hjarnvikt (ofixerad).
10/kén/grupp:
Hjarnvikt (ofixerad).
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Tilligg 1

1.  Exempel p&d mojliga anvisningar av forsoksdjur beskrivs och visas i tabellform nedan. Dessa exempel ges for att
visa att anvisning av djur till olika testparadigm kan dstadkommas p4 flera olika sitt.

Exempel 1

2. En uppsittning av 20 ungar/kon/dosnivéd (dvs. 1 hane och 1 hona per kull) anvinds for testning av beetendeonto-
geni fore avvinjningen. Av dessa djur avlivas 10 ungar/kén/dosniva (dvs. 1 hane eller 1 hona per kull) humant pa
PND 22. Hjdrnorna avldgsnas, vdgs och bereds for histopatologisk utvirdering. Dessutom samlas hjarnviktsdata in
fran de ¢j fixerade hjarnorna fran de dterstdende 10 hanarna och 10 honorna per dosniva.

3. Ytterligare en uppsittning av 20 djur/kon/dosnivé (dvs. 1 hane och 1 hona per kull) anvinds for funktions-/bete-
endetester efter avvinjningen (detaljerade kliniska observationer, motorisk aktivitet, plotsliga ljud och kognitiv
funktionstestning av unga djur) samt bedomning av alder for konsmognad. Av dessa djur sovs och fixeras 10
djur/kén/dosniva (dvs. 1 hane och 1 hona per kull) genom perfusion vid studiens avslutning (cirka PND 70). Efter
ytterligare fixering in situ, tas hjarnan ut och bereds for en neuropatologisk utvirdering.

4. For kognitiva funktionstester av unga vuxna (t.ex. PND 60-70) anvinds en tredje uppsittning av 20 ungar/kon/
dosniva (dvs. 1 hane och 1 hona per kull). Av dessa djur avlivas 10 djur/kén/grupp (1 hane och 1 hona per kull)
vid studiens avslutning och hjirnan avldgsnas och vigs.

5. Aterstiende 20 djur/kon/grupp reserveras for eventuella ytterligare test.
Tabell 1
Unge nr (%) . . L
Antal ungar anvisade till test Undersokning|test
m f
1 5 20m+20f Beteendeontogeni
10m+10f PND 22 hjarnvikt/neuropatologi/morfometri
10m+10f PND 22 hjarnvikt
2 6 20m+20f Detaljerade kliniska observationer
20m+ 20 f Motorisk aktivitet
20m+ 20 f Konsmognad
20m+20f Motoriska och sensoriska funktioner
20m + 20 f Inldrning och minne (PND 25)
10m+ 10 f Unga vuxna hjirnvikt/neuropatologi/morfometri ~ PND 70
3 7 20m+20f Inldrning och minne (unga vuxna)
10m+ 10 f Unga vuxna hjirnvikt ~ PND 70
4 8 — Reservdjur till utbyten eller ytterligare tester

(%) I detta exempel gallras kullarna till 4 hanar + 4 honor, hanungarna numreras fran 1 till 4, honungarna frén 5 till 8.
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Exempel 2

6.  En uppsittning av 20 ungar/kon/dosniva (dvs. 1 hane och 1 hona per kull) anvinds for testning av beetendeonto-
geni fore avvidnjningen. Av dessa djur avlivas 10 ungar/kon/dosnivd (1 hane eller 1 hona per kull) humant pa
PND 11. Hjdrnorna avldgsnas, vigs och bereds for en histopatologisk utvirdering.

7. Ytterligare en uppsittning av 20 djur/kon/dosnivé (1 hane och 1 hona per kull) anvinds for undersokningar efter
avvanjningen (detaljerade kliniska observationer, motorisk aktivitet, ldersbedomning av konsmognad samt moto-
riska och sensoriska funktioner). Av dessa djur sovs och fixeras 10 djur/kon/dosniva (dvs. 1 hane och 1 hona per
kull) genom perfusion vid studiens avslutning (cirka PND 70). Efter ytterligare fixering in situ, tas hjdrnan ut, vigs
och bereds for en neuropatologisk utvirdering.

8. For kognitiv funktionstestning av ungdjur och unga vuxna anvinds 10 ungar/kon/dosniva (dvs. 1 hane och 1
hona per kull). Olika djur anvinds for kognitiva funktionstester pd PND 23 och unga vuxna. Vid avslutningen
avlivas de 10 djur/kon/ grupp som testades som vuxna, och hjirnan avligsnas och vigs.

9.  De aterstdende 20 djur/kén/grupp som inte valts ut for testning avlivas och kasseras vid avvinjningen.
Tabell 2
Unge nr (?) . . L
Antal ungar anvisade till test Undersokning|test
m f
1 5 20m+20f Beteendeontogeni
10m+10f PND 11 hjirnvikt/neuropatologi/morfometri
2 6 20m+20f Detaljerade kliniska observationer
20m+20f Motorisk aktivitet
20m+20f Konsmognad
20m+20f Motoriska och sensoriska funktioner
10m+ 10 f Unga vuxna hjarnvikt/neuropatologi/morfometri ~ PND 70
3 7 10 m + 10 f () Inldrning och minne (PND 23)
3 7 10 m + 10 f () Inldrning och minne (unga vuxna)
Unga vuxna hjarnvikt
4 8 — Djur som avlivas och kasseras PND 21

(%) 1 detta exempel gallras kullarna till 4 hanar + 4 honor, hanungarna numreras frdn 1 till 4, honungarna fran 5 till 8.
(v) Olika ungar anvinds for kognitiva tester pd PND 23 och for unga vuxna (t.ex. jimna/udda kullar av totalt 20).

Exempel 3

10.  En uppsittning av 20 ungar/kon/dosniva (dvs. 1 hane och 1 hona per kull) anvinds for bedémning av hjdrnvikt
och neuropatologi pd PND 11. Av dessa djur avlivas 10 ungar/kon/dosnivd (dvs.1 hane och 1 hona per kull)
humant pd PND 11 och hjirnorna avligsnas, vigs och bereds for en histopatologisk utvirdering. Dessutom
samlas hjirnviktsdata in frdn de ¢j fixerade hjirnorna frén de aterstiende 10 hanarna och 10 honorna per
dosniva.
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11.  Ytterligare en uppsittning av 20 djur/kén/dosniva (dvs. 1 hane och 1 hona per kull) anvinds for undersokningar
av beteendeontogeni (motorisk aktivitet) efter avvidnjningen (motorisk aktivitet och bedémning av élder for
konsmognad) samt testning av kognitiv funktion hos ungdjur.

12, Ytterligare en uppsittning av 20 djur/kon/dosnivd (dvs. 1 hane och 1 hona per kull) anvinds for motoriska och
sensoriska funktionstester (plotsliga ljud) och detaljerade kliniska observationer. Av dessa djur s6vs och fixeras 10
djur/kon/dosniva (dvs. 1 hane och 1 hona per kull) genom perfusion vid studiens avslutning (cirka PND 70). Efter
ytterligare fixering in situ, tas hjarnan bort, vdgs och bereds for en neuropatologisk utvirdering.

13.  Ytterligare en uppsittning av 20 ungar/kon/dosnivd anvinds for testning av kognitiv funktion hos unga vuxna
(dvs. 1 hane och 1 hona per kull). Av dessa avlivas 10 djur/kon/grupp (dvs. 1 hane och 1 hona per kull) vid
avslutningen, och hjirnan avldgsnas och vigs.

Tabell 3
Unge nr (%) . . L
Antal ungar anvisade till test Undersokning|test
m f
1 5 10m+10f PND 11 hjarnvikt/neuropatologi/morfometri
10m+10f PND 11 hjirnvikt
2 6 20m + 20 f Beteendeontogeni (motorisk aktivitet)
20m+20f Motorisk aktivitet
20m + 20 f Konsmognad
20m+ 20 f Inldrning och minne (PND 27)
3 7 20m+20f Plotsliga ljud (ungdjur och unga vuxna)
20m+20f Detaljerade kliniska observationer
10m+ 10 f Unga vuxna hjarnvikt/neuropatologi/morfometri ~ PND 70
4 8 20m+20f Inldrning och minne (unga vuxna)
10m+10f Unga vuxna hjarnvikt

() 1 detta exempel gallras kullarna till 4 hanar + 4 honor, hanungarna numreras frdn 1 till 4, honungarna fran 5 till 8.
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Tilligg 2

Definitioner

kemikalie: Ett amne eller en blandning.

testkemikalie: Alla amnen eller blandningar som testas med denna testmetod.
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B.54 UTEROTROF BIOASSAY PA GNAGARE: ETT KORTTIDSSCREENINGTEST FOR OSTROGENA EGENSKAPER
INLEDNING

1. Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 440 (2007). OECD inledde en hogprioriterad verksamhet
under 1998 for att se over befintliga riktlinjer och ta fram nya riktlinjer for screening och testning av potentiellt
hormonstorande dmnen (se hinvisning 1). En del av verksamheten var att ta fram en riktlinje f6r den uterotrofa
bioassayen pd gnagare. Den uterotrofa bioassayen pd gnagare undergick da ett omfattande valideringsprogram,
inklusive sammanstillandet av ett detaljerat bakgrundsdokument (se hadnvisning 2, 3) och genomforandet av
omfattande studier inom och mellan laboratorier for att visa testets relevans och reproducerbarhet med en potent
referensostrogen, svaga 9strogenreceptoragonister, en stark strogenreceptorantagonist och en negativ referenske-
mikalie (se hdnvisning 4, 5, 6, 7, 8, 9). Denna testmetod B.54 ir resultatet av de erfarenheter som vunnits under
valideringen av testprogrammet och de resultat som erhéllits ddrigenom med Ostrogena agonister.

2. Den uterotrofa bioassayen ir ett korttidsscreeningtest som har sitt ursprung pa 1930-talet (se hinvisning 27, 28)
och som forst standardiserades for screening av en expertkommitté 1962 (se hinvisning 32, 35). Den baseras pé
okningen av livmodervikt eller uterotrof respons (for 6versikt, se hdnvisning 29). Den utvirderar en testkemikalies
mojlighet att framkalla biologiska aktiviteter som ir forenliga med agonister eller antagonister for naturliga dstro-
gener (t.ex. 17-8-6stradiol), dock anvinds den inte lika ofta for att uppticka antagonister som for agonister.
Livmodern svarar pa ostrogen pd tva sitt. En forsta reaktion dr viktokning pd grund av vattenupptag. Detta foljs
av viktokning pd grund av vdvnadstillvixt (se hinvisning 30). Livmoderns reaktion hos rattor och méss dr kvalita-
tivt jamforbara.

3. Denna bioassay tjanar som ett in vivo-screeningtest och dess tillimpning bor ses mot bakgrund av OECD:s
konceptuella ram for testning och bedomning av endokrinstérande kemikalier’ (tilligg 2). I denna konceptuella
ram ingdr den uterotrofa bioassayen i nivd 3 som ett in vivo-test som ger data om en enda endokrin mekanism,
dvs. 6strogenicitet.

4. Den uterotrofa bioassayen ar avsedd att ingd i en serie in vitro- och in vivo-tester for att identifiera kemikalier med
potential att interagera med det endokrina systemet, vilket slutligen leder till riskbedémningar for méanniskors
hilsa eller miljon. OECD:s valideringsprogram anvinder bdde starka och svaga ostrogenagonister for att utvirdera
metodens prestanda att identifiera 6strogena kemikalier (se hdnvisning 4, 5, 6, 7, 8). Ddrigenom visades att meto-
dens kinslighet ndr det giller ostrogenagonister var god, vid sidan av en god reproducerbarhet inom och mellan
laboratorier.

5. Nar det giller negativa kemikalier, sd ingick bara en enda ’'negativ’ referenskemikalie som redan rapporterats
negativ genom uterotrof bioassay samt in vitro-receptorbindning och receptortest i valideringsprogrammet, men
ytterligare testdata, som inte ar relaterade till OECD:s valideringsprogram, har utvirderats, vilket ger ytterligare
stod till den sdrskilda karaktiren hos den uterotrofa bioassayen for screening av Ostrogenagonister (se hanvis-
ning 16).

INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH BEGRANSNINGAR

6.  Ostrogenagonister och -antagonister verkar som ligander for strogenreceptorerna a och b och kan aktivera
respektive inhibera receptorernas transkriptionella verkan. Detta har potentialen att leda till negativa halsorisker,
inklusive reproduktions- och utvecklingseffekter. Darfor foreligger behovet av att snabbt bedoma och utvirdera en
kemikalie som en mojlig dstrogenagonist eller -antagonist. Affiniteten hos en ligand for en Gstrogenreceptor eller
en transkriptionell aktivering av rapportorgener in vitro dr informativ men den &r bara en av flera faktorer som ar
avgorande for eventuella risker. Andra bestimningsfaktorer kan omfatta metabolisk aktivering och avaktivering
vid inférandet i kroppen, fordelning till malgruppsvavnader samt uttrdde ur kroppen, beroende, dtminstone delvis,
pa administreringsvdg och kemikalien som testas. Detta medfor att det dr nodvindigt att granska en kemikalies
mojliga aktivitet in vivo enligt tillimpliga villkor, sdvida inte kemikaliens egenskaper vad giller absorption, distribu-
tion, metabolism och eliminering (Adme) redan ger limplig information. Livmodervivnader svarar med snabb
och kraftig tillvixt vid 6strogenstimulering, sirskilt hos laboratoriegnagare dd brunstcykeln varar cirka 4 dagar.
Gnagare, framfor allt ritta, dr ocksd vanliga i toxicitetsstudier for riskbedomning. Darfor dr gnagares livmoder ett
lampligt malorgan for in vivo-screeningen av ostrogenagonister och -antagonister.

7. Denna testmetod baseras pd de protokoll som anvinds i OECD:s valideringsstudie som har visat sig vara tillfor-
litlig och repeterbar i studier inom och mellan laboratorier (se hdnvisning 5, 7). For nidrvarande finns det tva
metoder tillgingliga, en metod med ovariektomerade vuxna honor (OVX-adultmetod) och en metod med ej
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ovariektomerade omogna honor (immaturmetod). Det visades i OECD:s valideringstestprogram att bidda meto-
derna har jaimforbar kinslighet och reproducerbarhet. Immaturmetoden dr dock ndgot mindre specifik eftersom
den har en intakt hypotalamus-hypofys-gonad-axel (HPG-axeln), men den ticker ett storre undersdkningsomrade
an ovariektomerade djur eftersom den kan reagera pd kemikalier som interagerar med HPG-axeln och inte bara
med Ostrogenreceptorn. Réttans HGP-axel dr funktionell ndr djuret dr ca 15 dygn gammalt. Dessforinnan kan
puberteten inte pdskyndas med behandlingar som GnRH. Allteftersom honorna bérjar nd puberteten, fre vaginal
oppning, har honan flera tysta cykler som inte resulterar i vaginal oppning eller dgglossning men dir det finns
vissa hormonella svingningar. Om en kemikalie stimulerar HPG-axeln direkt eller indirekt leder det till tidig
pubertet, tidig dgglossning och paskyndad vaginal oppning. Det ar inte bara kemikalier som verkar pd HPG-axeln
som leder till detta, utan vissa typer av foda med hogre metaboliserbara energiniver 4n andra stimulerar tillvixten
och péskyndar vaginal 6ppning utan att vara Ostrogena. Sddana kemikalier framkallar inte en uterotrof respons
hos ovariektomerade vuxna djur eftersom deras HPG-axel inte fungerar.

8. Av djurskyddsskal bor foretride ges till den metod som anvinder omogna rattor, undviker kirurgisk férbehandling
av djuren samt dven undviker en eventuell icke-anvindning av de djur som visar eventuella tecken pa brunst (se
hinvisning 30).

9. Den uterotrofa responsen ir inte helt och héllet av strogent ursprung, dvs. andra kemikalier 4n agonister eller
antagonister av Ostrogener kan ocksd ge en respons. Exempelvis kan relativt hoga doser av progesteron, testo-
steron eller olika syntetiska progestiner alla leda till en stimulerande respons (se hinvisning 30). Eventuell respons
kan analyseras histologiskt for keratinisering och forhorning av vaginan (se hinvisning 30). Oavsett det mojliga
ursprunget till responsen, bor ett positivt utfall av en uterotrof bioassay normalt initiera dtgarder for vidare utred-
ning. Ytterligare bevis pd Gstrogenicitet kan komma frdn in vitro-metoder, sisom ER-bindnings- och transkriptions-
aktiveringstesterna, eller fran andra in vivo-metoder sdsom honligt pubertetstest.

10.  Med beaktande av att den uterotrofa bioassayen tjdnar som ett in vivo-screeningtest, tog valideringsstrategin bade
hinsyn till djurens vilbefinnande och fungerade som en strategi for stegvis testning. For detta dndamal riktades
anstringningarna mot att noggrant validera reproducerbarheten och kinsligheten hos ostrogenicitet — det storsta
problemet for méinga kemikalier, medan liten anstringning riktades mot antidstrogenicitetskomponenten i testet.
Endast ett antiostrogen med kraftig aktivitet testades, eftersom antalet kemikalier med en tydlig antidstrogen profil
(som inte skyms av ndgon Ostrogen aktivitet) 4r mycket begrinsad. Denna testmetod ar saledes avsedd for det
ostrogena protokollet, medan protokollet som beskriver testets antagonistlige ingdr i ett vigledningsdokument (se
hinvisning 37). Testets reproducerbarhet och kinslighet for kemikalier med uteslutande antiostrogen aktivitet
kommer att definieras tydligare lingre fram, efter det att testforfarandet har anvints rutinméssigt under en tid och
fler kemikalier med detta verkningssitt har identifierats.

11.  Alla djurbaserade forfaranden ska uppfylla lokala normer for djurskétsel. De beskrivningar av vard och behandling
som anges nedan dr minimala prestandakrav som kommer att ersittas av lokala foreskrifter som t.ex. Europaparla-
mentets och rddets direktiv 2010/63/EU av den 22 september 2010 om skydd av djur som anvinds for veten-
skapliga dndamdl (se hinvisning 38). Ytterligare vigledning om human behandling av djur finns i OECD (se
hinvisning 25).

12.  Som med alla tester som anvénder sig av levande djur dr det viktigt att se till att uppgifterna verkligen ar nodvin-
diga innan testet paborjas. Tva forhéllanden dar data kan kravas ar:

— Hog exponeringspotential (nivd 1 i den konceptuella ramen, tilligg 2) eller indikationer pd Ostrogenicitet
(niva 2) for att undersoka om sddana effekter kan uppstd in vivo.

— Effekter som indikerar strogenicitet i in vivo-tester pd niva 4 eller 5, for att styrka att effekterna var relaterade
till en ostrogen mekanism som inte kan belysas med hjilp av ett in vitro-test.

13.  Definitioner som anvinds i denna testmetod finns i tillagg 1.
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PRINCIP FOR TESTMETODEN

14.  Den uterotrofa bioassayen forlitar sig pa kinsligheten hos ett djurtestsystem dir hypotalamus-hypofys-ovarie-axeln
inte dr funktionell, vilket leder till liga endogena nivéer av cirkulerande Ostrogen. Detta sikerstiller en lag livmo-
derreferensvikt och ett maximalt responsomrdde for administrerade Ostrogener. Tvé ostrogenkénsliga tillstdnd hos
hongnagare uppfyller detta krav:

i) Omogna honor efter avvinjning och fore puberteten och
ii) unga vuxna honor efter ovariektomi med tillrdcklig tid for livmodervdvnaden att ga i regress.

15.  Testkemikalien tillfors dagligen via sondmatning eller subkutan injektion. Stegvisa testkemikaliedoser ges till minst
tvd behandlingsgrupper av forsoksdjur (se punkt 33 for vigledning), med en dosniva per grupp, och for immatur-
metoden en administreringsperiod av tre pd dagar i f6ljd och for OVX-adultmetoden en administreringsperiod av
minst tre dagar i foljd. Djuren obduceras cirka 24 timmar efter sista dosen. For Ostrogenagonister utvirderas
medelvirdet for livmodervikten hos de behandlade djurgrupperna i forhallande till vehikelgruppen avseende en
statistiskt signifikant 6kning. En statistiskt signifikant 6kning av den genomsnittliga livmodervikten hos en test-
grupp visar en positiv respons i denna bioassay.

BESKRIVNING AV METODEN

Val av djurart

16. Vanligen anvidnda stammar av laboratoriegnagare kan anvindas. Till exempel anvindes Sprague-Dawley- och
Wistar-rdttstammar vid valideringen. Stammar med en livmoder som dr eller misstinks vara mindre kinslig bor
inte anvindas. Laboratoriet bor pavisa kanslighet hos den stam som anvinds, enligt beskrivningen i punkt 26
och 27.

17.  Ratta och mus har rutinmissigt anvénts for den uterotrofa bioassayen sedan 1930-talet. OECD:s valideringsstudier
har endast utforts med réttor, grundat pd en forstdelse for att bada arterna bedoms vara likvirdiga och att det
ddrmed bor ricka med en art f6r den virldsomfattande valideringen for att spara resurser och djur. Rdttan dr den
art som anvinds i de flesta studier om reproduktions- och utvecklingstoxicitet. Med hinsyn till att det finns en
stor historisk databas for moss och diarmed mojlighet att bredda testmetoden for uterotrof bioassay pd gnagare
och anvidnda moss som testart, har en begrinsad uppfoljande valideringsstudie genomforts pd moss (se hanvis-
ning 16). En overbryggande studie, med ett begrdnsat antal testkemikalier och deltagande laboratorier och utan
kodad provtestning, har valts i enlighet med den ursprungliga avsikten att spara resurser och djur. Denna Gver-
bryggande valideringsstudie visar for den uterotrofa bioassayen pd unga vuxna ovariektomerade moss att data
som erhalls fran rattor och moss overensstimmer vil, bade kvalitativt och kvantitativt. Resultatet fran den utero-
trofa bioassayen kan bli inledningen till en langsiktig studie, vilket gor att djur frin samma stam och ursprung
kan anvindas i bada forsoken. Den 6verbryggande studien begrinsades till OVX-mdss och rapporten ger inte en
robust datauppsittning for att validera immaturmodellen, och dirfor beaktas inte immaturmodellen for moss i
denna testmetod.

18.  Séledes kan, i vissa fall, moss anvindas i stillet for rittor. En motivering bor ges for denna art baserat péd toxikolo-
giska, farmakokinetiska och/eller andra kriterier. Andringar i protokollet kan bli nddvindigt for méss. Till exempel
ar foderkonsumtionen hos moss i forhéllande till kroppsvikt hogre dn den hos réttor och dirfor bor innehallet av
fytoostrogen i fodret vara ligre for moss 4n for rattor (se hinvisning 9, 20, 22).

Inhysnings- och utfodringsférhillanden

19.  Alla forfaranden bor overensstimma med lokala normer for laboratoriedjurvard. Dessa beskrivningar av vird och
behandling 4r minimikrav och ersitts av lokala foreskrifter som t.ex. Europaparlamentets och rddets direktiv
2010/63EU av den 22 september 2010 om skydd av djur som anvinds for vetenskapliga dandamal (se hinvis-
ning 38). Temperaturen i djurutrymmet bor vara 22 °C (med ett ungefirligt intervall pa + 3 °C). Den relativa
fuktigheten bér vara minst 30 % och bor helst inte overstiga 70 %, utom ndr rummet rengors. Mélet bor vara
relativ luftfuktighet pd 50-60 %. Artificiell belysning bor anvindas. Den dagliga belysningssekvensen bor vara 12
timmar ljus, 12 timmar morker.

20. Dijuren ska ha fri tillgang till laboratoriefoder och dricksvatten. Unga vuxna djur kan inhysas individuellt eller i
burar om grupper pa upp till tre djur. P4 grund av de omogna djurens liga dlder rekommenderas social gruppin-
hysning.
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21. Hoga nivder av fytodstrogener i laboratoriefoder har varit kinda for att oka livmodervikterna tillrickligt mycket
hos gnagare for att stora den uterotrofa bioassayen (se hinvisning 13, 14, 15). Hoga nivder av fytoostrogener och
omsittbar energi i laboratoriefoder kan ocksé leda till tidig pubertet om omogna djur anvinds. Férekomsten av
fytoostrogener kommer frimst frdn soja och alfalfaprodukter som tillférts laboratoriefodret, och koncentrationer
av fytoostrogener har visat sig variera mellan olika partier av standardlaboratoriefoder (se hanvisning 23). Kropps-
vikt dr en viktig variabel, eftersom den mingd livsmedel som konsumeras dr relaterad till kroppsvikten. Darfor
kan den faktiska fytoostrogendosen som konsumeras genom samma foder variera mellan arter och &ldrar (se
hinvisning 9). For omogna honréttor kan foderkonsumtionen pd grundval av kroppsvikten vara ungefdr dubbelt
s& stor som hos ovariektomerade unga vuxna honor. Fér unga vuxna moss kan foderkonsumtionen pa grundval
av kroppsvikten vara ungefir fyrdubblad som den fér ovariektomerade unga vuxna honréttor.

22, Resultat fran den uterotrofa bioassayen (se hanvisning 9, 17, 18, 19) visar dock att begrinsade mangder fytodstro-
gener i fodret dr acceptabla och minskar inte bioassayens kinslighet. Som en vigledning bor nivderna av fytoost-
rogener i fodret inte Overstiga 350 pg genisteinekvivalenter/gram laboratoriefoder for omogna Sprague Dawley-
och Wistar-honrdttor (se hinvisning 6, 9). Sddant foder bor ocksd vara limplig vid testning av unga vuxna
ovariektomerade rattor, eftersom foderkonsumtionen pé basis av kroppsvikten dr mindre hos unga vuxna jaimfort
med omogna djur. Om vuxna ovariektomerade moss eller mer fytoostrogenkdnsliga rittor anvidnds, méste en
proportionell minskning av fytodstrogennivaerna i fodret overvigas (se hanvisning 20). Dessutom kan skillnader i
tillgdnglig metabolisk energi for olika typer av foda leda till tidsforskjutning av pubertetsdebuten (se hdnvisning 21,
22).

23.  Ett noggrant val av foder utan forhojda nivder av fytoostrogener (for vigledning, se hinvisning 6, 9) eller
omsittbar energi, som kan paverka resultaten (se hanvisning 15, 17, 19, 22, 36), krivs fore studien. Att sakerstilla
ett korrekt utforande av det testsystem som anvinds pd laboratoriet enligt punkterna 26 och 27 ar en viktig kon-
troll av bida dessa faktorer. Som en sikerhetsatgird enligt god laboratoriesed (GLP) bor representativ provtagning
av varje parti av foder som tillfors under studien utforas for eventuell analys av fytoostrogeninnehillet (t.ex. vid
hog livmoderkontrollvikt i forhallande till historiska kontroller, eller en otillricklig respons pa referensostrogen,
17-alfa-etinylestradiol). Alikvoter ska analyseras som en del av studien eller frysas vid — 20 °C eller pa sddant sitt
att provet inte bryts ned i vintan pd analys.

24. Vissa stromaterial kan innehdlla naturligt forekommande Ostrogena eller antidstrogena kemikalier (t.ex. dr
majskolvar kinda for att paverka cykliciteten hos rdttor och forefaller vara antiostrogena). Det valda stréet bor ha
en minimal halt av fytodstrogener.

Forberedelse av djuren

25.  Forsoksdjur utan tecken pa sjukdom eller fysiska abnormiteter viljs slumpmadssigt ut for placering i kontroll- och
behandlingsgrupperna. Burarna bor placeras sd att eventuella effekter beroende pd placering blir s smd som
mojligt. Djuren bor identifieras unikt. Helst bor omogna djur placeras i bur tillsammans med moderdjur eller
fostermoderdjur fram till avvinjningen under acklimatiseringen. Acklimatiseringsperioden fore studiens start bor
vara ca 5 dagar for unga vuxna djur och omogna djur som levererats tillsammans med moderdjur eller fostermo-
derdjur. Om omogna djur erhélls som avvanda utan moderdjur kan det vara nédvindigt att forkorta acklimatiser-
ingsperioden eftersom doseringen bor inledas omedelbart efter avvinjningen (se punkt 29).

FORFARANDE

Kvalifikationsprovning av laboratorium
26.  Tva olika alternativ kan anvindas for att kvalitetsprova laboratorier:

— Aterkommande kontroller eller forlita sig pa en inledande positiv grundkontrollstudie (se punkt 27). Minst var
6:¢ manad och varje ging det sker en forindring som kan paverka utforandet av testet (t.ex. en ny beredning
av foder, byte av personal som utfor dissektioner, férandringar av djurstam eller leverantor, etc.), bor kinslig-
heten hos testsystemet (djurmodell) verifieras med en limplig dos (baserat pd den inledande positiva grund-
kontrollstudien beskriven i punkt 27) av ett referensdstrogen: 17a-etinylestradiol (CAS-nr 57-63-6) (EE).

— Anvindning av jamsides behandlade kontroller genom att inkludera en grupp som tillfors en limplig dos av
referensostrogen i varje test.



L 247/30 Europeiska unionens officiella tidning 21.8.2014

Om systemet inte svarar som forvintat bor forsoksbetingelserna granskas och dndras i enlighet ddrmed. Det
rekommenderas att dosen av referensostrogen som anvénds i bada fallen bor vara ungefir ED 70 till 80.

27.  Positiv grundkontrollstudie — Innan ett laboratorium genomfér en undersokning enligt denna testmetod for
forsta gdngen bor laboratoriets kompetens visas i ett test av djurmodellens respons genom faststillande av dosres-
ponsen for ett referensostrogen: 17a-etinylestradiol (CAS-nr 57-63-6) (EE) med minst fyra doser. Livmodervikts-
responsen kommer att jimforas med etablerade historiska data (se hdnvisning 5). Om denna positiva grundkon-
trollstudie inte ger forviantade resultat bor forsoksbetingelserna granskas och dndras.

Djurens antal och skick

28. Varje behandlad grupp och kontrollgrupp bér innehélla minst 6 djur (protokoll for bdde immatur- och
OVX-adultmetod).

Alder ps omogna djur

29.  For den uterotrofa bioassayen med omogna djur maste fodelsedatum anges. Doseringen bor starta tillrackligt tidigt
for att sakerstilla, i slutet av tillforseln av testkemikalien, att den fysiologiska dkningen av endogena Ostrogener
som sammanhinger med puberteten dnnu inte har 4gt rum. A andra sidan finns det beldgg for att mycket unga
djur kan vara mindre kinsliga. For att definiera optimal alder bor varje laboratorium ta sina egna bakgrundsdata
om mognad i beaktande.

Som en allmin vigledning kan doseringen av rattor paborjas omedelbart efter tidig avvinjning pa postnatal dag 18
(postnatal dag 0 dr fodelsedatum). Doseringen av réttor bor helst vara avslutad pd postnatal dag 21 men i alla
hindelser fore postnatal dag 25, eftersom hypotalamus-hypofys-ovarie-axeln blir funktionell efter den dldern och
endogena Ostrogennivder kan borja stiga vilket leder till en 6kning av referensmedelvirden f6r livmodervikt och
gruppens standardavvikelser (se hanvisning 2, 3, 10, 11, 12).

Forfarande foér ovariektomi

30. For ovariektomerad honrdtta och honmus (behandlings- och kontrollgrupper) bor ovariektomin ske mellan 6
och 8 veckors dlder. For rittor bor minst 14 dagar forflyta mellan ovariektomin och den forsta dagen for till-
forseln sd att livmodern gér i regress till en minimal, stabil referensnivé. For moss bor dtminstone 7 dagar forflyta
mellan ovariektomin och tillforselns forsta dag. Eftersom smd méngder av dggstocksvavnad ar tillrickliga for att
ge betydande cirkulerande nivder av dstrogen (se hinvisning 3), bor djuren testas fore anvindningen genom att
prov av epitelceller fran vagina observeras minst fem dagar i f6ljd (t.ex. dag 10-14 efter ovariektomin for rattor).
Om djuren visar tecken pd brunst bor de inte anviandas. Vid obduktionen bér dggstocksresterna undersokas avse-
ende eventuella tecken pa dggstocksvivnad. Om s dr fallet bor djuret inte tas med i berdkningarna (se hdnvisning
3).

31.  Ovariektomiproceduren inleds med djuret placerat i ventral halvliggande stillning, efter att djuret har blivit
ordentligt bedévat. Snittet som Oppnar den dorsolaterala bukviggen bor vara ca 1 cm pa lingden vid mittpunkten
mellan revbensbroskets undre kant och hoftbenskammen, och ndgra millimeter i sidled fram till den laterala
kanten pa ryggmuskeln. Aggstockarna bér tas ut ur bukhélan till ett aseptiskt underlag. Aggstockarna bér lossas
vid forbindelsen mellan dggledaren och livmodern. Efter att ha bekriftat att ingen massiv blodning sker, bor
bukviggen tillslutas med en sutur och huden tillslutas med autoclips eller lamplig sutur. Ligaturpunkterna visas
schematiskt i figur 1. Limplig postoperativ smirtlindring bor anvindas i enlighet med rekommendationer frin en
veterindr med erfarenhet av gnagarvérd.

Kroppsvikt

32.  For OVX-adultmetoden ar kroppsvikt och livmodervikt inte korrelerade eftersom livmodervikten péverkas av
hormoner som 6strogen, men inte av tillvixtfaktorer som reglerar kroppsstorleken. Diremot 4r kroppsvikten rela-
terad till livmoderns vikt i immaturmodellen, samtidigt som den mognar (se hdnvisning 34). Siledes bor, vid
boérjan av studien, viktskillnaden mellan djuren som anvdnds i immaturmodellen vara minimal och inte
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overstiga * 20 % av medelvikten. Detta innebar att uppfodaren bor standardisera kullstorleken, for att sakerstilla
att avkomman frdn olika moderdjur kommer att matas ungefir likadant. Djuren bor anvisas till grupper (bide
kontroll- och behandlingsgrupper) genom slumpmissig viktfordelning, sé att medelvirdet for kroppsvikten i varje
grupp inte statistiskt skiljer sig at frdn andra grupper. Man bor Gverviga att undvika anvisning av kullsyskon till
samma behandlingsgrupp, sa vitt det d4r majligt, utan att 6ka antalet kullar som ska anvindas fér undersokningen.

Dosering

33.  For att faststilla huruvida en testkemikalie kan ha o6strogen aktivitet in vivo dr normalt tvd dosgrupper och en
kontrollgrupp tillrickliga, och denna utformning ar darfor att foredra av djurskyddsskil. Om syftet dr att antingen
erhdlla en dos-responskurva eller att extrapolera till ligre doser, behovs minst 3 dosgrupper. Om information
utover identifiering av Ostrogen aktivitet (t.ex. en uppskattning av potens) krévs, bor ett annat doseringsschema
overvigas. Med undantag av behandlingen med testkemikalien bor djuren i kontrollgruppen hanteras pd exakt
samma sitt som i testgruppen. Om en vehikel anvinds for tillforsel av testkemikalien bor kontrollgruppen tillforas
samma mingd vehikel som anvinds i de behandlade grupperna (eller den storsta volym som anvinds i testgrup-
perna om detta skiljer sig at mellan grupperna).

34.  Malet for den uterotrofa bioassayen ir att vilja doser som garanterar djurens Gverlevnad och som inte orsakar
signifikant toxicitet eller lidande hos djuren, efter tre dagar i f6ljd med tillforsel av kemikalien upp till en maximal
dos pd 1 000 mg/kg/dag. Alla dosniver bor viljas med hinsyn till eventuella toxicitetsdata och (toxiko-)kinetiska
data som finns tillgdngliga om testkemikalien eller ndrbesldktade dmnen. Den hogsta dosen bor ta hinsyn till
LD 50 och/eller information om akut toxicitet for att undvika dodsfall, svar smérta och lidande hos djuren (se
hinvisning 24, 25, 26). Den hogsta dosen bor motsvara maximal tolererbar dos (MTD). En studie som genomfors
vid en dosnivd som framkallar en positiv uterotrof respons accepteras ocksd. Som en screening ar breda intervall
(t.ex. halva logenheter som motsvarar en dosprogression pd 3,2 eller till och med upp till en logenhet) mellan
doseringarna i allménhet godtagbara. Om det inte finns ndgra laimpliga data tillgdngliga kan en dosfinnande studie
genomforas som hjilp for att bestimma vilka doser som ska anvindas.

35.  Alternativt, om den ostrogena potensen hos en agonist kan uppskattas genom in vitro-data (eller datormodeller)
kan dessa beaktas vid valet av dos. Exempelvis kan mingden testkemikalie som skulle framkalla en uterotrof
respons som dr likvirdig med referensagonisten (etinylestradiol) uppskattas genom dess relativa in vitro-potens
jamfort med etinylestradiol. Den hogsta testdosen ges genom att multiplicera denna ekvivalentdos med en lamplig
faktor, t.ex. 10 eller 100.

Overviganden for dosfinnande studie

36. Vid behov kan en preliminir dosfinnande studie genomféras med ndgra fa djur. For detta dndamal kan man
anvinda OECD:s vigledning nr 19 (se hidnvisning 25) som definierar kliniska tecken som tyder pé toxicitet eller
lidande for djuren. Om det 4r mojligt inom denna dosfinnande studie kan, efter tre dagars tillforsel, livmodern
skdras ut och vdgas ca 24 timmar efter att sista dosen getts. Dessa data kan sedan anvindas vid utformning av
huvudstudien (val av en acceptabel storsta och minsta dos och rekommenderat antal dosgrupper).

Tillférsel av doser

37.  Testkemikalien tillfors via sondmatning eller subkutan injektion. Djurskydd sdvil som toxikologiska aspekter av
betydelse for den miénskliga exponeringsvigen for kemikalien (t.ex. oral sondmatning for att efterlikna fortaring,
subkutan injektion for att efterlikna inandning eller hudabsorption), de fysikalisk-kemiska egenskaperna hos test-
materialet och i synnerhet gillande toxikologisk information och data om metabolism och kinetik (t.ex. behovet
att undvika forsta passage-metabolism, storre effektivitet via en bestimd rutt) méste tas med i berdkningen nir
man viljer administrationssitt.

38. Det rekommenderas att i forsta hand overviga att anvinda en vattenbaserad losning/suspension, om det adr
mojligt. Men eftersom de flesta Gstrogenligander eller deras metaboliska prekursorer tenderar att vara hydrofoba,
dr den vanligaste metoden att anvinda en losning/suspension i olja (t.ex. majs-, jordnéts-, sesam- eller olivolja).
Dessa oljor har olika kaloriinnehdll och fetthalt, silunda kan vehikeln paverka det totala metaboliserbara energiin-
taget (ME) och didrmed eventuellt fordndra uppmatta endpoints sdsom livmodervikten, i synnerhet fér immatur-
metoden (se hdnvisning 33). Fore studien bor darfor alla vehiklar som ska anvindas testas mot kontroller utan
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vehiklar. Testkemikalier kan l6sas upp i en minimal mingd av 95 % etanol eller annat limpligt 16sningsmedel,
och spidas ut till slutliga koncentrationer i testvehikeln. De toxiska egenskaperna hos 16sningsmedlet maste vara
kinda, och bor testas med endast losningsmedel i en separat kontrollgrupp. Om testkemikalien bedéms vara stabil
kan forsiktig uppvdrmning och kraftig mekanisk paverkan anvindas for att hjilpa till att losa upp testkemikalien.
Testkemikaliens stabilitet i vehikeln bor bestimmas. Om testkemikalien &r stabil under hela studien kan en starta-
likvot av testkemikalien beredas, och direfter kan de angivna doseringsutspddningarna beredas dagligen.

39.  Doseringstidpunkterna beror pd den modell som anvinds (se punkt 29 for immaturmodellen och punkt 30 for
OVX-adultmodellen). Omogna rattor av honkon doseras dagligen med testkemikalien tre dagar i foljd. En tredagars
behandling rekommenderas ocksé for ovariektomerade honrattor, men lingre exponeringar dr acceptabla och kan
forbdttra upptickten av svagt aktiva kemikalier. For ovariektomerade honmoss bor tre dagar vara tillrackligt, och
det finns inte ndgon pévisbar fordel med en forlingning pa upp till sju dagar for starka ostrogenagonister, dock
pavisades inte detta forhdllande for svaga ostrogener i valideringsstudien (se hinvisning 16), alltsd bor doseringen
forlingas upp till sju dagar i foljd for ovariektomerade vuxna moss. Dosen bor ges vid samma tid varje dag.
Doserna bor justeras vid behov for att bibehalla en konstant dosniva i forhallande till djurens kroppsvikt (t.ex. mg
av testkemikalien per kg kroppsvikt per dag). Nar det giller testvolymen bor dess variationer pa grundval av
kroppsvikten minimeras, genom justering av koncentrationen i doseringslosningen, for att sikerstilla en konstant
volym pd grundval av kroppsvikten, vid alla dosnivéer och for varje administrationsvag.

40. Nir testkemikalien tillfors genom sondmatning bor detta ske i en daglig engdngsdos via magsond eller limplig
intubationskanyl. Den storsta méingd vitska som kan administreras vid ett tillfille beror pé forsoksdjurets storlek.
Lokala djurvérdsriktlinjer bor foljas, men volymen bor inte overstiga 5 ml/kg kroppsvikt, utom i friga om vatten-
16sningar dir 10 ml/kg kroppsvikt far anvindas.

41.  Nir testkemikalien administreras genom subkutan injektion, bor detta ske i en enda daglig dos. Doserna ska ges i
dorsoscapular- eller lumbarregionen med en steril ndl (t.ex. med grovleken 23 eller 25), och en tuberkulinspruta.
Rakning av injektionsstillet dr valfritt. Eventuell forlust, lickage vid injektionsstillet eller ofullstindig dosering ska
registreras. Den totala volymen som injiceras per rdtta per dag bor inte overstiga 5 ml/kg kroppsvikt, uppdelat pa
2 injektionsstillen, utom i friga om vattenhaltiga l16sningar, dar 10 ml/kg kroppsvikt kan anvindas.

Observationer

Allmdnna och kliniska observationer

42.  Allminna kliniska observationer bor goras minst en gang per dag och oftare ndr tecken pé toxicitet observeras.
Observationerna bor foretradesvis utforas vid samma tidpunkt varje dag och med hinsyn till forvintade toppef-
fekter efter doseringen. Alla djur ska observeras avseende dodlighet, sjuklighet och allminna kliniska tecken,
sdsom fordndringar i beteende, hud, pils, 6gon, slemhinnor, forekomst av sekret och utséndringar samt autonom
aktivitet (t.ex. tarflode, piloerektion, pupillstorlek och ovanligt andningsmonster).

Kroppsvikt och foderkonsumtion

43, Alla djur bor vdgas dagligen med en noggrannhet pa 0,1 g, med borjan strax fore starten av behandlingen, dvs.,
ndr djuren fordelas i grupper. Som en valfri matning, kan méingden foder som konsumeras under behandlingspe-
rioden madtas per bur genom vigning av fodertragen. Foderkonsumtionsresultaten bor uttryckas i gram per rétta
per dag.

Dissekering och mdtning av livmodervikt

44.  Rattorna ska avlivas humant tjugofyra timmar efter den sista behandlingen. Helst ska obduktionsordningen rando-
miseras mellan grupperna for att undvika progression direkt upp eller ner i dosgrupperna, vilket pa ett subtilt sitt
kan paverka data. Bioassayens mal 4r att mata bade vdt och torr livmodervikt. Den véta vikten inkluderar livmo-
dern och det luminala vitskeinnehéllet. Den torra vikten mits efter att det luminala innehéllet i livmodern har
angivits och avligsnats.
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45.  Fore dissektionen granskas vaginan betriffande 6ppningsstatus hos omogna djur. Dissektionsforfarandet inleds
genom att oppna bukviggen med bérjan vid blygdbenssammanfogningen. Sedan lossas livmoderhornet och
dggstockarna, om de ar kvar, frin den dorsala bukviggen. Urinbldsan och urinledarna tas bort frin den ventrala
och laterala sidan av livmodern och vaginan. Fibros vidhaftning mellan rektum och vaginan avskiljs tills 6ver-
gdngen mellan vaginaloppning och perineal hud kan identifieras. Livmodern och vaginan avskiljs fran kroppen
genom ett snitt i vaginalviggen precis ovanfor forbindelsen mellan perineal hud sésom visas i figur 2. Livmodern
avskiljs frén kroppsvdggen genom att livmoderbandet forsiktigt skirs av vid fistpunkten, lings hela lingden av
den dorsolaterala aspekten av varje livmoderhorn. Nar livmodern tagits ut ur kroppen bér den hanteras tillrdckligt
snabbt for att undvika uttorkning av vivnaderna. Viktforluster p& grund av uttorkning blir mer betydelsefulla med
sma vdvnader sdsom uterus (se hanvisning 23). Om 4ggstockarna finns kvar sa tas dggstockarna bort frin dggle-
darna for att undvika forlust av luminal vitska frin livmoderhornet. Om djuret har ovariektomerats s bor
resterna undersokas betriffande forekomsten av eventuell dggstocksvivnad. Overflédigt fett och bindviv ska
putsas bort. Vaginan tas bort frdn livmodern precis under livmoderhalsen s att livmoderhalsen forblir i livmo-
dern, sdsom visas i figur 2.

46.  Varje livmoder bor 6verforas till en individuellt markt och vigd behéllare (t.ex. en petriskal eller ett vikttrag i plast)
med fortsatt omsorg om att undvika uttorkning fore vigningen (t.ex. sd kan filterpapper som fuktats med saltlos-
ning placeras i behéllaren). Livmodern med luminal vitska vdgs med en noggrannhet pd 0,1 mg (vt livmoder-

vikt).

47.  Varje livmoder bearbetas sedan enskilt for att avldgsna luminal vitska. Bada livmoderhornen genomborras eller
skirs longitudinellt. Livmodern placeras pa litt fuktat filterpapper (t.ex. Whatman nr 3) och pressas forsiktigt med
ett andra stycke ldtt fuktat filterpapper for att helt avligsna den luminala vitskan. Livmodern utan luminalt inne-
hall vigs med en noggrannhet pa 0,1 mg (torr livmodervikt).

48.  Livmodervikten vid avslutningen kan anvindas for att sakerstilla att limplig dlder f6r den omogna intakta réttan
inte 6verskreds, dock dr de historiska uppgifterna om réittstammen som anvinds pd laboratoriet avgorande i detta
hinseende (se punkt 56 for tolkning av resultaten).

Valfria undersokningar

49.  Efter vagningen kan livmodern fixeras i 10 % neutral buffrad formalin for att undersokas histopatologiskt efter
haematoxylin-eosin-fargning (HE). Vaginan kan undersokas i enlighet dirmed (se punkt 9). Dessutom kan morfo-
metriska mitningar av endometriets epitel utforas for en kvantitativ jamforelse.

DATA OCH RAPPORTERING

Data

50. Studiedata bor omfatta

— antalet djur vid testets borjan,

— antalet och identiteten for de djur som pétriffats doda under testet eller som avlivats av humana skil, samt
datum och tid for varje dodsfall eller avlivning,

— antalet och identiteten for de djur som visar tecken pé toxicitet och en beskrivning av de tecken pa toxicitet
som observerats, inklusive tidpunkt for forsta tecken, varaktighet och hur allvarliga de toxiska effekterna ar
samt

— antalet och identiteten hos de djur som visar eventuella skador och en beskrivning av typen av skador.

51. Individuella forsoksdjursdata ska registreras avseende kroppsvikt, vét livmodervikt och torr livmodervikt. Ensidiga
statistiska analyser av agonister bor anvindas for att bestimma huruvida administrering av en testkemikalie resul-
terade i en statistiskt signifikant (p < 0,05) 6kning av livmodervikten. Limpliga statistiska analyser bor utforas for
testning avseende behandlingsrelaterade férandringar av torr och vat livmodervikt. Exempelvis kan data utvirderas
genom en kovariansanalys (Ancova), med kroppsvikten vid obduktionen som samvariabel. En variansstabilise-
rande logaritmisk transformation kan utforas pd livmoderdata fore dataanalysen. Dunnett och Hsus test ar
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lampliga for att gora parvisa jamforelser mellan varje dosgrupp och vehikelkontroller och for att berdkna konfi-
densintervallet. Studentiserade residualer kan anvindas for att uppticka eventuella avvikande virden och bedoma
variansens homogenitet. Dessa forfaranden tillimpades i OECD:s valideringsprogram med hjilp av PROC GLM i
Statistical Analysis System (SAS Institute, Cary, NC), version 8 (se hinvisning 6, 7).

52.  En slutrapport ska innehalla:

Testanldggning:

— Ansvarig personal och deras studieansvar.

— Data fran utgdngsvirdet for det positiva kontrolltestet och periodiska positiva kontrolldata (se punkterna 26
och 27)

Testkemikalie:

— Karakterisering av testkemikalier.

— Fysikalisk form och om det ar relevant, fysikalisk-kemikaliska egenskaper.
— Metod och frekvens for beredning av utspadningar.

— Eventuella stabilitetsdata som genererats.

— Eventuella analyser av doseringslsningar.

Vehikel:

— Karakterisering av testvehikel (form, leverantor och parti)

— Motivering for val av vehikel (om annan 4n vatten).

Forsoksdjur:

— Art och stam, samt motivering av valet.
— Leverantdr och specifik leverantorsanldggning.
— Leveransdlder med fdelsedatum.

— For omogna djur: uppgift om huruvida de har levererats tillsammans med moderdjur eller fostermoderdjur,
samt datum for avvanjningen.

— Uppgifter om djuracklimatiseringsforfarande.
— Antalet djur per bur.

— Detaljer och metod for identifiering av enskilda djur och grupper.

Testbetingelser:

— Uppgifter om randomiseringsprocess (dvs. metoden som anvénts)

— Motivering for valet av dos.

— Uppgifter om testkemikaliens sammansittning, dess uppnddda koncentrationer, stabilitet och homogenitet.
— Uppgifter om tillforsel av testkemikalien samt motivering av valet av exponeringsvag.

— Foder (namn, typ, leverantdr, innehdll och, om mojligt, fytoostrogennivaer).

— Vattenkilla (t.ex. kranvatten eller filtrerat vatten) och tillforselsitt (genom slang fran en stor behallare, i flaskor,
etc.).

— Stro (namn, typ, leverant6r, innehéll).
— Registrering av burforhallanden, belysningsintervall, rumstemperatur och luftfuktighet, rengéring.
— Detaljerad beskrivning av obduktion och livmodervigning.

— Beskrivning av statistiska metoder.
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Resultat
For enskilda djur:

— Alla dagliga individuella kroppsvikter (frin anvisningen till grupper och fram till obduktionen) (med en
noggrannhet pd 0,1 g).

— Alder pé varje djur (riknat i dagar med fodelsedatum som dag 0) niir behandlingen med testkemikalien bérjar.
— Datum och tid for varje doseringstillfille.

— Berdknad volym och dos som administreras, samt observationer av eventuella doseringsforluster under eller
efter administreringen.

— Daglig dokumentation av djurens status, inklusive relevanta symtom och iakttagelser.
— Misstankt dodsorsak (om den hittas doende eller déd under studien).
— Datum och tid for human avlivning med tidsintervall till sista doseringen.

— Vit livmodervikt (med en noggrannhet pd 0,1 mg) och eventuella observationer av forlust av luminal vitska
vid dissekering och forberedelser for vigning.

— Torr livmodervikt (med en noggrannhet pd 0,1 mg).

For varje grupp av djur:

— Genomsnittliga dagliga kroppsvikter (med noggrannhet pa 0,1 g) och standardavvikelser (frdn anvisningen till
grupper till obduktionen).

— Genomsnittlig vat livmodervikt och genomsnittlig torr livmodervikt (med en noggrannhet pa 0,1 mg), samt
standardavvikelser.

— Daglig foderkonsumtion om den mits (berdknat som gram foder som konsumeras per djur).

— Resultaten av statistiska analyser som jamfor bade vata och torra livmodervikter i behandlade grupper i forhdl-
lande till samma matt i vehikelkontrollgrupperna.

— Resultaten av statistisk analys som jaimfor den totala kroppsvikten och kroppsviktokning i behandlade grupper
i forhéllande till samma midtt i vehikelkontrollgrupperna.

53.  Sammanfattning av de viktigaste vigledningsfakta for testmetoden.

Ritta Maoss
Djur
Stam Vanlig laboratoriestam av gnagare
Antal forsoksdjur Minst 6 djur per dosgrupp
Antal grupper Minst 2 testgrupper (se punkt 33 f6r vigledning) och en negativ kontrollgrupp
For vigledning om positiva kontrollgrupper se punkterna 26 och 27

Inhysnings- och utfodringsforhillanden

Te i djurutrymmet 22°C+3°C
Relativ luftfuktighet 50-60 % och inte under 30 % eller over 70 %
Daglig belysningssekvens 12 timmar ljus, 12 timmar morker

Foder och dricksvatten Fri tillgdng
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Ritta Maoss
Inhysning Individuellt eller i grupper péd upp till tre djur (social gruppinhysning rekom-

54.

55.

menderas fér omogna djur)

Foder och stro

En 1ag halt av fytoostrogener rekommenderas i foder och stro

Protokoll

Metod

Ej ovariektomerad immatur-metoden | Ovariektomerad adult hona-metoden
(foredras)

Ovariektomerad adult hona-metoden

Alder for dosering av omogna
djur

Tidigast PND 18. Doseringen bor
vara avslutad fore PND 25

Ej relevant inom tillimpningsomradet
for den aktuella testmetoden

Alder vid ovariektomi

Mellan 6 och 8 veckors dlder

Alder for dosering av ovariekto-
merade djur

Minst 14 dagar bor forflyta mellan
ovariektomin och 1:a administre-

Minst 7 dagar bor forflyta mellan
ovariektomin och 1:a administrerings-

ringsdagen dagen
Kroppsvikt Kroppsviktsvariationen bor vara minimal och inte 6verstiga + 20 % av den
genomsnittliga vikten
Dosering
Administrationssitt Oral sondmatning eller subkutan injektion

Administreringsfrekvens

Daglig engdngsdos

Volym f6r sondmatning och
insprutning

< 5ml/kg kroppsvikt (eller upp till 10 ml/kg kroppsvikt i friga om vattenlos-
ningar) (i 2 injektionsstdllen for subkutan administrering)

Administreringens varaktighet

3 dagar i foljd for immaturmodellen | 7 dagar i f6ljd f6r OVX-modellen
Minst 3 dagar i f6ljd for OVX-

modellen

Tidpunkt for obduktion

Ungefir 24 timmar efter den sista dosen

Resultat

Positiv respons

Statistiskt signifikant 6kning av medelvirdet for livmodervikt (vit och/eller
torr)

Referensostrogen

17a-etinylestradiol

RIKTLINJER FOR TOLKNING OCH GODKANNANDE AV RESULTATEN

[ allménhet bor ett test for Ostrogenicitet anses vara positivt om det finns en statistiskt signifikant 6kning i livmo-
dervikt (p < 0,05), dtminstone vid den hdoga dosnivan jamfort med losningsmedelskontrollgruppen. Ett positivt
resultat stods ocksd av en demonstration av ett biologiskt rimligt forhallande mellan dosen och responsens
omfattning, med tanke pd att overlappning av Ostrogena och antiostrogena aktiviteter hos testkemikalien kan

paverka dos-responskurvans form.

Man madste vara forsiktig med att inte 6verskrida den maximalt tolererbara dosen for en meningsfull tolkning av
data. Minskning av kroppsvikt, kliniska tecken och andra fynd bér noggrant utvirderas i detta hinseende.
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56. En viktig friga for godkinnandet av data frin den uterotrofa bioassayen dr livmodervikterna i vehikelkontrol-
lgruppen. Hoga kontrollvirden kan dventyra responsen hos bioassayen och formégan att uppticka mycket svaga
ostrogenagonister. Litteraturstudier och data som genereras under valideringen av den uterotrofa bioassayen tyder
pa att hoga kontrollmedelvirden kan férekomma spontant, i synnerhet hos omogna djur (se hanvisning 2, 3, 6,
9). Eftersom livmodervikten hos omogna rattor beror pd ménga variabler som stam eller kroppsvikt, kan ingen
definitiv 6vre grans for livmodervikten ges. Som en vigledning bor, om de torra livmodervikterna hos omogna
kontrollrattor ligger mellan 40 och 45 mg, kan resultatet betraktas som misstinkt, och livmodervikter Gver
45 mg kan leda till att testet gors om igen. Dock maéste detta beaktas fran fall till fall (se hdnvisning 3, 6, 8). Vid
testning pd vuxna rattor kan ofullstindig ovariektomi som kvarlimnar dggstocksvivnad producera endogent
ostrogen och fordroja regressionen av livmoderns vikt.

57.  Torra livmodervikter i vehikelkontroll som dr mindre dn 0,09 % av kroppsvikten for omogna honréttor, och
mindre dn 0,04 % for ovariektomerade unga vuxna honor tycks ge acceptabla resultat (se tabell 31 [hinvisning 2]).
Om kontrollivmodervikterna dr hogre dn dessa siffror, bor olika faktorer granskas, bland annat djurens alder,
korrekt ovariektomi, fytoostrogener i foder, och sé vidare, och ett negativt testresultat (ingen indikation pd
ostrogen aktivitet) bor anvindas med forsiktighet.

58. Historiska data for vehikelkontrollgrupperna bor bevaras i laboratoriet. Historiska data for responser pa positiva
referensdstrogener, sdsom 17a-etinylestradiol, bor ocksd bevaras i laboratoriet. Laboratorier kan ocksd testa
responsen pa kinda svaga Ostrogenagonister. Alla dessa data kan jamforas med tillgingliga data (se hanvisning 2,
3,4,5,6,7, 8) for att sikerstilla att laboratoriets metoder ger tillricklig kidnslighet.

59. De torra livmodervikterna visade mindre variabilitet i samband med OECD:s valideringsstudie 4n de vata livmo-
dervikterna (se hdnvisning 6, 7). Daremot skulle en betydande respons i bdda métningarna tyda pd att testkemika-
lien dr positiv for strogen aktivitet.

60. Den uterotrofa responsen ir inte helt av ostrogen ursprung, dock bor ett positivt resultat frdn den uterotrofa
bioassayen generellt tolkas som bevis for dstrogen potential in vivo, och bér normalt initiera dtgirder for vidare
utredning (se punkt 9 och 'OECD:s ram for testning och bedomning av endokrinstérande kemikalier’, tilligg 2).

Figur 1

Schematiskt diagram som visar det kirurgiska avligsnandet av dggstockarna
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Proceduren borjar med att den dorsolaterala bukviggen 6ppnas vid mittpunkten mellan revbensbroskets nedre
kant och hoftbenskammen, och nigra millimeter i sidled till den laterala kanten pa ryggmuskeln. I bukhélan loka-
liseras dggstockarna. P4 ett aseptiskt underlag avldgsnas sedan dggstockarna fysiskt fran bukhalan, en ligatur
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placeras mellan dggstocken och livmodern f6r att hindra blodning, och dggstocken lossas genom ett snitt ovanfor
ligaturen vid forbindelsen mellan 4ggledaren och varje livmoderhorn. Efter att det bekriftats att ingen signifikant
blodning kvarstdr bor bukviggen tillslutas med suturer och huden tillslutas, t.ex. med autoclips eller sutur. Djuren
bor fa dterhidmta sig och livmoderns vikt far ga i regress i minst 14 dagar fore anvindning.

Figur 2

Borttagning och beredning av livmoderns vivnader for viktmitning

LIVMO-
DERVIKT

Avskidrning vid obduktion

Proceduren borjar med att bukvdggen oppnas vid blygdbenssammanfogningen. Sedan avldgsnas dggstockar, om
de finns kvar, och livmoderhorn frdn den dorsala bukviggen. Urinbldsan och urinledarna avligsnas frdn den
ventrala och laterala sidan av livmodern och vaginan. Fibros vidhiftning mellan rektum och vaginan tas bort tills
sammanfogningen av vaginaloppningen och perineal hud kan identifieras. Livmodern och vaginan avskiljs frdn
kroppen genom ett snitt i vaginalvdggen precis ovanfor forbindelsen mellan perineal hud, sdsom visas i figuren.
Livmodern avskiljs fran kroppsviggen genom att livmoderbandet forsiktigt skirs av vid fistpunkten, lings hela
lingden av den dorsolaterala aspekten av varje livmoderhorn. Efter uttagning ur kroppen putsas overflodigt fett
och bindviv bort. Om &dggstockarna finns kvar sd tas dggstockarna bort fran dggledarna varvid forlust av luminal
vitska fran livmoderhornet undviks. Om djuret har ovariektomerats bor resterna undersokas avseende forekomst
av eventuell dggstocksvivnad. Vaginan tas bort frin livmodern precis under livmoderhalsen sé att livmoderhalsen
ar kvar i livmodern, sdsom visas i figuren. Livmodern kan sedan vigas.
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Tilligg 1

DEFINITIONER

Antiostrogenicitet: formdgan hos en kemikalie att undertrycka verkan av ostradiol 178 i en didggdjursorganism.
Kemikalie: ett dmne eller en blandning.

Fodelsedatum: postnatal dag 0.

Dosering: en allmin term som omfattar dos, dess frekvens och doseringens varaktighet.

Dos: mingden testkemikalie som administreras. For uterotrof bioassay uttrycks dosen som vikten testkemikalie per
enhet kroppsvikt hos forsoksdjuret per dag (t.ex. mg/kg kroppsvikt/dag).

Maximal tolererbar dos (MTD): den stérsta miangden av en kemikalie som, nir den fors in i kroppen, inte dodar
forsoksdjuret (betecknas med LD,) (IUPAC, 1993).

Ostrogenicitet: formagan hos en kemikalie att agera som dstradiol 178 i en daggdjursorganism.
Postnatal dag X: den X:e dagen i livet efter fodelsedatum.

Kinslighet: den andel av alla positivajaktiva kemikalier som korrekt klassificeras genom testet. Detta &dr ett matt pé
noggrannhet for en testmetod som ger kategoriska resultat och ar en viktig faktor vid bedomningen av en testmetods
relevans.

Specificitet: den andel av alla negativa/inaktiva kemikalier som korrekt klassificeras genom testet. Detta dr ett matt pa
noggrannhet for en testmetod som ger kategoriska resultat och ir en viktig faktor vid bedémningen av en testmetods
relevans.

Testkemikalie: varje imne eller blandning som testas med denna testmetod.
Uterotrof: en term som anvinds for att beskriva en positiv inverkan p4 tillvixten av livmodervivnad.

Validering: en vetenskaplig process utformad for att karakterisera de operativa kraven och begrinsningarna hos en test-
metod och visa dess tillforlitlighet och relevans for ett visst dndamal.



Tilligg 2

Notera: Dokunient utarbetat av testriktlinjeprogrammets sekretariat baserat pd den 6verenskommelse som ndddes vid EDTA-arbetsgruppens 6:e mote

OECD:s konceptuella ram for testing och bedo mning av endokrinstérande kemikalier

Niva1l

Sortering & prioritering baserat pa
befintlig information

— Fysikaliska & kemiska egenskaper, t.ex. molekylvikt, reaktivitet, volatilitet, biologisk
nedbrytbarhet

— Exponering av méinniskor & miljo, t.ex. produktionsvolym, utsldpp,
anviandningsmonster

— Fara, t.ex. tillgédngliga toxikologiska data

Niva3

s — ER-, AR-, TR-receptorbindningsaffinitet — Forscreening med hog
. Niva2 o — Transkriptionsaktivering genomstromning
Invitro-analyser som ger mekanistiska — Aromatas och steroidogenes in vitro — Skoldkortelfunktion
data — Aryl hydrocarbon receptor igenkdnning/bindning — Fiskhepatocyt VT G-assay
— QSAR — Andra (i forekommande fall)

— Uterotrof bioassay (strogenrelaterad)

effekter

multipla endokrina mekanismer och

Invivo-analyser som ger data om — Hershbergers bioassay — Fisk VTG-assay (vitellogenin)
enskilda endokrina mekanismer och (androgenrelaterad) (6strogenrelaterad)
effekter — Icke receptorformedlad hormonfunktion
[ — Andra (tex. skoldkortel)
Niva4 — Utékad.OECD 407 (endpoints baserade pa — Analys av gonadal
In vivo-analyser som ger data om endokrina mekanismer) histopatologi hos fisk

— Analyser av pubertala hanar och honor

— Analys av grodmetamorfos
— Analys av vuxen intakt hane ysave

—

mekanismer

L

Niva 5

Invivo-analyser som ger data om
effecter frin endokrina & andra

— 1-generationsanalys (TG415 utdkad)"
— 2-generationsanalys (TG416 utdkad)" — Partiell och fullstindig
— Reproduktionsscreeningtest (TG421 utdkad)" livscykelanalys pa fisk, figlar,
— Kombinerat 28-dagars/ groddjur & ryggradslosa djur
. . N
reproduktionsscreeningtest (TG 422 utokad) (utveckling och reproduktion)

! Potentiell utokning kommer att Gvervagas av VMG
mamm

VMG mamm: Validation Management Group on Mammalian Testing and Assessment.
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NOTER TILL RAMEN:

Not 1: Inmatning pé alla nivier och utmatning pd alla nivder 4r mojlig och beror pd vilken typ av befintliga informa-
tionsbehov for fara och riskbedémningsindamal.

Not 2: Pé nivd 5 bor ekotoxikologi omfatta endpoints som anger mekanismer for biverkningar och potentiella popula-
tionsskador.

Not 3: Nar en multimodal modell ticker flera av de enskilda endpointtesterna, ersitter denna modell anvindningen av
de enskilda endpointtesterna.

Not 4: Bedomningen av varje kemikalie bor baseras pd en bedomning frn fall till fall, med beaktande av all tillginglig
information, med hénsyn till funktionen hos de overgripande nivaerna.

Not 5: Ramen bor inte betraktas som heltickande for nirvarande. P4 nivd 3, 4 och 5 finns det tester som antingen ar
tillgidngliga, eller for vilka ett godkdnnande pdgér. Nar det giller den senare, ingdr dessa prelimindrt. Nar de vil
har utvecklats och validerats, kommer de formellt att liggas till ramen.

Not 6: Niva 5 bor inte betraktas som att den endast omfattar slutgiltiga tester. Tester som ingdr pd den nivdn anses
bidra till allmin faro- och riskbedomning.

HANVISNINGAR

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

2. OECD (2003). Detailed Background Review of the Uterotrophic Bioassay: Summary of the Available Literature in
Support of the Project of the OECD Task Force on Endocrine Disrupters Testing and Assessment (EDTA) to Stan-
dardise and Validate the Uterotrophic Bioassay. OECD Environmental Health and Safety Publication Series on
Testing and Assessment No. 38. ENV/JM/MONO(2003)1.

3. Owens JW, Ashby J. (2002). Critical Review and Evaluation of the Uterotrophic Bioassay for the Identification of
Possible Estrogen Agonists and Antagonists: In Support of the Validation of the OECD Uterotrophic Protocols for
the Laboratory Rodent. Crit. Rev. Toxicol. 32:445-520.

4. OECD (2006). OECD Report of the Initial Work Towards the Validation of the Rodent Uterotrophic Assay — Phase
1. OECD Environmental Health and Safety Publication Series on Testing and Assessment No. 65. ENV/J]M/MONO
(2006)33.

5. Kanno, ], Onyon L, Haseman J, Fenner-Crisp P, Ashby J, Owens W. (2001). The OECD program to validate the rat
uterotrophic bioassay to screen compounds for in vivo estrogenic responses: Phase 1. Environ Health Perspect.
109:785-94.

6.  OECD (2006). OECD Report of the Validation of the Rodent Uterotrophic Bioassay: Phase 2 — Testing of Potent
and Weak Oestrogen Agonists by Multiple Laboratories. OECD Environmental Health and Safety Publication
Series on Testing and Assessment No. 66. ENV/JM/MONO(2006)34.

7. Kanno J, Onyon L, Peddada S, Ashby J, Jacob E, Owens W. (2003). The OECD program to validate the rat utero-
trophic bioassay: Phase Two — Dose Response Studies. Environ. Health Persp.111:1530-1549

8. Kanno J, Onyon L, Peddada S, Ashby J, Jacob E, Owens W. (2003). The OECD program to validate the rat utero-
trophic bioassay: Phase Two — Coded Single Dose Studies. Environ. Health Persp.111:1550-1558.

9. Owens W, Ashby ], Odum J, Onyon L. (2003). The OECD program to validate the rat uterotrophic bioassay: Phase
Two — Dietary phytoestrogen analyses. Environ. Health Persp. 111:1559-1567.

10. Ogasawara Y, Okamoto S, Kitamura Y, Matsumoto K. (1983). Proliferative pattern of uterine cells from birth to
adulthood in intact, neonatally castrated, and/or adrenalectomized mice assayed by incorporation of [I'?]iododeo-
xyuridine. Endocrinology 113:582-587.

11.  Branham WS, Sheehan DM, Zehr DR, Ridlon E, Nelson CJ. (1985). The postnatal ontogeny of rat uterine glands
and age-related effects of 17b-estradiol. Endocrinology 117:2229-2237.

12. Schlumpf M, Berger L, Cotton B, Conscience-Egli M, Durrer S, Fleischmann I, Haller V, Maerkel K, Lichtensteiger
W. (2001). Estrogen active UV screens. SOFW-J. 127:10-15.



L 247/42 Europeiska unionens officiella tidning 21.8.2014

13.  Zarrow MX, Lazo-Wasem EA, Shoger RL. (1953). Estrogenic activity in a commercial animal ration. Science
118:650-651.

14.  Drane HM, Patterson DSP, Roberts BA, Saba N. (1975). The chance discovery of oestrogenic activity in laboratory
rat cake. Fd. Cosmet. Toxicol. 13:425-427.

15.  Boettger-Tong H, Murphy L, Chiappetta C, Kirkland JL, Goodwin B, Adlercreutz H, Stancel GM, Makela S. (1998).
A case of a laboratory animal feed with high estrogenic activity and its impact on in vivo responses to exogenously
administered estrogens. Environ. Health Perspec.106:369-373.

16. OECD (2007). Additional data supporting the Test Guideline on the Uterotrophic Bioassay in rodents. OECD Envi-
ronmental Health and Safety Publication Series on Testing and Assessment No. 67.

17.  Degen GH, Janning P, Diel P, Bolt HM. (2002). Estrogenic isoflavones in rodent diets. Toxicol. Lett. 128:145-157.

18.  Wade MG, Lee A, McMahon A, Cooke G, Curran L (2003). The influence of dietary isoflavone on the utero-
trophic response in juvenile rats. Food Chem. Toxicol. 41:1517-1525.

19.  Yamasaki K, Sawaki M, Noda S, Wada T, Hara T, Takatsuki M. (2002). Immature uterotrophic assay of estrogenic
compounds in rats given different phytoestrogen content diets and the ovarian changes in the immature rat utero-
trophic of estrogenic compounds with ICI 182,780 or antide. Arch. Toxicol. 76:613-620.

20. Thigpen JE, Haseman JK, Saunders HE, Setchell KDR, Grant MF, Forsythe D. (2003). Dietary phytoestrogens acce-
lerate the time of vaginal opening in immature CD-1 mice. Comp. Med. 53:477-485.

21.  Ashby J, Tinwell H, Odum ], Kimber I, Brooks AN, Pate I, Boyle CC. (2000). Diet and the aetiology of temporal
advances in human and rodent sexual development. J. Appl. Toxicol.20:343-347.

22.  Thigpen JE, Lockear ], Haseman ], Saunders HE, Caviness G, Grant MF, Forsythe DB. (2002). Dietary factors affec-
ting uterine weights of immature CD-1 mice used in uterotrophic bioassays. Cancer Detect. Prev. 26:381-393.

23.  Thigpen JE, Li L-A, Richter CB, Lebetkin EH, Jameson CW. (1987). The mouse bioassay for the detection of estro-
genic activity in rodent diets: I. A standardized method for conducting the mouse bioassay. Lab. Anim.
Sci.37:596-601.

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

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

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

27.  Bulbring, E.,, and Burn, J.H. (1935). The estimation of oestrin and of male hormone in oily solution. J. Physiol.
85:320-333.

28.  Dorfman, R1, Gallagher, T.F. och Koch, F.C (1936). The nature of the estrogenic substance in human male urine
and bull testis. Endocrinology 19: 33-41.

29.  Reel, JR,, Lamb 1V, J.C. och Neal, B.H. (1996). Survey and assessment of mammalian estrogen biological assays
for hazard characterization. Fundam. Appl. Toxicol. 34: 288-305.

30. Jones, R.C. och Edgren, R.A. (1973). The effects of various steroid on the vaginal histology in the rat. Fertil. Steril.
24: 284-291.

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

32.  Dorfman R.I (1962). Methods in Hormone Research, Vol. II, Part IV: Standard Methods Adopted by Official Organi-
zation. New York, Academic Press.

33.  Thigpen J. E. et al. (2004). Selecting the appropriate rodent diet for endocrine disruptor research and testing
studies. ILAR J 45(4): 401-416.



21.8.2014 Europeiska unionens officiella tidning L 247/43

34.  Gray L.E. och Ostby J. (1998). Effects of pesticides and toxic substances on behavioral and morphological repro-
ductive development: endocrine versus non-endocrine mechanism. Toxicol Ind Health. 14 (1-2): 159-184.

35.  Booth AN, Bickoff EM och Kohler GO. (1960). Estrogen-like activity in vegetable oils and mill by-products.
Science 131:1807-1808.

36. Kato H, Iwata T, Katsu Y, Watanabe H, Ohta Y, Iguchi T (2004). Evaluation of estrogenic activity in diets for expe-
rimental animals using in vitro assay. J. Agric Food Chem. 52, 1410-1414.

37.  OECD (2007). Guidance Document on the Uterotrophic Bioassay Procedure to Test for Antioestrogenicity. Series
on Testing and Assessment. No. 71.

38.  Europaparlamentets och radets direktiv 2010/63/EU av den 22 september 2010 om skydd av djur som anvinds
for vetenskapliga dandamdl (EUT L 276, 20.10.2010, s. 33).

B.55 HERSHBERGERS BIOASSAY PA RATTA: ETT KORTTIDSSCREENINGTEST FOR (ANTI)ANDROGENA EGENSKAPER

INLEDNING

1. Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 441 (2009). OECD inledde en hogprioriterad verksamhet
under 1998 for att se over befintliga riktlinjer och ta fram nya riktlinjer for screening och testning av potentiellt
hormonstérande dmnen (se hdnvisning 1). En del av verksamheten var att ta fram en riktlinje for Hershbergers
bioassay pa ratta. Efter att ha i flera decennier ha anvints av likemedelsindustrin, standardiserades detta test forst
av en officiell expertkommitté 1962 som ett screeningverktyg for androgena kemikalier (se hinvisning 2). Under
2001-2007 har Hershbergers bioassay pd ratta genomgatt ett omfattande valideringsprogram med framtagningen
av ett bakgrundsgranskningsdokument (se hdnvisning 23), ssmmanstillningen av ett detaljerat metoddokument
(se hdnvisning 3), utvecklingen av en dissektionsvigledning (se hinvisning 21) och genomférandet av omfattande
studier inom och mellan laboratorier for att visa tillforlitligheten och reproducerbarheten hos bioassayen. Dessa
valideringsstudier har genomforts med en potent referensandrogen (testosteronpropionat [TP]), tvd potenta synte-
tiska androgener (trenbolonacetat och metyltestosteron), ett potent antiandrogent likemedel (flutamid), en potent
hdmmare av syntesen (finasterid) hos det naturliga androgenet (dihydrotestosteron-DHT), flera svagt antiandro-
gena bekimpningsmedel (linuron, vinklozolin, procymidon, p,p’-DDE), en potent 5a reduktashimmare (finasterid)
och tva kinda negativa kemikalier (dinitrofenol och nonylfenol) (se hinvisning 4, 5, 6, 7, 8). Denna testmetod ar
resultatet av ldng historisk erfarenhet av bioassayen och de erfarenheter som vunnits under valideringstestpro-
grammet, samt de resultat som erhillits darifran.

2. Hershbergers bioassay dr ett in vivo-korttidsscreeningtest som anvénder tillhérande vdvnader frén hanliga
konsorgan. Testet har sitt ursprung pad 1930-talet och dndrades p& 1940-talet till att omfatta androgenmottagliga
muskler i hanliga konsorgan (se hinvisning 2, 9-15). P4 1960-talet utvirderades 6ver 700 mojliga androgener
med hjilp av en standardiserad version av protokollet (se hinvisning 2, 14) och anvindningen av testet for bide
androgener och antiandrogener ansdgs vara en standardmetod pd 1960-talet (se hinvisning 2, 15). Den nuvarande
bioassayen bygger pd forindringar i vikten for fem androgenberoende vavnader hos den kastratperipubertala
hanréttan. Den utvarderar formdgan hos en kemikalie att framkalla biologiska aktiviteter som 4r forenliga med
androgena agonister, antagonister eller 5a-reduktashammare. De fem androgenberoende malvivnaderna som ingdr
i denna testmetod 4r den ventrala prostatan (VP), sidesblasor (SV) (plus vitskor och koagulerande kortlar), levator
ani-bulbocavernosusmuskler (LABC), pariga Cowpers kortlar (COW) och ollonet (GP). Hos den kastratperipube-
rtala hanrdttan svarar dessa fem vdvnader pd androgener med en 6kning i absolut vikt. Nar dessa samma vivnader
stimuleras for att oka i vikt genom administrering av en potent referensandrogen svarar dessa fem vdvnader pad
antiandrogener med en minskning av absolut vikt. Den primira modellen for Hershbergers bioassay har varit den
kirurgiskt kastrerade peripubertala hanen, som validerades i fas 1, 2 och 3 i Hershbergers valideringsprogram.

3. Hershbergers bioassay fungerar som ett mekanistiskt in vivo-screeningtest for androgena agonister, androgenanta-
gonister och 5a-reduktashimmare och dess tillimpning bor ses mot bakgrund av 'OECD:s konceptuella ram for
testning och bedémning av endokrinstérande kemikalier’ (tilligg 2). I denna konceptuella ram ingdr den uterotrofa
bioassayen i nivd 3 som ett in vivo-test som ger data om en enda endokrin mekanism, dvs. 6strogenicitet. Den dr
avsedd att ingd i en serie in vitro- och in vivo-tester for att identifiera kemikalier med potential att interagera med
det endokrina systemet, vilket slutligen leder till faro- och riskbeddmningar av ménniskors hilsa eller miljon.
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4. Pa grund av djurskyddsaspekter vad giller kastrering undersoktes om den intakta (okastrerade) stimulerade
avvanda hanen kunde vara en alternativ modell for Hershbergers bioassay for att undvika kastreringssteget. Test-
metoden med stimulerade avvanda hanar validerades (se hinvisning 24), men i valideringsstudierna verkade inte
denna version av Hershbergers bioassay konsekvent kunna uppticka effekter pd androgenberoende organvikter
fran svaga antiandrogener vid de testade doserna. Darfor har versionen med avvanda hanar inte inkluderats i den
hdr testmetoden. Eftersom dess anvindning inte bara ger djurskyddsfordelar utan ocksd kan ge information om
andra verkningssitt finns den dock beskriven i OECD:s vigledning 115 (se hinvisning 25).

INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH BEGRANSNINGAR

5. Androgena agonister och antagonister fungerar som ligander for androgenreceptorn och kan aktivera eller himma
respektive gentranskription som styrs av receptorn. Dessutom kan vissa kemikalier inhibera omvandlingen av
testosteron till den mer potenta naturliga androgenen dihydrotestosteron i vissa androgena malvivnader (5a-
reduktashdmmare). Sddana kemikalier har potentialen att leda till negativa hilsorisker, inklusive reproduktions-
och utvecklingseffekter. Diarfor finns regleringsbehovet av att snabbt bedoma och utvirdera en kemikalie som en
méjlig androgen agonist eller antagonist, eller 5a-reduktashimmare. Aven om den 4r informativ s ér affiniteten
hos en ligand for en androgen receptor mitt genom receptorbindning eller transkriptionsaktivering av reporter-
gener in vitro inte den enda faktorn for méjlig fara. Andra avgorande faktorer inkluderar metabolisk aktivering
och avaktivering vid inférandet i kroppen, kemisk distribution till malviavnader samt eliminering ur kroppen.
Detta leder till behovet att screena den mojliga aktiviteten hos kemikalien in vivo under relevanta forhéllanden och
exponeringar. In vivo-utvirdering dr mindre kritisk om kemikaliens egenskaper vad giller absorption, distribution,
metabolism och eliminering (Adme) 4r kdnda. Androgenberoende vivnader svarar med en snabb och kraftig till-
vixt vid stimulering med androgener, framfor allt i kastratperipubertala hanrattor. Gnagare, framfor allt ratta, dr
ocksd vanliga i toxicitetsstudier for riskbedomning. Darfor 4r den version av testet som anvinder den kastrerade
peripubertala rittan och de fem maélvidvnaderna i detta test lamplig f6r in vivo-screening av androgena agonister
och antagonister samt 5a-reduktashimmare.

6.  Denna testmetod baseras pa de protokoll som anvindes i OECD:s valideringsstudie vilken har visat sig vara tillfor-
litlig och repeterbar i studier inom och mellan laboratorier (se hidnvisning 4, 5, 6, 7, 8). Bide androgen- och
antiandrogenforfaranden presenteras i denna testmetod.

7. Aven om det fanns en viss variation i den dos TP som anvindes for att uppticka antiandrogener i OECD:s valider-
ingsprogram for Hershbergers bioassay i olika laboratorier (0,2 jamfort med 0,4 mg/kg/d, subkutan injektion)
fanns det liten skillnad mellan dessa tvd protokollvariationer i formagan att detektera svag eller stark antiandrogen
aktivitet. Det ar emellertid klart att dosen av TP inte bor vara alltfor hog for att blockera effekterna av svaga
androgenreceptor (AR)-antagonister eller s 1ag att de androgena vdvnaderna visar liten tillvixtrespons dven utan
antiandrogen samadministration.

8. Tillvixtresponsen for de individuella androgenberoende vivnaderna dr inte helt och hallet av androgent ursprung,
dvs. andra kemikalier dn androgena agonister kan forindra vikten hos vissa vdavnader. Dock bestyrker tillvixtres-
ponsen for flera vdvnader samtidigt en mer androgenspecifik mekanism. Exempelvis kan hoga doser av potenta
ostrogener Oka sidesbldsornas vikt, dock reagerar de andra androgenberoende vdvnaderna i testet inte pa ett
liknande sdtt. Antiandrogena kemikalier kan antingen fungera som androgenreceptorantagonister eller som
5a-reduktashimmare. 5a-reduktashimmare har en varierbar effekt, eftersom omvandlingen till mer potent dihyd-
rotestosteron varierar beroende pd vivnad. Antiandrogener som hdmmar 5a-reduktas, sdsom finasterid, har mer
uttalade effekter i den ventrala prostatan 4n i ovriga vdvnader jimfort med en potent AR-antagonist, sdsom
flutamid. Denna skillnad i vivnadsrespons kan anvindas for att skilja mellan AR-medierade och 5a-reduktasmedi-
erade verkningsmekanismer. Dessutom dr androgenreceptorn evolutiondrt besliktad med den hos andra steroid-
hormoner, och vissa andra hormoner, nir de ges i hoga suprafysiologiska doseringsnivder, kan binda och
motverka de tillvixtfraimjande effekterna av TP (se hanvisning 13). Vidare dr det ocksé troligt att 6kad steroidme-
tabolism och en étf6ljande sinkning av serumtestosteron kan minska androgenberoende vivnadstillvixt. Darfor
bor varje positivt resultat i Hershbergers bioassay normalt utvirderas med hjilp av en sammanvigd bedémning,
inklusive in vitro-tester, sdsom AR- och Ostrogenreceptor (ER)-bindningstester och motsvarande transkriptionsakti-
veringstester, eller frdn andra in vivo-tester som undersoker liknande androgena madlvivnader, sisom pubertal
hane-test, 15-dagarstest av vuxen intakt hane, eller 28-dagars- eller 90-dagarsstudie med upprepad dosering.
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9.  Erfarenheten visar att xenobiotiska androgener dr mer ovanliga dn xenobiotiska antiandrogener. Férhoppningen ar
att Hershbergers bioassay kan anvindas oftare for screeningen av antiandrogener. Forfarandet att testa for andro-
gener kan dndd rekommenderas for steroida eller steroidliknande kemikalier, eller kemikalier for vilka en indika-
tion pa eventuella androgena effekter hirror frin metoder som ingdr i nivd 1 eller 2 i den konceptuella ramen
(tilligg 2). P4 samma sdtt kan negativa effekter i samband med (anti-)androgena profiler observeras i nivd 5-tester,
vilket leder till behovet att bedoma om en kemikalie styrs av en endokrin verkningsmekanism.

10.  Alla djurbaserade forfaranden bor uppfylla lokala normer for djurvard. De beskrivningar av vard och behandling
som anges nedan dr minimala prestandakrav som kommer att ersittas av lokala foreskrifter som t.ex. Europaparla-
mentets och rddets direktiv 2010/63/EU av den 22 september 2010 om skydd av djur som anvinds for veten-
skapliga dndamal (se hinvisning 26). Ytterligare vigledning om human behandling av djur finns i OECD (se
hinvisning 17).

11.  Som i alla bioassayer som anvinder sig av forsoksdjur, bor noggranna 6verviganden goras om nédvindigheten av
att genomfora denna studie. I princip kan det finnas tvd skal till ett sddant beslut:

— Hog exponeringspotential (nivd 1 i den konceptuella ramen) eller indikationer pa (anti-)Jandrogenicitet i in
vitro-tester (nivd 2) som stoder undersokningar huruvida sidana effekter kan uppsta in vivo.

— Effekter som overensstimmer med (anti-Jandrogenicitet pa niva 4 eller 5 i in vivo-test for undersokningar av
sdrskilda verkningsmekanismer, t.ex. for att avgora om effekterna berodde pé en (anti-)Jandrogen mekanism.

12.  Definitioner som anvinds i denna testmetod finns i tillagg 1.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

13.  Hershbergers bioassay uppndr sin kinslighet genom att anvinda hanar med minimal endogen androgenproduk-
tion. Detta uppnds genom anvindning av kastrerade hanar som ges tillricklig tid efter kastreringen for att lata
maélvivnaderna ga i regress till en minimal och jimn utgéngsvikt. Vid screeningen av potentiell androgen aktivitet,
ndr det finns ldga endogena nivder av cirkulerande androgener och hypotalamus-hypofys-gonad-axeln inte kan
aterges for att kompensera via aterkopplingsmekanismer, s& maximeras vivnadernas respons och vidvnadernas
utgdngsviktsvariationer minimeras. Vid screening av potentiell antiandrogen aktivitet kan en mer enhetlig vivnads-
viktokning uppnds nir vivnaderna stimuleras av en referensandrogen. Som en foljd kraver Hershbergers bioassay
endast 6 djur per dosgrupp, medan andra tester med intakta pubertala eller vuxna hanar foreslir att man
anvinderl5 hanar per dosgrupp.

14. Kastrering av peripubertala hanrdttor bor ske pd lampligt sitt med godkidnda bedévningsmedel och aseptisk
teknik. Smartstillande medel bor administreras de ndrmaste dagarna efter operationen for att eliminera postopera-
tiva obehag. Kastrering forbdttrar testets precision ndr det giller att uppticka svaga androgener och antiandro-
gener, genom att eliminera kompensatoriska endokrina terkopplingsmekanismer som finns hos intakta djur som
kan didmpa effekterna av administrerade androgener och antiandrogener, och genom att eliminera de stora varia-
tionerna i serumtestosteronnivder mellan individer. Foljaktligen minskar kastreringen antalet djur som krévs for
att screena for dessa endokrina aktiviteter.

15.  Vid screening for potentiell androgen aktivitet, administreras testkemikalien dagligen genom oral sondmatning
eller subkutan injektion under en period av tio dagar i foljd. Testkemikalier administreras till minst tvd behand-
lingsgrupper av forsoksdjur med en dosniva per grupp. Djuren obduceras cirka 24 timmar efter sista dosen. En
statistiskt signifikant 6kning av vikter for tva eller flera mélorgan i testkemikaliegrupperna jamfort med vehikel-
kontrollgruppen, tyder pa att testkemikalien dr positiv for potentiell androgen aktivitet (se punkt 60). Androgener
som trenbolon, som inte kan 5a-reduceras har mer uttalade effekter pd LABC och GP kontra TP, men alla
vivnader bor visa okad tillvixt.

16.  Vid screening av potentiell antiandrogen aktivitet, administreras testkemikalien dagligen via oral sondmatning eller
subkutan injektion under en period av tio dagar i foljd tillsammans med dagliga TP-doser (0,2 eller 0,4 mg/kg/d)
genom subkutan injektion. Det faststdlldes i valideringsprogrammet att endera 0,2 eller 0,4 mg/kg/d av TP kan
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anvindas eftersom bdda ir effektiva vid upptdckt av antiandrogener och darfor bor man endast anvinda en dos i
testet. Graderade testkemikaliedoser administreras till minst tre behandlingsgrupper av forséksdjur, med en
dosnivd per grupp. Djuren obduceras cirka 24 timmar efter sista dosen. En statistiskt signifikant minskning av
vikterna hos tvé eller flera mélorgan i testkemikalie- plus TP-grupperna jaimfort med endast TP-kontrollgruppen,
tyder pd att testkemikalien ér positiv for potentiell antiandrogen aktivitet (se punkt 61).

BESKRIVNING AV METODEN

Val av art och stam

17.  Rattan har rutinmdssigt anvints i Hershbergers bioassay sedan 1930-talet. Det 4r biologiskt sannolikt att bade
ratta och mus visar liknande responser, men baserat pd 70 drs erfarenhet av rattmodellen ar rdttan den art som
viljs for Hershbergers bioassay. Dessutom, eftersom data fran Hershbergers bioassay kan anvindas som forbered-
else for en langtids flergenerationsstudie, mojliggor detta att djur frdn samma art, stam och ursprung anvinds for
bada studierna.

18.  Detta protokoll mojliggor for laboratorier att vilja den stam av rdtta som ska anvindas i testet, vilket i regel bor
vara den som historiskt sett anvints av det deltagande laboratoriet. Vanligen anvinda laboratorierttstammar kan
anvindas, men stammar som mognar betydligt senare dn 42 dagar bor inte anvindas, eftersom kastrering av dessa
hanar vid 42 dagars dlder kan hindra mitningar av ollonvikter, vilket endast kan goras efter det att forhuden sepa-
rerats fran penisskaftet. Darfor bor stammar som hérror fran Fisher 344-rdttan inte anvindas, utom i sillsynta fall.
Fisher 344-rdttan utvecklas sexuellt vid en annan tidpunkt jamfort med andra oftare anvinda stammar sdsom
Sprague Dawley- eller Wistar-stammar (se hanvisning 16). Om en sddan stam ska anvindas bor laboratoriet kast-
rera dem vid en ndgot hogre dlder och kunna pévisa kinsligheten hos den stam som anvinds. Laboratoriet bor
tydligt ange motiveringen for valet av rattstam. Nar screeningtestet dr inledningen till en upprepad oralstudie, en
reproduktions- och utvecklingsstudie eller en ldngtidsstudie ska helst djur frin samma stam och ursprung
anvindas till alla studierna.

Inhysnings- och utfodringsforhillanden

19.  Alla forfaranden bor overensstimma med samtliga lokala normer for laboratoriedjurvdrd. Dessa beskrivningar av
vard och behandling dr minimikrav och kommer att ersittas av mer stringenta lokala foreskrifter som t.ex. Euro-
paparlamentets och rddets direktiv 2010/63/EU av den 22 september 2010 om skydd av djur som anvinds for
vetenskapliga dndamal (se hanvisning 26). Temperaturen i djurutrymmet bor vara 22 °C (med ett ungefarligt inter-
vall pd £ 3 °C). Den relativa fuktigheten bor vara minst 30 % och bor helst inte dverstiga 70 %, utom nir rummet
reng6rs. Malet bor vara relativ luftfuktighet pd 50-60 %. Artificiell belysning bor anvindas. Den dagliga belys-
ningssekvensen bor vara 12 timmar ljus, 12 timmar morker.

20.  Gruppinhysning ar att foredra framf6r isolering, pa grund av djurens laga dlder och det faktum att rattor r sociala
djur. Genom inhysning av tva eller tre djur per bur undviks tringsel och atfoljande stress som kan stora den
hormonella kontrollen av utvecklingen av de tillhérande konsvavnaderna. Burarna bor rengéras noggrant for att
avldgsna eventuella fororeningar, och placeras pd ett sddant sitt att eventuell paverkan pd grund av placeringen
minimeras. Burar av lamplig storlek (~ 2 000 kvadratcentimeter) forhindrar overbelidggning.

21.  Varje djur ska identifieras individuellt (t.ex. dronmarkning eller etikett) med en human metod. Identifieringsme-
toden bor registreras.

22.  Djuren ska ha fri tillgdng till laboratoriefoder och dricksvatten. Laboratorier som utfor Hershbergers bioassay bor
anvinda det laboratoriefoder som normalt anvinds i deras kemikalietestningsarbete. I valideringsstudierna for
bioassayen observerades inga effekter eller variationer som kan hinforas till fodret. Det foder som anvinds regi-
streras, och ett prov av laboratoriefodret bor behdllas for framtida analys.

Prestandakriterier f6r androgenberoende organvikter

23.  Under valideringsstudien fanns inga bevis for att en minskning av kroppsvikten paverkade 6kningar eller minsk-
ningar av tillvixten av vavnadsvikter hos mélvivnaderna (dvs. detta bor vigas in i denna studie).
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24. Bland de olika rittstammar som framgangsrikt anvints i valideringsprogrammet, dr de androgenberoende organ-
vikterna storre hos de tyngre rdttstammarna 4n hos de ldttare stammarna. Dérfor inkluderar inte prestandakriteri-
erna for Hershbergers bioassay absoluta forvantade organvikter for positiva och negativa kontroller.

25.  Eftersom variationskoefficienten for en vdvnad har ett omvint forhéllande till statistisk styrka, dr prestationskrite-
rierna for Hershbergers bioassay baserat pd maximala CV-virden for varje vavnad (tabell 1). Variationskoefficien-
terna harror frdn OECD:s valideringsstudier. Vid negativa resultat bor laboratorierna granska variationskoefficien-
terna fran kontrollgruppen och hogdosbehandlingsgruppen for att avgoéra om de maximala prestandakriterierna
for variationskoefficienten har overskridits.

26.  Studien bor upprepas om 1) tre eller fler av tio majliga individuella variationskoefficienter i kontroll- och hogdos-
behandlingsgrupperna overstiger det maximum som utsetts for agonist- och antagoniststudier i tabell 1 och 2)
minst tvd malvdvnader var marginellt obetydliga, dvs. r-virden mellan 0,05 och 0,10.

Tabell 1

Hogsta tillitna variationskoefficienter som faststillts for méilkonets tillhérande vivnader i kastratmo-
dellen i OECD:s valideringsstudier ().

Vivnad Antiandrogena effekter Androgena effekter
Sadesblasor 40 % 40 %
Ventral prostata 40 % 45 %
LABC 20 % 30 %
Cowpers kortlar 35 % 55 %
Ollon 17 % 22 %

FORFARANDE

Regelefterlevnad och laboratoriekontroll

27.  Till skillnad fran den uterotrofa assayen (kapitel B.54 i denna bilaga) 4r en demonstration av laboratoriets kompe-
tens innan studien péborjas inte nodvindig for Hershbergers bioassay eftersom jamsides behandlade positiva
(testosteronpropionat och flutamid) och negativa kontroller kors som en integrerad del av testet.

Djurens antal och tillstind

28.  Varje behandlad grupp och kontrollgrupp bor bestd av minst 6 djur. Detta giller bdde det androgena och det
antiandrogena protokollet.

Kastrering

29.  Efter mottagandet av djuren bor de fa en inledande acklimatiseringsperiod pa flera dagar sd att man ser att de 4r
friska och trivs. Eftersom djur som kastreras fore 42 dagars alder eller postnatal dag (PND) 42 kanske inte
uppvisar preputial separation, sd bor djuren kastreras pd PND 42 eller senare, inte tidigare. Djuren kastreras under
bed6vning genom att ett snitt gors i pungen, och béde testiklarna och bitestiklarna avligsnas med underbindning
av blodkarl och sddesledare. Efter att det bekriftats att ingen blodning uppstdtt bor pungen tillslutas med sutur
eller autoclips. Djuren bor behandlas med smirtstillande medel under de narmaste dagarna efter operationen for
att lindra eventuella postoperativa obehag. Om kastrerade djur kops frén en djurleverantor sd bor djurens alder
och kénsmognad garanteras av leverantéren.

(") Variationskoefficientens troskelvirde for en given vdvnad identifierades frn en kurva over variationskoefficientvarden — ordnade frén
minsta sekventiella till storsta — for alla medelvarden frén alla experiment under valideringsperioden med anvindning av en specifik
modell (agonist eller antagonist). Variationskoefficientens troskelvirde avldstes fran den punkt vid vilken stegen mellan de nist
hogsta variationskoefficienterna i serien dr dramatiskt storre dn de fi foregdende variationskoefficienterna — "brytpunkten’. Det bor
noteras att 4ven om denna analys identifierade relativt pélitliga ‘brytpunkter’ for antagonistmodellen av testet, visade variationskoeffi-
cientkurvorna i agonisttestet en mer likformig 6kning vilket gor identifieringen av ett troskelvirde for variationskoefficienten med
denna metod ndgot godtycklig.
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Acklimatisering efter kastreringen

30. Djuren bor fortsitta sin acklimatisering till laboratoriemiljon for att lata mélvavnadsvikterna ga i regress under
minst sju dagar efter kastreringen. Djuren bor observeras dagligen, och alla djur som visar tecken pé sjukdom eller
fysiska avvikelser bor tas bort. Sdledes kan behandling med dosering (studie) pdborjas sé tidigt som PND 49, dock
inte senare 4n PND 60. Alder vid obduktionen bor inte vara hogre dn PND 70. Denna flexibilitet gor det mojligt
for ett laboratorium att effektivt schemaldgga det experimentella arbetet.

Kroppsvikt och grupprandomisering

31.  Skillnader i individuella kroppsvikter 4r en killa till variabilitet i vdvnadsvikterna bade inom och mellan grupper
av djur. Okande vivnadsviktsvariabilitet resulterar i en dkad variationskoefficient (CV) och minskar den statistiska
styrkan i testet (ibland kallad testkénslighet). Dérfor bor variationer i kroppsvikt kontrolleras bade experimentellt
och statistiskt.

32.  Experimentell kontroll innebdr sma variationer i kroppsvikt inom och mellan studiegrupperna. For det forsta bor
ovanligt smé eller stora djur undvikas och inte placeras ut i studiekohorten. Vid studieinledningen bor vikeskill-
naden mellan djuren som anvinds inte overstiga + 20 % av medelvikten (t.ex. 175 g + 35 g for kastrerade peripu-
bertala rittor). For det andra bor djuren anvisas till grupper (bdde kontroll- och behandlingsgrupper) genom
slumpmissig viktfordelning, sé att medelvirdet for kroppsvikten i varje grupp inte statistiskt skiljer sig frdn andra
grupper. Det forfarande som anvinds for blockrandomisering bor registreras.

33.  Eftersom toxicitet kan minska kroppsvikten hos de behandlade grupperna jimfort med kontrollgruppen kan
kroppsvikten pd den forsta dagen for testkemikalieadministration anvindas som den statistiska kovariaten, och
inte kroppsvikten vid obduktion.

Dosering

34.  For att faststilla huruvida en testkemikalie kan ha androgen verkan in vivo, ricker det oftast med tvd dosgrupper
av testkemikalien plus positiv kontroll och vehikelkontroll (negativ) (se punkt 43). Denna utformning ar darfor att
foredra av djurskyddsskdl. Om syftet ar att antingen erhdlla en dos-responskurva eller att extrapolera till lagre
doser, behovs minst 3 dosgrupper. Om information utdver identifiering av androgen aktivitet (t.ex. en uppskatt-
ning av potens) krdvs, bor ett annat doseringsschema 6vervigas. For att testa for antiandrogener ges testkemikalien
tillsammans med en referensandrogenagonist. Minst 3 testgrupper bor anvindas med olika doser av testkemika-
lien, samt en positiv och en negativ kontroll (se punkt 44). Med undantag av behandlingen med testkemikalien
bor djuren i kontrollgruppen hanteras pa exakt samma sitt som testgruppen. Om en vehikel anvinds for att till-
fora testkemikalien bor kontrollgruppen tillforas vehikeln i den storsta volym som anvinds for testgruppen.

35.  Alla dosnivéer bor viljas med hinsyn till eventuella toxicitetsdata och (toxiko-)kinetiska data som finns tillgdngliga
om testkemikalien eller nirbesldktade Zmnen. Den hogsta dosnivan bor forst ta hinsyn till LD, och/eller informa-
tion som akut giftighet for att undvika dodsfall, svir smérta och lidande hos djuren (se hdnvisning 17, 18, 19,
20), och for det andra ta hansyn till tillgdnglig information om de doser som anvints i subkroniska och kroniska
studier. I allminhet bor hogsta den dosen inte orsaka en minskning av den slutliga kroppsvikten hos djuren som
ar storre dn 10 % av kontrollvikten. Den hogsta dosen bor antingen vara 1) den hogsta dos som garanterar
djurens 6verlevnad utan signifikant toxicitet eller lidande for djuren efter tio dagar i f6ljd med administrering upp
till en maximal dos pd 1 000 mg/kg/dag (se punkt 36) eller 2) en dosinducerande (anti-)Jandrogen effekt, beroende
pa vilken som dr ldgre. Vid en screening ir stora mellanrum, t.ex. en halv log-enhet (motsvarande en dosprogres-
sion av 3,2) eller till och med en log-enhet mellan doseringarna acceptabla. Om det inte finns ndgra limpliga data
tillgdngliga, kan en dosfinnande studie (se punkt 37) genomforas som hjilp for att bestimma vilka doser som ska
anvandas.

Dosnivagrins

36. Om ett test vid dosgrinsen 1 000 mg/kg kroppsvikt/dag och en ldgre dos, med hjilp av de forfaranden som
beskrivs for denna studie, inte leder till en statistiskt signifikant férandring av reproduktionsorganens vikter, anses
ytterligare dosnivder vara onddiga. Dosgrinsen tillimpas utom nir human exponering anger att en hogre dosniva
ska anvindas.
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Overviganden for dosfinnande studie

37.  Vid behov kan en preliminir dosfinnande studie genomforas med ndgra fd djur for val av limpliga dosgrupper
(med hjilp av metoder for testning av akut toxicitet [kapitel B.1a, B.1b i denna bilaga (se hdnvisning 27), OECD
TG 425 (se hinvisning 19)]). Mélet for Hershbergers bioassay ér att vilja doser som garanterar djurens 6verlevnad
och som inte innebdr signifikant toxicitet eller lidande for djuren efter tio dagar i foljd med administrering av
kemikalien upp till en grinsdos pd 1 000 mg/kg/dag som angetts i punkterna 35 och 36. For detta dndamal kan
man anvinda OECD:s vigledning (se hdnvisning 17) som definierar kliniska tecken som tyder pa toxicitet eller
lidande for djuren. Om det 4r mojligt inom denna dosfinnande studie kan, efter tio dagars tillférsel, malorganen
skdras ut och vigas ca 24 timmar efter att sista dosen getts. Dessa data kan sedan anvindas som hjilp vid valet av
doser i huvudstudien.

Referenskemikalier och vehikel

38.  Referensandrogenagonist bor vara testosteronpropionat (TP), CAS-nr 57-82-5. TP-referensdosen kan antingen vara
0,2 mglkg kroppsvikt/d eller 0,4 mg/kg kroppsvikt/d. Referensandrogenantagonist bor vara flutamid (FT),
CAS-nr 1311-84-7. FT-referensdosen bor vara 3 mg/kg kroppsvikt/d och bor ges tillsammans med TP-referens-
dosen.

39. Det rekommenderas att i forsta hand overvidga att anvinda en vattenbaserad losning[suspension, om det ar
mojligt. Men eftersom manga androgenligander eller deras metaboliska prekursorer tenderar att vara hydrofoba,
ar den vanligaste metoden att anvdnda en 16sning/suspension i olja (t.ex. majs-, jordnots-, sesam- eller olivolja).
Testkemikalier kan 16sas upp i en minimal mingd av 95 % etanol eller annat lampligt 16sningsmedel och spadas
ut till slutliga koncentrationer i testvehikeln. De toxiska egenskaperna hos losningsmedlet bor vara kdnda, och bor
testas med endast losningsmedel i en separat kontrollgrupp. Om testkemikalien bedoms vara stabil, kan forsiktig
uppvarmning och kraftig mekanisk paverkan anvindas for att hjilpa till att 16sa upp testkemikalien. Testkemika-
liens stabilitet i vehikeln bor bestimmas. Om testkemikalien 4r stabil under hela studien, s kan en startalikvot av
testkemikalien beredas, och de angivna doseringsutspadningarna noggrant beredas dagligen for att undvika konta-
minering och nedbrytning av proverna.

Tillférsel av doser

40. TP ska tillforas genom subkutan injektion och FT genom oral sondmatning.

41.  Testkemikalien tillfors via sondmatning eller subkutan injektion. Djurskyddsaspekter och testkemikalien fysikalisk-
kemiska egenskaper mdste beaktas vid val av administreringsvdg. Dessutom madste toxikologiska aspekter, som
relevans till minsklig exponeringsvidg av kemikalien (t.ex. oral sondmatning till modellfortiring, subkutan injek-
tion till inandningsmodell eller dermal adsorption) och befintlig toxikologisk information och data om metabo-
lism och kinetik (t.ex. behovet av att undvika forsta passage-metabolism, bittre effektivitet via en bestdimd vig)
beaktas innan omfattande, langvariga tester pdborjas om positiva resultat erhélls genom injektion.

42.  Dijuren bor doseras pd samma sitt och tidssekvens under tio dagar i foljd med ca 24 timmars mellanrum. Doser-
ingsnivin bor justeras dagligen pd basis av samtidiga dagliga mdtningar av kroppsvikt. Dosvolymen och
tidpunkten da den tillfors bor registreras varje exponeringsdag. Forsiktighet bor iakttas sé att inte den maximala
dosen overskrids sdsom beskrivs i punkt 35 for att mojliggéra en meningsfull tolkning av data. Minskning av
kroppsvikt, kliniska tecken och andra fynd bér noggrant utvirderas i detta avseende. Vid oral sondmatning bor en
magsond eller en lamplig intubationskanyl anvindas. Den storsta méngd vitska som kan administreras vid ett till-
fille beror pé forsoksdjurets storlek. Lokala djurvérdsriktlinjer bor foljas, men volymen bor inte Gverstiga 5 ml/kg
kroppsvikt, utom i friga om vattenlosningar dir 10 ml/kg kroppsvikt fir anvindas. Vid subkutana injektioner bor
doserna administreras till dorsoscapular- och/eller lumbarregionen via steril ndl (t.ex. med grovleken 23 eller 25)
och en tuberkulinspruta. Rakning av injektionsstillet dr valfritt. Eventuella forluster, lickage vid injektionsstallet
eller ofullstindig dosering ska registreras. Den totala volymen injicerad per ritta per dag bor inte overstiga
0,5 ml/kg kroppsvikt.
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Sirskilda forfaranden for androgena agonister

43, For testet for androgena agonister 4r vehikeln den negativa kontrollen och den TP-behandlade gruppen den posi-
tiva kontrollen. Biologisk aktivitet i overensstimmelse med androgena agonister testas genom administration av
en testkemikalie till behandlingsgrupper vid de valda doserna under 10 dagar i foljd. Vikterna for de fem tillho-
rande konsvivnaderna frdn testkemikaliegrupperna jimfors med vehikelgruppen for statistiskt signifikanta
okningar av vikterna.

Sidrskilda forfaranden for androgena antagonister och 5a-reduktashimmare

44, Vid testet for androgena antagonister och 5a-reduktashdmmare, dr den TP-behandlade gruppen den negativa
kontrollen, och gruppen som samtidigt tillférs TP- och FT-referensdoser den positiva kontrollen. Biologisk aktivitet
i overensstimmelse med androgena antagonister och 5a-reduktashimmare testas genom tillforsel av en TP-refe-
rensdos samt tillforsel av testkemikalien under tio dagar i foljd. Vikterna hos de fem tillhorande konsvivnaderna
fran TP samt testkemikaliegrupperna jaimfors med TP-referensgruppen (endast TP) avseende statistiskt signifikanta
minskningar av vikterna.

OBSERVATIONER

Kliniska observationer

45.  Allmédnna kliniska observationer bor goras minst en géng per dag och oftare nir tecken pa toxicitet observeras.
Observationerna bor foretridesvis utforas vid samma tidpunkt varje dag och med hinsyn till forvintade toppef-
fekter efter doseringen. Alla djur bor observeras avseende dodlighet, sjuklighet och allmidnna kliniska tecken
sasom forandringar i beteende, hud, pils, 6gon, slemhinnor, férekomst av sekret och utsondringar samt autonom
aktivitet (t.ex. tarflode, piloerektion, pupillstorlek, ovanligt andningsmonster).

46.  Alla djur som hittas doda ska avldgsnas och bortskaffas utan ytterligare dataanalys. All dodlighet hos djuren fore
obduktionen bor ingd i studieresultatet tillsammans med eventuella orsaker till dodligheten. Eventuella doende
djur bor avlivas pa ett humant sitt. Eventuella doende och sedan avlivade djur bor ingd i studieresultatet med
uppenbara orsaker till sjukligheten.

Kroppsvikt och foderkonsumtion

47.  Alla djur bor vigas dagligen med en noggrannhet pa 0,1 g, med borjan strax fore starten av behandlingen, dvs.
ndr djuren fordelas i grupper. Som en valfri matning, kan méangden foder som konsumeras under behandlingspe-
rioden madtas per bur genom vigning av fodertragen. Foderkonsumtionsresultaten bor uttryckas i gram per rétta
per dag.

Dissekering och mitning av vivnads- och organvikter

48.  Cirka 24 timmar efter den sista administreringen av testkemikalien bor rttorna avlivas och tommas pa blod enligt
de normala forfarandena pd laboratoriet och obduktion utféras. Metoden fér human avlivning bor registreras i
laboratorierapporten.

49.  Helst ska obduktionsordningen randomiseras mellan grupperna for att undvika progression direkt upp eller ner i
dosgrupperna vilket kan péaverka data. Alla fynd vid obduktionen, dvs. patologiska fordndringar/synliga skador,
bor noteras och rapporteras.

50. De fem androgenberoende vivnaderna (VP, SV, LABC, COW, GP) ska vigas. Dessa vdvnader bor skiras ut,
noggrant putsas fran overflodig angransande vivnad och fett, och deras farska (ofixerade) vikter bestimmas. Varje
vivnad bor hanteras med sirskild omsorg for att undvika forlust av vitska och undvika uttorkning, vilket kan
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medfora visentliga fel och variabilitet genom att minska de registrerade vikterna. Flera av vivnaderna kan vara
mycket sma eller svdra att dissekera, och detta kommer att medfora variabilitet. Darfor ar det viktigt att personer
som utfor dissektion av tillhorande konsvdvnader dr bekanta med standarddissektionsforfaranden for dessa
vivnader. En handbok med standardférfaranden for genomférande (standard operation procedure, SOP) av dissektion
finns tillganglig frin OECD (se hinvisning 21). Noggrann utbildning enligt SOP-vigledningen minimerar en poten-
tiell killa till variation i studien. Helst bor samma person ansvara for dissektion av en given vavnad for att elimi-
nera skillnader i vdvnadsbehandling mellan olika personer. Om detta inte dr mojligt bor obduktionen utformas sa
att varje person dissekerar en viss vdvnad frin alla behandlingsgrupper, i stillet for att en person dissekerar alla
vivnader frén en kontrollgrupp medan ndgon annan ar ansvarig for de behandlade grupperna. Varje tillhorande
konsvivnad bor vigas utan torkning med en noggrannhet pd 0,1 mg, och vikten registreras for varje djur.

51.  Flera av vdvnaderna kan vara mycket sma eller svira att dissekera, och detta kommer att medfora variabilitet. Tidi-
gare arbete har indikerat ett intervall for variationskoefficienter som forefaller skilja sig beroende pa laboratoriets
skicklighet. I ndgra fd fall har stora skillnader i de absoluta vikterna av vivnader sisom VP och COW observerats
inom ett visst laboratorium.

52.  Lever-, parvisa njur- och parvisa adrenalvikter 4r valfria métt. Aterigen bor vivnaderna putsas fran tillhorande
bindvédvshinnor och fett. Levern bor vigas och registreras med en noggrannhet pd 0,1 g och de pariga njurarna
och pariga binjurarna ska vdgas och registreras med en noggrannhet pa 0,1 mg. Levern, njurarna och binjurarna
paverkas inte bara av androgener, utan dr ocksd anvindbara mitare pa systemisk toxicitet.

53.  Mitning av serumluteiniserande hormon (LH), follikelstimulerande hormon (FSH) och testosteron (T) édr valfritt.
T-serumnivderna dr anvindbara for att avgora om testkemikalien orsakar levermetabolism av testosteron och
sinker serumnivderna. Utan T-data kan en sidan effekt verka vara en antiandrogen mekanism. LH-nivder ger
information om formégan hos en antiandrogen att inte bara minska organvikterna, utan ocksd paverka hypota-
lamus-hypofys-funktionen, vilket i langtidsstudier kan orsaka testikeltumoérer. FSH ér ett viktigt hormon for sper-
matogenes. Serum T4 och T3 dr ocksd valfria matt som kan ge anvidndbar kompletterande information om
formdgan att stora skoldkortelhormonbalansen. Om hormonmitningar ska goéras bor rittorna beddvas fore
obduktionen och blod tas frdn hjirtat, och narkosmetoden viljas med omsorg sd att den inte paverkar hormon-
mitningen. Framstillningsmetoden for serumet, kéllan till radioimmunanalys eller andra métningsutrustningar,
analysmetoder och resultat bor registreras. LH-nivder ska rapporteras som ng per ml serum, och T bor ockséd
redovisas som ng per ml serum.

54.  Dissektionen av vdvnaderna beskrivs enligt f6ljande med en utforlig dissektionsvigledning med bilder som publi-
ceras som kompletterande material som en del av valideringsprogrammet (se hinvisning 21). En dissektionsvideo
finns ocksa tillginglig frdn webbsidan f6r Korea Food and Drug Administration (se hinvisning 22).

— Med den ventrala ytan pé djuret uppdt, faststdll om forhuden péd penis har separerats frn ollonet. Om sd ar
fallet, dra tillbaka férhuden och avligsna ollonet, vig (med en noggrannhet pa 0,1 mg) och notera vikten.

— Oppna bukens hud och vigg s4 att de inre organen exponeras. Om de valfria organen végs, ta bort och vig
levern med en noggrannhet pd 0,1 g, ta bort mage och tarmar, ta bort och vig de pariga njurarna och pariga
binjurarna med en noggrannhet pd 0,1 mg. Denna dissektion exponerar bldsan och paborjar dissektionen av
de hanliga tillhorande mélvdvnaderna.

— For att dissekera VP, separera bldsan fran det ventrala muskellagret genom att skdra bindvivnaden lings mitt-
linjen. Forskjut bldsan anteriort mot sidesblasorna (SV), sd att vinster och hoger lob pd den ventrala prostatan
visas (tickt med ett lager av fett). Ta forsiktigt bort fettet fran hoger och vinster lob pd den ventrala prostatan.
Forskjut forsiktigt den ventrala prostatans hogra lob frén urinréret och dissekera loben fran urinroret. Fortsatt
halla den ventrala prostatans hogra lob, forskjut forsiktigt den ventrala prostatans vinstra lob fran urinréret
och dissekera sedan, vdg med en noggrannhet pd 0,1 mg och notera vikten.

— For att dissekera SVCG, forskjut bldsan kaudalt, exponera sidesledaren och sidesblasornas hdgra och vinstra
lob samt koagulerande kortlar (SVCG). Forhindra lickage av vitska genom att spdnna fast en hemostat vid
basen av SVCG dar sddesledaren ansluter sig till urinroret. Dissekera forsiktigt SVCG, och med hemostaten pé
plats putsa bort fett och nérliggande organ, placera i ett tarerat vikttrdg, ta bort hemostaten och vig med en
noggrannhet pd 0,1 mg och registrera vikten.
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— For att dissekera levator ani samt bulbocavernosusmuskler (LABC), exponeras musklerna och penisbasen.
LA-musklerna ir lindade runt tjocktarmen, medan de frimre LA- och BC-musklerna ir fistade vid penislo-
karna. Huden och nirliggande organ frin den perianala regionen som stricker sig frdn basen pd penis till
fraimre delen av anus tas bort. BC-musklerna dissekeras gradvis fran penisbulberna och -vdvnaderna. Grov-
tarmen skirs i tvd delar och hela LABC kan dissekeras och tas bort. LABC bor putsas frén fett och nirliggande
organ, vigas med en noggrannhet pd 0,1 mg, och vikten ska registreras.

— Efter att LABC tagits bort, dr de runda Cowpers kortlar (COW) synliga vid basen av, och ndgot dorsal till,
penisbulberna. Noggrann dissekering krdvs for att undvika snitt i den tunna kapseln och forhindra vitske-
lackage. Vig COW parvis med en noggrannhet pd 0,1 mg, och registrera vikten.

— Dessutom, om vitska forloras genom ndgon kortel under obduktion och dissektion bor detta registreras.

55.  Om utvirderingen av varje kemikalie kriver obduktion av fler djur 4n vad som &r rimligt under en enda dag, kan
studiens start delas upp pd tvd pd varandra foljande dagar, sé att obduktionen och arbetet fordelas pa tvd dagar.
Om de fordelas pa detta sitt bor hilften av djuren per behandlingsgrupp anvindas per dag.

56. Kropparna ska omhindertas pa lampligt sitt efter obduktionen.

RAPPORTERING

Data

57.  Data bor rapporteras individuellt (dvs. kroppsvikt, tillhorande konsvivnaders vikter, valfria métningar samt andra
responser och observationer) for varje grupp av djur (medelvirden och standardavvikelser berdknas for alla gjorda
mitningar). Data bor sammanfattas i tabellform. Data ska visa antalet djur vid testets borjan, antal djur som hittats
doda under testet eller som visat tecken pd toxicitet, en beskrivning av de tecken pd toxicitet som observerats,
inklusive tidpunkt for forsta tecken, varaktighet och omfattning.

58.  En slutrapport bor innehélla:

Testanldggning

— Namn pa anldggning, adress.
— Forsoksledaren och annan personal samt deras studieansvar.

— Respektive datum da studien borjade och slutade, dvs. den forsta dagen testkemikalien administrerades och
den sista obduktionsdagen.

Testkemikalie

— Kalla, parti-/batchnummer, identitet, renhet, leverantérens fullstindiga adress och karakterisering av testkemi-
kalien.

— Fysikalisk form och, nir sé dr tillimpligt, fysikalisk-kemikaliska egenskaper.
— Forvaringsforhdllanden samt metod och frekvens for framstillning av utspadningar.
— Eventuella stabilitetsdata som genererats.

— Eventuella analyser av doseringslosningar/-suspensioner.

Vehikel

— Karakterisering av vehikeln (identitet, leverantor och parti-#).

— Motivering f6r val av vehikel (om annan 4n vatten).

Forsoksdjur och djurhdllningsforfaranden

— Art/stam som anvinds samt motivering av val.
— Ursprung eller leverantor av djuren, inklusive fullstindig adress.

— Forsoksdjurens antal och dlder.
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— Inhysningsforhallanden (temperatur, belysning osv.).
— Foder (namn, typ, leverantor, partinummer, innehdll och, om det ir ként, fytodstrogennivéer).
— Stro (namn, typ, leverant6r, innehéll).

— Burforhallanden och antalet djur per bur.

Testbetingelser

— Alder vid kastrering och acklimatiseringens varaktighet efter kastrering.
— De enskilda djurens vikt vid studiens borjan (med en noggrannhet pa 0,1 g).

— Randomiseringsprocess och en dokumentation av anvisning till vehikel-, referens-, testkemikaliegrupper och
burar.

— Medelvirde och standardavvikelse for kroppsvikterna hos varje grupp varje vagningsdag under hela studien.
— Motivering f6r valet av dos.

— Administrering av testkemikalien samt motivering for valet av exponeringsvag.

— For test av antiandrogenicitet: TP-behandling (dos och volym).

— Testkemikaliebehandling (dos och volym).

— Tidpunkt for dosering.

— Obduktionsforfaranden, inklusive blodtomningssitt och eventuell narkos.

— Vid serumanalyser bor uppgifter om metoden ldmnas. Om till exempel RIA anvinds, ska RIA-forfarandet,
RIA-satsernas ursprung, satsernas forfallodatum, forfarandet for scintillationsrikningen och standardiseringen
rapporteras.

Resultat

— Dagliga observationer av varje djur under dosering, inklusive:

— Kroppsvikter (med en noggrannhet pa 0,1 g).

— Kliniska tecken (om négra).

— Eventuella mitningar eller noteringar gillande fodointag.

— Obduktionsobservationer av varje djur, inklusive:

— Datum for obduktion.

— Djurbehandlingsgrupp.

— Djur-ID.

— Prosektor.

— Tid pa dagen dé obduktion och dissektion utfors.

— Djurens élder.

— Slutlig kroppsvikt vid obduktionen, notera eventuell statistisk signifikant 6kning eller minskning.
— Arbetsordning for djurens blodtémning och dissektion vid obduktionen.

— Vikter hos de fem androgenberoende mélvivnaderna:

— Ventral prostata (med en noggrannhet pd 0,1 mg).

— Sédesblasor samt koagulerande kortlar, inklusive vétska (parvis, med en noggrannhet pa 0,1 mg).
— Levator ani samt bulbocavernosus muskelkomplex (med en noggrannhet pd 0,1 mg).

— Cowpers kortlar (farsk vikt — parvis, med en noggrannhet pa 0,1 mg).

— Ollon (farsk vikt med en noggrannhet pa 0,1 mg).
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— Vikter pd valfria vivnader, om de utfors:
— Lever (med en noggrannhet pa 0,1 g).
— Njure (parvis, med en noggrannhet pd 0,1 mg).
— Binjure (parvis, med en noggrannhet pd 0,1 mg).
— Allminna synpunkter och kommentarer.
— Analyser av serumhormoner, om de utfors.
— LH-Serum (tillval — ng per ml serum), och
— T-Serum T (tillval — ng per ml serum).

— Allménna synpunkter och kommentarer.

Sammanstdllning av data

Data bor sammanstillas i tabellform och innehélla urvalsstorlek for varje grupp, genomsnittliga virden, och stan-
dardfel for medelvardet eller standardavvikelsen. Tabeller bor innehalla obduktionskroppsvikter, kroppsviktfo-
randringar frén borjan av doseringen fram till obduktionen, vikter for accessoriska konsvivnader och eventuella
vikter for valfria organ.

Diskussion av resultaten

Analys av resultaten

59.  Kropps- och organvikter vid obduktionen bor analyseras statistiskt avseende egenskaper sisom homogen varians,
med ldampliga dataomvandlingar vid behov. Behandlingsgrupperna bor jimforas med en kontrollgrupp med
anvandning av tekniker sisom ANOVA foljt av parvisa jamforelser (t.ex. Dunnetts asymmetriska test) och kriteriet
for statistisk skillnad, till exempel p < 0,05. De grupper som uppndr statistisk signifikans bor identifieras. Dock
bor ‘'relativa organ’-vikter undvikas pa grund av de ogiltiga statistiska antaganden som ligger bakom denna data-
manipulation.

60.  For androgena agonister ska kontrollen vara testgruppen for endast vehikel. Verkningsmekanismen hos en testke-
mikalie kan leda till olika relativa responser bland vdvnaderna, t.ex. trenbolon, vilken inte kan 5-alfa-reduceras,
och som har mer uttalade effekter pd LABC och GP dn vad TP har. En statistiskt signifikant okning (p < 0,05) av
tvé eller fler av de fem androgenberoende mélvivnadsvikterna (VP, LABC, GP, CG och SVCG) bor betraktas som
ett positivt androgenagonistresultat, och alla mélvdvnader bor visa en viss grad av okad tillvixt. Kombinerad
utvirdering av vdvnadsresponser hos samtliga accessoriska konsorgans (ASO) kan uppnés med hjilp av en lamplig
multivariat dataanalys. Detta skulle kunna forbittra analysen, speciellt i de fall dir endast en enda vivnad ger ett
statistiskt signifikant svar.

61. For androgen antagonism bor kontrollen vara referensandrogentestgruppen (endast testosteronpropionat). Verk-
ningssittet hos en testkemikalie kan leda till olika relativa responser bland vivnaderna, t.ex. 5 a-reduktashimmare,
sdsom finasterid, har mer uttalade effekter pa den ventrala prostatan 4n andra vdvnader jamfort med potenta
AR-antagonister, sdsom flutamid. En statistiskt signifikant minskning (p < 0,05) i tvé eller flera av de fem andro-
genberoende mélvivnadsvikterna (VP, LABC, GP, CG och SVCG) i forhallande till enbart TP-behandling bor
betraktas som ett positivt androgenantagonistresultat, och samtliga mélvivnader bor visa en viss grad av minskad
tillvaxt. Kombinerad utvirdering av samtliga ASO-vdvnadsresponser kan uppnds med hjilp av en lamplig multiva-
riat dataanalys. Detta skulle kunna forbéttra analysen, speciellt i de fall ddr endast en enda vdvnad ger ett statistiskt
signifikant svar.

62. Data bor sammanstillas i tabellform och innehdlla medelvirde, standardfel for medelvirdet (standardavvikelse
skulle ocksd kunna accepteras) och urvalsstorlek for varje grupp. Individuella datatabeller bor ocksé ingd. De
enskilda virdena, medelvirde, SE (SD) och CV-vdrden for kontrolldata bor undersokas, for att avgora om de
uppfyller acceptabla kriterier for 6verensstimmelse med forvintade historiska vdrden. For variationskoefficienter,
som overstiger CV-virden som anges i tabell 1 (se punkterna 25 och 26) for varje organvikt, bér man faststilla
om det finns fel i dataregistreringen eller posten, eller om laboratoriet dnnu inte beharskar en korrekt dissektion
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av androgenberoende vivnader, och om ytterligare utbildning/praktik dr motiverad. I allmanhet ér variationskoef-
ficienter (standardavvikelsen dividerad med medelvirdet for organvikten) repeterbara frin laboratorium till labora-
torium och studie till studie. Data som presenteras bor minst omfatta: ventrala prostatan, sidesbldsor, levator ani
samt bulbocavernosus, Cowpers kortlar, ollon, lever, samt kroppsvikter och kroppsviktsforindringar frdn borjan
av doseringen fram till obduktionen. Data kan dven presenteras efter kovariansjustering av kroppsvikt, men bor
inte ersitta presentation av ¢j justerad data. Och om preputial separation (PPS) inte férekommer i ndgon av grup-
perna, bor forekomsten av PPS registreras och jimforas statistiskt med kontrollgruppen med hjilp av Fishers
exakta test.

63.  Vid kontroll av datorns dataposter med de ursprungliga databladen avseende noggrannhet, bor organviktsvirden
som inte dr biologiskt rimliga eller varierar med mer 4n tre standardavvikelser fran behandlingsgruppen medel-
virden, granskas noga och kan behova uteslutas eftersom de sannolikt beror pé registreringsfel.

64. Jamforelse av studieresultaten med OECD:s CV-virden (i tabell 1) dr ofta ett viktigt steg i tolkningen betriffande
valideringen av studieresultaten. Historiska data for vehikelkontrollgrupperna bor bevaras i laboratoriet. Historiska
data for responser pa positiva referenskemikalier, sisom TP och FT, bor ocksd bevaras i laboratoriet. Laboratorier
kan ocksé regelbundet testa responsen péd kinda svaga androgena agonister och antagonister och bevara dessa
uppgifter. Dessa uppgifter kan jimforas med tillgdngliga OECD-data for att sikerstdlla att laboratoriets metoder
ger tillricklig statistisk precision och styrka.
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Tilligg 1

DEFINITIONER

Androgen: en term som anvinds for att beskriva en positiv inverkan p4 tillvixten av androgenberoende vivnader.
Antiandrogenicitet: formdgan hos en kemikalie att undertrycka verkan av TP i en ddggdjursorganism.
Kemikalie: ett dmne eller en blandning.

Fodelsedatum: postnatal dag 0.

Dos: den mingd testkemikalie som administreras. For Hershbergers bioassay uttrycks dosen som vikten testkemikalie
per enhet kroppsvikt hos forsoksdjuret per dag (t.ex. mg/kg kroppsvikt/dag).

Dosering: en allmin term som omfattar dos, dess frekvens samt doseringens varaktighet.

Doende: en term som anvinds for att beskriva ett djur i doende tillstdnd, dvs. ndra doden.

Postnatal dag X: den X:e dagen i livet efter fodelsedatum.

Kinslighet: formdgan hos en testmetod att korrekt identifiera kemikalier som har den egenskap som de testas for.
Specificitet: formagan hos en testmetod att korrekt identifiera kemikalier som inte har den egenskap som de testas for.
Testkemikalie: varje dmne eller blandning som testas med denna testmetod.

Validering: en vetenskaplig process utformad for att karakterisera de operativa kraven och begrinsningarna hos en test-
metod och visa dess tillforlitlighet och relevans for ett visst andamal.



Tilligg 2

Notera: Dokunient utarbetat av testriktlinjeprogrammets sekretariat baserat pd den 6verenskommelse som ndddes vid EDTA-arbetsgruppens 6:e mote

OECD:s konceptuella ram for testing och bedo mning av endokrinstérande kemikalier

Niva1l

Sortering & prioritering baserat pa
befintlig information

— Fysikaliska & kemiska egenskaper, t.ex. molekylvikt, reaktivitet, volatilitet, biologisk
nedbrytbarhet

— Exponering av méinniskor & miljo, t.ex. produktionsvolym, utsldpp,
anviandningsmonster

— Fara, t.ex. tillgédngliga toxikologiska data

effekter
I

Niva3

In vivo-analyser som ger data om
enskilda endokrina mekanismer och

s — ER-, AR-, TR-receptorbindningsaffinitet — Forscreening med hog
. Niva2 o — Transkriptionsaktivering genomstromning
Invitro-analyser som ger mekanistiska — Aromatas och steroidogenes in vitro — Skoldkortelfunktion
data — Aryl hydrocarbon receptor igenkdnning/bindning — Fiskhepatocyt VT G-assay
— QSAR — Andra (i forekommande fall)

— Uterotrof bioassay (strogenrelaterad)

— Hershbergers bioassay
(androgenrelaterad)

— Icke receptorformedlad hormonfunktion

— Andra (tex. skoldkortel)

— Fisk VTG-assay (vitellogenin)
(0strogenrelaterad)

effekter

Niva4

In vivo-analyser som ger data om
multipla endokrina mekanismer och

— Utokad OECD 407 (endpoints baserade pa
endokrina mekanismer)

— Analyser av pubertala hanar och honor

— Analys av vuxen intakt hane

— Analys av gonadal
histopatologi hos fisk
— Analys av grodmetamorfos

—

mekanismer

L

Niva 5

Invivo-analyser som ger data om
effecter frin endokrina & andra

— 1-generationsanalys (TG415 utdkad)"
— 2-generationsanalys (TG416 utdkad)" — Partiell och fullstindig
— Reproduktionsscreeningtest (TG421 utdkad)" livscykelanalys pa fisk, figlar,
— Kombinerat 28-dagars/ groddjur & ryggradslosa djur
. . N
reproduktionsscreeningtest (TG 422 utokad) (utveckling och reproduktion)

! Potentiell utokning kommer att Gvervagas av VMG
mamm

VMG mamm: Validation Management Group on Mammalian Testing and Assessment
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NOTER TILL RAMEN

Not 1: Inmatning pa alla nivder och utmatning pd alla nivéer dr mojlig och beror pé typ av befintliga informations-
behov for fara och riskbedomningsandamal.

Not 2: Pa niva 5, bor ekotoxikologi omfatta endpoints som anger mekanismer for biverkningar och potentiella popula-
tionsskador.

Not 3: Nar en multimodal modell ticker flera av de enskilda endpointtesterna, ersitter denna modell anvindningen av
de enskilda endpointtesterna.

Not 4: Bedomningen av varje kemikalie bor baseras pd en bedomning frn fall till fall, med beaktande av all tillginglig
information, med hénsyn till funktionen hos de overgripande nivaerna.

Not 5: Ramen bor for ndrvarande inte betraktas som heltickande. P4 nivd 3, 4 och 5 finns det tester som antingen ar
tillgidngliga, eller for vilken ett godkdnnande pagdr. Nar det giller den senare, ingdr dessa preliminért. Nar de vil
har utvecklats och validerats, kommer de formellt att liggas till ramen.

Not 6: Niva 5 bor inte betraktas som att den endast omfattar slutgiltiga tester. Tester som ingdr pd den nivdn anses
bidra till allmin faro- och riskbedomning.
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27.  Foljande kapitel i denna bilaga:
B.1a, Akut toxicitet (oralt) — metod med fasta sirskiljande doser

B.1b, Akut toxicitet (oralt) — metod for bestimning av akut toxicitetsklass

B.56 UTOKAD ENGENERATIONSSTUDIE AV REPRODUKTIONSTOXICITET

INLEDNING

1. Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 443 (2012). Den 4r baserad pa forslaget frin Agricultural
Chemical Safety Assessment (ACSA) Technical Committee inom ILSI Health and Environmental Sciences Institute (HESI)
om en utdkad engenerationsstudie av reproduktion i livsskede F,, publicerat i Cooper et al., 2006 (se hinvis-
ning 1). Flera forbattringar och fortydliganden har gjorts i studieutformningen for att ge flexibilitet och betona
vikten av att borja med befintlig kunskap och anvinda observationer av levande djur for att styra och skriaddarsy
testningen. Denna testmetod ger en detaljerad beskrivning av det operativa genomférandet av en utokad engenera-
tionsstudie av reproduktionstoxicitet. Testmetoden beskriver tre kohorter for F -djur:

Kohort 1: Bedomer reproduktivajutvecklingsmissiga endpoints. Denna kohort kan utvidgas till att omfatta en
F,-generation.

Kohort 2: Bedomer eventuella effekter av kemisk exponering av ett nervsystem under utveckling.

Kohort 3: Bedomer eventuella effekter av kemisk exponering av ett immunsystem under utveckling.
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2. Beslut om bedémningen av andra generationen och utelimningen av den utvecklingsmissiga neurotoxicitetsko-
horten och/eller utvecklingsmassiga immunotoxicitetskohorten bor aterspegla befintlig kunskap f6r den kemikalie
som utvirderas, liksom behoven av olika tillsynsmyndigheter. Syftet med testmetoden ir att ge information om
hur studien kan utforas och hur varje kohort ska utvirderas.

3. Forfarande for beslutet om den interna triggningen for att producera en andra generation beskrivs i OECD:s
vigledning 117 (se hanvisning 39) for de tillsynsmyndigheter som anvinder interna triggers.

INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH MAL

4. Huvudsyftet med den utokade engenerationsstudien av reproduktionstoxicitet dr att utvirdera specifika livsstadier
som inte omfattas av andra typer av toxicitetsstudier, och tester av effekter som kan uppsta till foljd av pre- och
postnatal kemisk exponering. For reproduktiva endpoints dr det tinkt att, som ett forsta steg och nir det ar till-
gdngligt, information frdn studier med upprepad dosering (inklusive screening av reproduktionstoxicitetsstudier, t.
ex.OECD:s TG 422 [se hanvisning 32]), eller kortvariga screeningtester av endokrinstérande dmnen (t.ex.uterotrof
assay — testmetod B.54 [se hdnvisning 36] och Hershbergers bioassay — testmetod B.55 [se hadnvisning 37])
anvinds for att pavisa effekter pa fortplantningsorganen hos hanar och honor. Detta kan inkludera spermatoge-
nesen (testikelhistopatologi) for hanar, och brunstcykler, follikelantal/oocytmognad och dggstocksintegritet (histo-
patologi) for honor. Den utokade engenerationsstudien av reproduktionstoxicitet fungerar sedan som ett test for
reproduktionsendpoints som kraver interaktion mellan hanar och honor, honor och befruktade dgg, honor och
avkomma samt F,-generationen tills efter konsmognaden (se OECD:s vigledning 151 som stoder denna testmetod
[hdnvisning 40]).

5. Testmetoden dr utformad for att ge en utvdrdering av kemikaliers pre- och postnatala effekter pd utvecklingen,
savdl som en grundlig utvirdering av systemisk toxicitet hos driktiga och lakterande honor samt ung och vuxen
avkomma. Detaljerad undersokning av viktiga utvecklingsendpoints, sdésom avkommans levnadsduglighet, neona-
tala hilsa, utvecklingsstatus vid fodseln samt fysisk och funktionell utveckling upp till vuxen dlder, forvintas iden-
tifiera specifika mdlorgan hos avkomman. Vidare kommer studien att ge och/eller bekrifta information om en
testkemikalies effekter péd integritet och prestanda hos vuxna hanars och honors fortplantningssystem. Specifikt,
men inte endast, beaktas foljande parametrar: gonadfunktion, brunstcykel, epididymal spermiemognad, parnings-
beteende, befruktning, driktighet, forlossning och laktation. Dessutom kommer information som erhélls frdn
bedomningar av utvecklingsneurotoxicitet och immunotoxicitet att karakterisera potentiella effekter pd dessa
system. Data som harror fran dessa tester bor gora det mojligt att bestimma nivder dir ingen skadlig effekt obser-
veras (Noael), lagsta observerade effektnivder (Loael) och/eller referensdoser f6r olika endpoints och/eller anvindas
for att karakterisera effekter som upptackts i foregdende studier med upprepad dosering, och/eller fungera som en
vigledning for efterfoljande testning.

6.  En oversikt 6ver protokollet presenteras i figur 1. Testkemikalien administreras kontinuerligt i graderade doser till
flera grupper av konsmogna hanar och honor. Denna fordldrageneration (P) doseras under en bestimd period fore
parningen (viljs pa basis av den information som finns tillginglig om testkemikalien, men minst tvd veckor) samt
en parningsperiod pd tvd veckor. P-hanarna fortsitter att behandlas, dtminstone till avvinjningen av F,. De bor be-
handlas i minst 10 veckor. De kan behandlas lingre om det finns ett behov av att klargéra effekter pd reproduk-
tionen. Behandlingen av P-honorna fortsitter under driktighet och laktation fram till avslutningen, efter avvinj-
ningen av deras kullar (dvs.8-10 veckors behandling). F,-avkomman far ytterligare behandling med testkemikalien,
fran avvinjningen upp till vuxen dlder. Om en andra generation bedoms (se OECD:s vigledningsdokument 117
[hanvisning 39]), kommer F,-avkomman att héllas kvar pd behandling till avvdnjningen av F,, eller fram till
studiens avslutning.

7. Kliniska observationer och patologiska undersokningar utfors pd alla djur efter tecken pa toxicitet, med sarskild
tonvikt pd hos de hanliga och honliga fortplantningssystemens integritet och prestanda samt avkommans hilsa,
tillvixt, utveckling och funktion. Vid avvdnjningen tilldelas den valda avkomman till specifika undergrupper
(kohorter 1-3, se punkterna 33 och 34 samt figur 1) for ytterligare undersokningar, inklusive kénsmognad, integ-
ritet och funktion hos fortplantningsorganen, neurologiska och beteendemissiga endpoints samt immunforsvaret.

8. Vid genomférandet av cancerogenitetsstudien bor man alltid folja de vdgledande principer och 6vervidganden som
beskrivs i OECD:s vigledning nr 19 om erkdnnandet, bedomningen och anvindningen av kliniska tecken som
humana endpoints for forsoksdjur som anvinds for sikerhetsbedomningar (se hinvisning 34).
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9. Nir tillrackligt manga studier finns tillgingliga for att utréna effekterna av den nya studieutformningen, kommer
testmetoden att ses over och vid behov revideras i ljuset av de erfarenheter som gjorts.
Figur 1
Schema fér den utékade engenerationsstudien av reproduktionstoxicitet
Obduktion
P-djur
Dosering
Fore parning Parning Efter parning
‘ Ps ‘ 2 veckor 2 veckor 6 veckor
Po 2 veckor 2 veckor Driktighet Laktation
‘ F Utveckling i livmodern Fore avvinjning | Efter avvinjning
Foraldr.a- Kohort Berdimnie A — Ungefirlig dlder vid obduktion
generation (veckor)
1A Reproduktiv 20M+20F Ja 13
Milet 1B Reproduktiv 20M+20F Ja 14 eller 20-25 om detta utloses
5 oakiliarr 2A Neurotoxicitet | 10M+10F@ Ja 11-12
2B Neurotoxicitet 10M+10F@ Nej 3
pergrupp 3 Immunotoxicitet | 10M +10F @ Ja 8
Overskott Reserver Nej 3
@ en per kull och representativt for 20 kullar totalt, om mojligt
BESKRIVNING AV METODEN OCH FORBEREDELSER FOR TESTET
Djur
Val av djurart och stam
10.  Valet av art for testning av reproduktionstoxicitet bor noggrant overvigas i ljuset av all tillginglig information. P4
grund av den stora mingden bakgrundsdata och jimforbarheten med allminna toxicitetstester dr dock rdttan
normalt sett den art som foredras, och kriterierna och rekommendationerna som ges i den hir testmetoden avser
denna art. Om en annan art anvinds bor detta motiveras, och limpliga dndringar av protokollet blir nddvindiga.
Stammar med lag fertilitet eller valkint hoga forekomster av spontana utvecklingsdefekter ska inte anvindas.
Alder, kroppsvikt och inklusionskriterier
11.  Friska fordldradjur som inte har utsatts for tidigare forsokforfaranden bor anviandas. Bide hanar och honor bor
studeras, och honorna fér inte ha fott ungar eller vara driktiga. P-djuren bor vara konsmogna med liknande vikt
(inom konet) vid doseringens inledning, liknande élder (cirka 90 dagar) vid parningen, och representativa for den
art och stam som studeras. Djur bor acklimatiseras under minst 5 dagar efter ankomsten. Djuren anvisas slumpvis
till kontroll- och behandlingsgrupperna, pé ett sitt som resulterar i jimforbara genomsnittliga kroppsviktsvirden
bland grupperna (dvs.+ 20 % av medelvirdet).
Inhysnings- och utfodringsforhallanden
12.  Temperaturen i djurutrymmet bor vara 22 °C (¢ 3 °C). Den relativa fuktigheten bor vara 30-70 %, med ett idea-

liskt intervall pd 50-60 %. Artificiell belysning bor stillas in pd 12 timmar ljus, 12 timmar morker. Konventionellt
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laboratoriefoder kan anvindas med fri tillging till dricksvatten. Fodrets innehdll av fytoostrogener bor beaktas
noga, eftersom en hog nivé av fytoostrogener i fodret kan paverka vissa reproduktiva endpoints. Standardiserat
‘open-formula’-foder dir strogena kemikalier har reducerats rekommenderas (se hianvisning 2, 30). Valet av foder
kan paverkas av behovet av att sikerstilla en lamplig blandning av en testkemikalie nir den administreras genom
denna metod. Innehdll, homogenitet och stabilitet av testkemikalien i fodret bor verifieras. Fodret och dricks-
vattnet bor analyseras regelbundet avseende féroreningar. Prover av varje fodersats som anvinds under studien
bor lagras under limpliga forhallanden (t.ex.frysta vid — 20 °C) tills rapporten firdigstills, om resultaten kréver en
ytterligare analys av fodrets ingredienser.

13.  Djuren bor inhysas i burar, i sma grupper bestdende av samma kon och behandlingsgrupp. De kan inhysas indivi-
duellt for att undvika eventuella skador (t.ex. hanar efter parningsperioden). Parningsforfarandena bor utforas i
lampliga burar. Efter tecken pd parning inhyses honorna, som antas vara driktiga, separat i forlossnings- eller
moderskapsburar som ar forsedda med limpliga och definierade bomaterial. Kullarna ar inhysta tillsammans med
sina modrar fram till avvdnjningen. F,-djur bor héllas i sma grupper av samma kon och behandlingsgrupp frdn
avvanjningen till studiens avslutning. Om det &r vetenskapligt motiverat kan djuren inhysas individuellt. Det valda
stromaterialets innehdll av fytodstrogener ska vara minimalt.

Djurens antal och identifiering

14.  Normalt bor varje test- och kontrollgrupp innehélla ett tillrackligt antal par som parar sig for att ge minst 20 drak-
tiga honor per dosgrupp. Mélet ar att producera tillrickligt med driktiga honor for att sikerstilla en meningsfull
utvirdering av kemikaliens potential att paverka fertilitet, draktighet och moderbeteende i P-generationen, samt
F,-avkommans tillvixt och utveckling frén befruktning till mognad. Om det 6nskade antalet driktiga djur inte
uppnds behover studien inte nodvindigtvis ogiltigforklaras, och bor utvirderas fran fall till fall med tanke pa ett
eventuellt orsakssamband med testkemikalien.

15.  Varje P-djur tilldelas ett unikt ID-nummer innan doseringen pabérjas. Om laboratoriets historiska data tyder pa
att en betydande andel honor inte kan uppvisa regelbundna (4 eller 5 dagar) brunstcykler, rekommenderas en
bedémning av brunstcykler fore behandlingsstarten. Alternativt kan gruppens storlek 6kas for att sikerstdlla att
minst 20 honor i varje grupp ska ha regelbundna (4 eller 5 dagar) brunstcykler vid borjan av behandlingen. All
F,-avkomma identifieras unikt vid forsta undersdkningen av nyfodda pé postnatal dag (PND) O eller 1. Dokument
indikerar att ursprungskullen bér bibehéllas for alla F,-djur, och F,-djur i forekommande fall, genom hela studien.

Testkemikalie

Tillginglig information om testkemikalien

16. Genomgang av befintlig information ar viktig for beslut om administrationsitt, val av vehikel, val av djurart, val
av dos och potentiella dndringar av doseringsschemat. Foljaktligen bor all relevant tillginglig information om test-
kemikalien, dvs. fysikalisk-kemiska, toxikokinetiska (inklusive artspecifik metabolism), toxikodynamiska egen-
skaper, struktur-aktivitetssamband (SAR), in vitro metaboliska processer, resultat fran tidigare studier om toxicitet
och relevant information om strukturella analoger beaktas i planeringen av den utdkade engenerationsstudien av
reproduktionstoxicitet. Prelimindr information om absorption, distribution, metabolism och eliminering (Adme)
och bioackumulerbarhet kan hirrora frin kemisk struktur, fysikalisk-kemiska data, grad av plasmaproteinbindning
eller toxikokinetiska (TK) studier, medan resultat fran toxicitetsstudier ger ytterligare information, t.ex.om Noael,
metabolism eller induktion av metabolism.

Beaktande av toxikokinetiska data

17. Aven om det inte behdvs sd dr TK-data frén tidigare utférda dosfinnande studier eller andra studier mycket
anvindbara i planeringen av studiens utformning, val av dosnivder samt tolkning av resultaten. Av sirskild nytta
dr uppgifter som 1) verifierar exponeringen av testkemikalien pé foster under utveckling samt pd ungar (eller rele-
vanta metaboliter), 2) gor en uppskattning av intern dosimetri, och 3) utvdrderar potentiell dosberoende mittnad
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av kinetiska processer. Ytterligare TK-data, t.ex. metabolitprofiler, koncentration-tidsférlopp etc. bor ocksd Gver-
végas, om de finns tillgdngliga. Kompletterande TK-data kan ocksa samlas in under huvudstudien, forutsatt att det
inte stor insamlingen och tolkningen av huvudstudiens endpoints.

Som en allmin vigledning kan foljande TK-datauppsittning vara anvindbar i planeringen av den utokade engene-
rationsstudien av reproduktionstoxicitet:

— Under sen driktighet (t.ex. driktighetsdag 20) — maternellt blod och foetalt blod.
— Mitt i laktationen (PND 10) — maternellt blod, blod frdn ungar och/eller mj6lk.
— Strax efter avvanjningen (t.ex. PND 28) — blodprov frin avvanda ungar.

Flexibilitet bor anvindas for att faststilla de specifika analyterna (t.ex. 6verordnade kemikalier och/eller metabo-
liter), samt provtagningsschema. Till exempel sd 4r antal och tidpunkt for provtagningar pad en viss provtag-
ningsdag beroende av exponeringsvigen och tidigare kunskap om TK-egenskaper hos icke-draktiga djur. For
fodostudier dr provtagning vid en bestimd tidpunkt under var och en av dessa dagar tillricklig, medan dosering
via sondmatning kan motivera ytterligare provtagningstidpunkter for att fd en bittre uppskattning av antalet
interna doser. Emellertid 4r det inte nodvindigt att generera ett fullstindigt koncentrations-tidsforlopp pd ndgon
av provtagningsdagarna. Vid behov kan blod fran djur av samma kon inom kullarna slds samman for fetala och
neonatala analyser.

Administrationssdtt

18.  Valet av administrationssitt bor ta hinsyn till det som 4r mest relevant for minniskors exponering. Aven om
protokollet 4r avsett for administration av testkemikalien genom fodan kan det modifieras for administration via
andra vigar (dricksvatten, sondmatning, inandning, hudkontakt) beroende pd kemikaliens egenskaper och den
information som kravs.

Val av vehikel

19.  Vid behov kan testkemikalien upplosas eller suspenderas i en limplig vehikel. Det rekommenderas att, om mojligt,
anviandningen av en vattenhaltig 10sning/suspension beaktas forst, foljt av overvidgandet om att anvidnda en
16sning/suspension i olja (t.ex.majsolja). For andra vehiklar 4n vatten bor de toxiska egenskaperna vara kinda.
Anvindningen av en vehikel med potentiell inneboende toxicitet (t.ex.aceton, DMSO) bor undvikas. Testkemika-
liens stabilitet i vehikeln bor bestimmas. Foljande egenskaper bor beaktas om en vehikel eller annan tillsats
anvinds for att underlitta dosering: effekter pd absorption, distribution, metabolism eller kvarhallande av testke-
mikalien; effekter pa de kemiska egenskaperna hos testkemikalien som kan forindra dess toxiska egenskaper och
effekter pé foder eller vatten, eller djurens naringsstatus.

Val av dos

20. Normalt bor studien omfatta minst tre dosnivder och en jamsides behandlad kontrollgrupp. Vid val av lampliga
dosnivder bor utredaren analysera all tillgianglig information, inklusive doseringsinformation fran tidigare studier,
TK-data fran draktiga eller icke-driktiga djur, omfattningen av overforing genom digivning och uppskattningar av
manniskors exponering. Om TK-data finns tillgingliga som tyder pa dosberoende mittnad av TK-processer, bor
forsiktighet iakttas for att undvika hoga dosnivder som tydligt uppvisar mattnad, forutsatt naturligtvis att mansklig
exponering forvintas ligga vdl under mattnadspunkten. I sidana fall bor den hogsta dosen vara pa, eller strax over,
brytpunkten for dvergdngen till olinjart TK-beteende.

21. I brist pa relevanta TK-data bor dosnivderna baseras pé toxiska effekter, om de inte begransas av testkemikalien
fysikaliska/kemiska beskaffenhet. Om dosnivderna baseras pa toxicitet bor den hogsta dosen viljas i syfte att indu-
cera viss systemisk toxicitet, men inte dodsfall eller allvarligt lidande for djuren.

22.  Fallande dosnivéer bor viljas for att pavisa en eventuell dosrelaterad effekt och for att faststdlla Noael eller doser
ndra detektionsgrinsen som gor det mojligt att hirleda en referensdos for den kinsligaste endpointen. For att
undvika stora dosavstind mellan Noael och Loael ar ofta tva- eller fyrfaldiga dosintervall optimala. Tilligget av en
fjarde testgrupp dr att foredra framfor anvindningen av ett mycket stort intervall (t.ex. mer 4n en faktor pd 10)
mellan doserna.
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23.  Med undantag av behandlingen med testkemikalien hanteras djuren i kontrollgruppen pd exakt samma sitt som i
testgruppen. Denna grupp bor vara obehandlad, placebobehandlad eller en vehikelkontrollgrupp, om en vehikel
anvinds for administrering av testkemikalien. Om en vehikel anvinds bor kontrollgruppen tillféras vehikeln i den
storsta volym som anvinds.

Toleranstest

24.  Om det inte finns ndgra tecken pé toxicitet vid en dos pd minst 1 000 mg/kg kroppsvikt/dag i studier med
upprepad dosering, eller om toxicitet inte forvintas baserat pd data fran strukturellt och/eller metaboliskt beslak-
tade kemikalier, vilket indikerar likhet i metaboliska egenskaper in vivofin vitro, dr en studie med flera dosnivder
inte nodvindig. I sddana fall kan den utokade engenerationsstudien av reproduktionstoxicitet genomforas med
hjilp av en kontrollgrupp och en enda dos pd minst 1 000 mg/kg kroppsvikt/dag. Dock, skulle evidens for repro-
duktions- eller utvecklingstoxicitet finnas vid denna gransdos, kommer ytterligare studier vid ligre dosnivéer att
krivas for att identifiera ett Noael-vdrde. Dessa toleranstestsoverviganden giller endast nir mansklig exponering
inte indikerar ett behov av en hogre dosniva.

FORFARANDEN

Exponering av avkomma

25. Intag via foda ir det foredragna administrationssittet. Om sondmatningsstudier utfors bor det noteras att ungarna
normalt endast fir testkemikalien indirekt via mjolken, tills direkt dosering startar vid deras avvinjning. I foder-
eller dricksvattenstudier kommer ungarna dessutom att f3 testkemikalien direkt nir de borjar ita sjilva under den
sista veckan av laktationsperioden. Andringar av studiens utformning bér évervégas nir utséndringen av testkemi-
kalien i mjolk ar dalig, och det saknas bevis for en kontinuerlig exponering av avkomman. I dessa fall bor man
overviga direkt dosering av ungarna under laktationsperioden baserat pa tillginglig TK-information, toxicitet hos
avkomman eller fordndringar i biologiska markorer (se hinvisning 3, 4). Noggrant overvigande av fordelar och
nackdelar bor goras fore starten av direktdoseringsstudier av diande ungar (se hinvisning 5).

Doseringsschema och administrering av doser

26.  Viss information om brunstcykler, histopatologi i hanliga och honliga reproduktionsorgan och testikel-/epididy-
mala spermieanalyser kan finnas tillgingliga fran tidigare toxicitetsstudier av upprepade doser med tillricklig
varaktighet. Behandlingstiden fore parning i den utokade engenerationsstudien av reproduktionstoxicitet ar darfor
inriktad pé att uppticka effekter pd funktionella férindringar som kan stora parningsbeteendet och fruktsam-
heten. Behandlingen fore parning bor pdga tillrdckligt linge for att uppna ett stabilt tillstind vad giller exponer-
ingsforhdllandena hos P-hanar och -honor. En 2-veckorsbehandling fore parningen for bdda konen anses vara till-
ricklig i de flesta fall. For honor ticker detta 3-4 kompletta brunstcykler, vilket bor vara tillrackligt for att
uppticka eventuella negativa effekter pd cykliciteten. For hanar motsvarar detta den tid som krévs for epididymal
transitering av mognande spermier och bor gora det mojligt att uppticka eftertestikeleffekter pd spermier (under
slutskedet av spermiation och epididymal spermiemognad) vid parningen. Vid tidpunkten for avslutningen, da
testikel- och epididymalhistopatologi och analys av spermieparametrar dr planerade, ska P- och F -hanarna ha
utsatts for minst en hel spermatogenesprocess (se hdnvisning 6, 7, 8, 9 och OECD:s vigledning 151 [hinvis-
ning 40]).

27.  Exponeringsscenarier fore parningen for hanar ska kunna anpassas, om testikeltoxicitet (nedsatt spermiebildning)
eller effekter pa spermieintegritet och -funktion tydligt har identifierats i tidigare studier. P4 samma sitt kan kidnda
effekter av testkemikalien i brunstcykeln, och ddrmed sexuell mottaglighet hos honor, motivera olika exponerings-
scenarier fore parningen. I speciella fall kan det vara acceptabelt att behandling av P-honor initieras forst efter att
spermiepositiva utstryk har erhéllits (se OECD:s vigledning 151 [hdnvisning 40]).

28.  Nir vil doseringsperioden fore parningen ar etablerad, bor djuren behandlas med testkemikalien kontinuerligt 7
dagar per vecka fram till obduktionen. Samtliga djur ska doseras med samma metod. Doseringen bor fortsitta
under den 2 veckor langa parningsperioden, och for P-honor genom hela driktigheten och laktationen fram
till avslutningsdagen efter avvinjningen. Hanar bor behandlas pd samma sitt fram till avslutningen, vid
tidpunkten for F -djurens avvinjning. For obduktion bor honor prioriteras, och de bor obduceras p& samma eller
ndstan samma laktationsdag. Obduktionen av hanar kan spridas Over ett storre antal dagar beroende pa
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laboratorieanldggning. Om direktdosering inte redan har inletts under laktationsperioden, bor direktdosering av
de utvalda F,-hanarna och -honorna bérja vid avvinjningen och fortsdtta fram till den planerade obduktionen,
beroende pé kohortanvisning.

29.  For kemikalier som tillférs via fodret eller dricksvattnet ar det viktigt att sikerstilla att kvantiteterna av den
berorda testkemikalien inte pdverkar normal nirings- eller vattenbalans. Nar testkemikalien tillfors via fodan kan
antingen en konstant koncentration (ppm) eller en konstant dosnivé i forhallande till djurens kroppsvikt anvindas.
Det valda alternativet bor anges.

30. Nir testkemikalien tillfors genom sondmatning bor den vitskevolym som tillférs pd en gang normalt inte ver-
stiga 1 ml per 100 g kroppsvikt (0,4 ml per 100 g kroppsvikt dr det maximala for olja, t.ex.majsolja). Med
undantag for irriterande eller fritande kemikalier, som normalt ger starkare effekter vid hogre koncentrationer,
bor variationer av testvolymen minimeras genom justering av koncentrationen for att sikerstilla en konstant
volym vid alla dosnivéer. Behandlingen bor ges vid samma tid varje dag. Dosen till varje djur ska normalt baseras
pd den senast faststillda individuella kroppsvikten och bor justeras minst en gang i veckan f6r vuxna hanar och
vuxna icke-driktiga honor och varannan dag for driktiga honor och F,-djur, nir de administreras fore avvinj-
ningen och under 2 veckor efter avvinjningen. Om TK-data indikerar en lag placentadverforing av testkemikalien,
madste kanske sondmatningsdosen under den sista veckan av driktigheten justeras for att undvika tillférsel av en
alltfor toxisk dos till moderdjuret. Honor bor inte behandlas genom sondmatning eller ndgon annan behand-
lingsvdg dir djuret méste hanteras pd dagen for nedkomsten, och att avstd frin att administrera testkemikalien
den dagen dr att foredra framfor att stora forlossningsprocessen.

Parning

31.  Varje P-hona ska placeras med en enda, slumpmassigt utvald, obesldktad hane frdn samma dosgrupp (1:1-parning)
tills tecken pa kopulation observeras eller 2 veckor har gatt. Om det inte finns tillrdckligt med hanar, till exempel
pd grund av dodsfall hos hanarna fore hopparning, dd kan hanar som redan har parat sig paras ihop (1:1) med en
andra hona, sé att alla honor blir hopparade. Dag 0 av driktigheten definieras som den dag dd bevis pa parning
bekriftas (vaginalplugg eller sperma observeras). Djuren bor skiljas t sd snart som mojligt efter att tecken pa
parning har observerats. Om parning inte har intriffat efter 2 veckor, bor djuren separeras utan ytterligare mojlig-
het till parning. De par som har parat sig bor tydligt identifieras i data.

Kullstorlek

32.  Pé dag 4 efter fodseln kan storleken pa varje kull justeras genom att extra ungar elimineras genom slumpmassigt
urval sd att varje kull i mojligaste mdn innehdller fem hanar och fem honor. Selektiv eliminering av ungar,t.ex.
baserat pd kroppsvikt dr inte lampligt. Ndr antalet han- eller honungar inte medger fem av varje kon per kull, dr
partiell anpassning acceptabelt (t.ex. sex hanar och fyra honor).

Urval av ungar till studier efter avvinjningen (se figur 1)

33.  Vid avvinjningen (omkring PND 21) viljs ungar ut frin alla tillgingliga kullar upp till 20 per dos- och kontroll-
grupp for ytterligare undersokningar och bibehdlls fram till den sexuella mognaden (om inte tidigare testning
krdvs). Ungarna viljs ut slumpmassigt, med undantag av uppenbart smavixta djur (djur med en kroppsvikt som
ligger mer 4n tva standardavvikelser under medelvikten for respektive kull) som inte bor ingd, eftersom de sanno-
likt inte dr representativa for behandlingsgruppen.

Pad PND 21 fordelas de valda F, -ungarna slumpvis till en av tre kohorter av djur, enligt foljande:

Kohort 1 (1A och 1B) = testning av reproduktions-/utvecklingstoxicitet.
Kohort 2 (2A och 2B) = testning av utvecklingsneurotoxicitet.

Kohort 3 = testning av utvecklingsimmunotoxicitet.
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Kohort 1A: En hane och en hona/kull/grupp (20/kon/grupp): prioriterat val for primir bedomning av effekter pa
reproduktionssystem samt av allman toxicitet.

Kohort 1B: En hane och en hona/kull/grupp (20/kén/grupp): prioriterat val for uppfoljande utvirdering av
fortplantningsformdgan genom att para F1-djur vid bedomningen (se OECD:s vigledning 117 [hdnvisning 39]),
och for att erhalla ytterligare histopatologiska data vid misstanke om reproduktivt eller endokrint toxiska dmnen,
eller ndr resultaten fran kohort 1A ar tvetydiga.

Kohort 2A: Totalt 20 ungar per grupp (10 hanar och 10 honor per grupp, en hane eller en hona per kull) anvisas
till neurobeetendemassig testning, f6ljt av neurohistopatologisk bedémning som vuxna.

Kohort 2B: Totalt 20 ungar per grupp (10 hanar och 10 honor per grupp, en hane eller en hona per kull) anvisas
till neurohistopatologisk bedomning vid avvdnjningen (PND 21 eller PND 22). Om det inte finns ett tillrickligt
antal djur, bor man i forsta hand anvisa djur till kohort 2A.

Kohort 3: Totalt 20 ungar per grupp (10 hanar och 10 honor per grupp, en per kull, dir sd dr mojligt). Ytterli-
gare ungar kan kravas fran kontrollgruppen for att fungera som positiva kontrolldjur i det T-cellsberoende antik-
roppsresponstestet (TDAR) vid PND 56 = 3.

34.  Om antalet ungar i en kull ar tillrickligt for att fylla alla kohorter, har kohort 1 foretride eftersom den kan
utvidgas till att producera en F,-generation. Ytterligare ungar kan tilldelas till ndgon av kohorterna om det finns
sdrskild anledning, t.ex.om man misstinker en kemikalie for att vara neurotoxisk, immunotoxisk eller reproduk-
tionstoxisk. Dessa ungar kan anvindas f6r undersokningar vid olika tidpunkter eller for utvirdering av komplette-
rande endpoints. Ungar som inte har anvisats till kohorter ska genomgé klinisk biokemi (punkt 55) och obduktion
(punkt 68).

Andra parningen av P-djuren

35.  En andra parning rekommenderas normalt inte for P-djuren, eftersom det innebér forlust av viktig information
om antal implantationsstillen (och didrmed data om efterimplantation och perinatal dodlighet, indikatorer pd en
mojlig teratogen potential) i den forsta kullen. Behovet av att verifiera eller belysa en effekt pd exponerade honor
kan forbittras genom att undersokningen utvidgas till att omfatta en parning av F -generationen. Men en andra
parning av P-hanar med obehandlade honor ir alltid ett alternativ for att klargora osikra slutsatser, eller for att
ytterligare karakterisera effekter pd fertiliteten som observerats i den forsta parningen.

OBSERVATIONER AV LEVANDE DJUR

Kliniska observationer

36.  For P- och utvalda F,-djur gors en allman klinisk observation en gang per dag. Vid sondmatningsdosering, bor
tidpunkten for de kliniska observationerna vara fore och efter doseringen (for eventuella tecken pé toxicitet i
samband med maximal plasmakoncentration). Relevanta beteendeforindringar, tecken pd svar eller utdragen
forlossning och alla tecken pé toxicitet registreras. Tvd gdnger dagligen, under helgen en ging dagligen, observeras
samtliga djur avseende allvarlig toxicitet, sjuklighet och dodlighet.

37.  Dessutom gors en mer ingdende granskning av alla P- och F-djur (efter avvinjning) en ging i veckan, och kan dd
lampligen utforas d djuret vigs for att minimera hanteringsstressen. Observationerna bor genomféras och regi-
streras noggrant med hjilp av bedémningssystem som har faststéllts av testlaboratoriet. Anstrangningar bor goras
for att sakerstdlla att variationerna i testbetingelserna dr minimala. Observationerna bor omfatta, men inte
begrinsas till, férandringar i hud, pils, 6gon, slemhinnor, forekomst av sekret och utséndringar samt autonom
aktivitet (t.ex. tdrflode, piloerektion, pupillstorlek, ovanligt andningsmonster). Fordndringar i géng, hallning, reak-
tion pd hantering liksom férekomst av kloniska eller toniska rorelser, stereotypi (t.ex. overdrivet putsande, repeti-
tivt cirklande) eller bisarrt beteende (t.ex. sjalvstympning, baklangesgdng) ska ocksé registreras.
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Kroppsvikt och foder-|vattenkonsumtion

38.  P-djuren vdgs pd den forsta doseringsdagen och direfter minst en ging per vecka. Dessutom vigs P-honorna
under laktationen p& samma dagar som vigningen av ungarna i deras kullar (se punkt 44). Alla F,-djur végs indi-
viduellt vid avvinjningen (PND 21) och direfter minst en gdng per vecka. Kroppsvikten registreras ocksd pa den
dag da de ndr puberteten (avslutad preputial separation eller vaginal 6ppning). Alla djur vdgs vid avlivningen.

39.  Under studien registreras foder- och vattenkonsumtionen (om testkemikalien administreras via dricksvatten) minst
en ging i veckan pd samma dagar som for djurens kroppsvikt (forutom under saminhysningen). Foderkonsumtion
for varje bur med F,-djur redovisas varje vecka med bérjan vid urvalet till respektive kohort.

Brunstcykler

40.  Prelimindr information om testkemikalierelaterade effekter pd brunstcykeln kan redan finnas tillgingliga genom
tidigare toxicitetsstudier med upprepad dosering, och kan anvindas i utformningen av ett testkemikaliespecifikt
protokoll for den utokade engenerationsstudien av reproduktionstoxicitet. Normalt startar bedomningen av
brunstcykeln (vaginal cytologi) i borjan av behandlingsperioden och fortsitter tills bekriftelse pd parning, eller i
slutet av parningsperioden om 2 veckor. Om honorna har screenats for normala brunstcykler fore behandlingen
ar det bra att fortsitta med utstryk ndr behandlingen paborjas, men om det finns misstankar om icke-specifika
effekter i borjan av behandlingen (till exempel en initial markant minskning av foderkonsumtion) kan djuren till-
latas att anpassa sig till behandlingen i upp till tvd veckor innan den tvd veckor langa utstryksperioden fore
hopparning inleds. Om honans behandlingsperiod forlings péa detta sitt (dvs.till en 4-veckors behandling fore
parning) bor man Overviga att kopa in yngre djur samt att forlinga hanens behandling fore hopparning. Nir vagi-
nala/cervikala celler erhlls, bor forsiktighet iakttas for att undvika skador pa slemhinnan och foljaktligen framkal-
lande av skendriktighet (se hinvisning 10, 11).

41. Vaginala utstryk bor undersokas dagligen for alla F-honor i kohort 1A, efter vaginal 6ppning tills det forsta
forhornade utstryket registreras, for att bestimma tidsintervallet mellan dessa tvd handelser. Brunstcykler for alla
F,-honor i kohort 1A bor ocksa overvakas under tvd veckor, med borjan runt PND 75. Om parning av F,-genera-
tionen blir nodvindig, kommer den vaginala cytologin i kohort 1B f6ljas frén tidpunkten f6r hopparning tills
bevis pa parning upptacks.

Parning och driktighet

42.  Utover standardendpoints (t.ex.kroppsvikt, foderkonsumtion, kliniska iakttagelser, inklusive kontroller av
dodlighet/sjuklighet), registreras datum for hopparning, datum f6r insemination och tidpunkt for forlossning och
precoitalt intervall (hopparning till insemination) och driktighetstid (insemination till forlossning) berdknas.
P-honorna bor undersokas noggrant i samband med forvintad nedkomst efter tecken péa dystoki. Eventuella avvi-
kelser i bobyggnad eller omvardnad ska registreras.

43. Den dag di forlossning sker dr laktationsdag 0 (LD 0) for moderdjuret och postnatal dag 0 (PND 0) for
avkomman. Alternativt kan alla jamf6relser ocksa baseras pa postkoital tid for att eliminera storning av postnatala
utvecklingsdata genom skillnader i draktighetstid, dock ska tidpunkten i férhéllande till nedkomsten ocksé regi-
streras. Detta dr sdrskilt viktigt nir testkemikalien paverkar driktighetstiden.

Parametrar fér avkomman

44.  Varje kull bor undersokas sd snart som mojligt efter nedkomsten (PND 0 eller 1) for att faststalla ungarnas antal
och kon, dodfodda, levande fédda samt nirvaron av grova anomalier (utvindigt synliga missbildningar, inklusive
gomspalt, subkutana blodningar, onormal hudfirg eller -struktur, forekomst av navelstring, brist pd mjolk i
magen, forekomst av torkat sekret). Vidare bor den forsta kliniska undersokningen av nyfédda omfatta en kvali-
tativ bedomning av kroppstemperatur, aktivitetstillstdind och reaktion pé hantering. Ungar som pétriffas doda pa
PND 0 bor undersokas, eller vid ett senare tillfille undersokas avseende eventuella defekter och dodsorsak.
Levande ungar riknas och vigs individuellt pd PND 0 eller PND 1, och darefter regelbundet, t.ex.dtminstone
PND 4, 7, 14 och 21. Kliniska undersokningar som ir limpliga for djurens dlder bor upprepas nir avkomman
vags,
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eller oftare om fallspecifika fynd har gjorts vid fodseln. Tecken som noteras kan omfatta, men inte begrinsas till,
yttre missbildningar, férindringar i hud, pils, 6gon, slemhinnor, forekomst av sekret och utsondringar samt
autonom aktivitet. Férandringar i gdng, hdllning, reaktion pd hantering liksom forekomst av kloniska eller toniska
rorelser, stereotypi eller bisarrt beteende ska ocksd registreras.

45.  Det anogenitala avstdndet (AGD) hos varje unge bor matas dtminstone vid ett tillfille frin PND 0 till PND 4.
Ungarnas kroppsvikt bor samlas in under dagen for AGD-mitningen och AGD bor normaliseras till ett métt pa
ungarnas storlek, foretradesvis kubikroten ur kroppsvikten (se hinvisning 12). Forekomsten av brostvartor/vart-
gard bor kontrolleras pd hanungarna PND 12 eller 13.

46. For att uppticka om konsmognad intriffar tidigt utvirderas alla utvalda F,-djur dagligen avseende om balano-
preputial separation eller vaginal 6ppning for hanar respektive honor inleds fore den beridknade dagen for dessa
endpoints. Eventuella missbildningar i konsorganen, sdsom langlivad vaginal trdd, hypospadi eller kluven penis,
bor noteras. Konsmognad hos F,-djur jamfors med fysisk utveckling genom bestimning av dlder och kroppsvikt
vid balano-preputial separation eller vaginal 6ppning for hanar/honor var for sig (se hinvisning 13).

Bedomning av potentiell utvecklingsneurotoxicitet (kohorter 2A och 2B)

47. 10 hanar och 10 honor i kohort 2A och 10 hanar och 10 honor i kohort 2B frdn varje behandlingsgrupp (for
varje kohort: 1 hane eller 1 hona per kull; alla kullar representeras av minst 1 unge; slumpmadssigt urval) ska
anvindas for bedomning av neurotoxicitet. Kohort 2A-djur genomgar ett test med plotsliga ljud, ett testbatteri for
funktionsobservation samt bedomningar av motorisk aktivitet (se punkterna 48-50) och neuropatologi (se punk-
terna 74-75). Anstringningar bor goras for att sikerstilla att variationerna for samtliga testbetingelser dr mini-
mala och inte systematiskt relaterade till behandlingen. Bland de variabler som kan paverka beteendet ér ljudnivin
(tex. intermittent buller), temperatur, luftfuktighet, ljus, lukter, tid pd dygnet och miljomissiga distraktioner.
Resultaten frén neurotoxicitetstesterna ska tolkas i forhéllande till limpliga historiska kontrollreferensintervall.
Kohort 2B-djur bor anvindas f6r neuropatologisk bedomning péd PND 21 eller PND 22 (se punkterna 74-75).

48.  Ett test med plotsliga ljud ska utféras pd PND 24 (z 1 dag) med djur i kohort 2A. Dagen for testningen bor balan-
seras Over behandlings- och kontrollgrupperna. Varje session bestdr av 50 forsok. Vid utforandet av test med
plotsliga ljud, bér den genomsnittliga reaktionsamplituden pa varje block med 10 forsok (5 block med 10 forsok)
bestimmas, med optimerade testforhallanden for att ge tillvinjning inom sessionen. Dessa forfaranden bor vara
forenliga med testmetod B.53 (se hinvisning 35).

49.  Vid en limplig tidpunkt mellan PND 63 och PND 75 genomgar kohort 2A-djuren ett testbatteri for funktionsob-
servation samt ett automatiserat test av motorisk aktivitet. Dessa forfaranden bor vara forenliga med testmeto-
derna B.43 (se hanvisning 33) och B.53 (se hdnvisning 35). Testbatteriet for funktionsobservation innehéller en
noggrann beskrivning av djurets utseende, beteende samt funktionella integritet. Detta bedoms genom observa-
tioner i buren, efter avldgsnande av en standardarena for observation (6ppet falt) dar djuret ror sig fritt och genom
manipulativa tester. Testning bor utforas frin den minst till den mest interaktiva. En lista med matt finns i tillagg 1.
Alla djur bor observeras noga av utbildade observatorer som dr omedvetna om djurens behandlingsstatus, med
hjilp av standardiserade procedurer for att minimera variabiliteten mellan observatérer. Om mojligt 4r det lamp-
ligt att samma observator utvirderar djuren for ett givet test. Om detta inte dr mojligt, krivs ndgot bevis pé tillfor-
litlighet mellan de olika observatérerna. For varje parameter i det beteendevetenskapliga testbatteriet ska explicita
operativa definierade skalor och bedomningskriterier anvindas. Om mojligt bor objektiva kvantitativa matt
utvecklas for observationsendpoints som innebdr subjektiv rangordning. Varje djur testas individuellt med avse-
ende pd motorisk aktivitet. Testperioden bor vara tillrdckligt ling for att visa tillvinjning inom kontrollperioden.
Motorisk aktivitet bor Gvervakas av en automatisk apparat for aktivitetsregistrering som bor kunna uppticka bade
okad och minskad aktivitet, (dvs. det referensvirde f6r aktivitet som mits av apparaten bor inte vara s ldgt att en
upptickt av minskning foérhindras och inte heller s& hogt att en upptickt av okning forhindras). Varje enhet bor
testas genom standardforfaranden, for att sd lingt som mojligt sikerstilla tillforlitlighet i driften mellan olika
apparater och mellan olika dagar. I den mén det dr mojligt bor behandlingsgrupperna balanseras mellan enhe-
terna. Behandlingsgrupperna bor fordelas jamnt over testtiderna for att undvika storning av dygnsrytmer.

50. Om befintlig information visar att det behovs andra typer av funktionstestning (t.ex. sensorisk, social, kognitiv)
bor dessa integreras utan att dventyra integriteten for Gvriga utvdrderingar som gjorts i studien. Om denna test-
ning utfors pd samma djur som anvénts for standardtest med plotsliga ljud, testbatteri for funktionsobservation
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och test av motorisk aktivitet, bor olika tester planeras for att minimera risken av att dventyra integriteten for
dessa tester. Kompletterande forfaranden kan vara sdrskilt anvindbara nidr empirisk observation, forvintade
effekter eller mekanismer/tillvigagangssitt indikerar en viss typ av neurotoxicitet.

Bedomning av potentiell utvecklingsimmunotoxicitet (kohort 3)

51. P& PND 56 (+ 3 dagar) ska 10 hanar och 10 honor i kohort 3 frdn varje behandlingsgrupp (1 hane eller 1 hona
per kull, alla kullar representerade av minst 1 unge, slumpmassigt utvald) anvindas i ett test av T-cellsberoende
antikroppsresponser,dvs. den primara IgM-antikroppsresponsen pa en T-cellsberoende antigen, sésom roda blodk-
roppar fran far (Sheep Red Blood Cells, SRBC) eller hemocyanin frdn nyckelhdlssnickor (Keyhole Limpet Hemocyanin,
KLH), i overensstimmelse med nuvarande immunanalysforfaranden (se hdnvisning 14, 15). Responsen kan utvir-
deras genom att rikna sirskilda plackbildande celler (PFC) i mjilten eller genom att bestimma titer av SRBC- eller
KLH-specifika IgM-antikroppar i serum med Elisa, vid maximal respons. Maximala responser intriffar vanligtvis
fyra (PFC-respons) eller fem (Elisa) dagar efter intravends immunisering. Om den priméra antikroppsresponsen
analyseras genom rikning av plackbildande celler, dr det tilldtet att utvdrdera undergrupper av djur pa olika dagar,
forutsatt att undergruppsimmunisering och -avlivning dr tidsinstdllda sd att PFC rdknas vid den maximala
responsen, att undergrupperna innehéller lika minga hanliga som honliga avkommor frén alla dosgrupper, inklu-
sive kontroller, samt att undergrupperna utvarderas vid ungefir samma postnatala dlder.Exponering for testkemi-
kalien ska fortsitta fram till dagen innan insamlingen av mjaltar for PFC-respons, eller serum for Elisa-test.

Uppféljande utvirdering av potentiell reproduktionstoxicitet (kohort 1B)

52.  Kohort 1B-djur kan héllas pd behandling efter PND 90 och avlas for att fd fram en F,-generation, om det behovs.
Hanar och honor i samma dosgrupp bor saminhysas (undvik att para ihop syskon) i upp till tvd veckor, med
borjan pd PND 90 eller senare, men senast PND 120. Forfarandena bor vara desamma som for P-djuren. Baserat
pa en sammanvigd bedomning kan det rdcka med att avliva kullarna pa PND 4, i stillet for att folja dem fram till
avvanjningen eller lingre.

TERMINALA OBSERVATIONER

Klinisk biokemi/hematologi

53.  Systemiska effekter bor 6vervakas hos P-djur. Blodprov frin en definierad plats tas frdn tio slumpmissigt utvalda
fastande P-hanar och -honor per dosgrupp vid avslutningen. De ska forvaras under lampliga forhéllanden och
utsittas for partiell eller fullskalig hematologi, klinisk biokemi, test av T4 och TSH eller andra undersokningar
som foranleds av testkemikaliens kidnda biverkningsprofil (se OECD:s vigledning 151 [hidnvisning 40]). Foljande
hematologiska parametrar bor undersokas: hematokrit, hemoglobinkoncentration, erytrocytantal, totalt och diffe-
rentierat leukocytantal, trombocytantal och blodkoagulationstid/-potential. Undersokningar av serum eller plasma
bor omfatta glukos, totalkolesterol, urindmne, kreatinin, totalprotein och albumin, minst tvd enzymer som indi-
kerar verkningar pa leverceller (t.ex. alaninaminotransferas, aspartataminotransferas, alkaliskt fosfatas, gamma-
glutamyltranspeptidas och sorbitoldehydrogenas). Matningar av ytterligare enzymer och gallsyror kan under vissa
forhéllanden ge anvindbar information. Dessutom kan man lagra blodet frin samtliga djur for eventuell analys
vid ett senare tillfalle for att klargora tvetydiga effekter eller for att generera intern exponeringsdata. Om en andra
parning av P-djur inte planeras ska blodprover tas strax innan, eller som en del av, forfarandet vid den planerade
avlivningen. I de fall dd djuren behélls bor blodprov samlas in ndgra dagar innan djuren paras for andra gdngen.
Om inte befintliga data frdn studier med upprepad dosering tyder pé att parametern inte paverkas av testkemika-
lien, bor urinanalys genomforas fore avslutningen och féljande parametrar utvirderas: utseende, volym, osmola-
litet eller specifik vikt, pH-virde, protein, glukos, blod och blodkroppar samt cellrester. Urin kan ocksé samlas in
for att 6vervaka utsondring av testkemikalien och/eller metaboliter.

54.  Systemiska effekter bor ocksd Gvervakas hos F-djur. Blodprov fran en definierad plats tas frén tio slumpvis
utvalda fastande kohort 1A-hanar och -honor per dosgrupp vid avslutningen. De ska forvaras under limpliga
forhallanden och utsittas for vanlig klinisk biokemi, inklusive bedémning av serumnivaer for skoldkortelhormon
(T4 och TSH), bedomning av hematologi (totalt och differentierat leukocytantal samt erytrocytantal) och urin-
analys.
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55. P4 PND 4 obduceras overskottsungarna och man bor 6verviga mitning av koncentrationen av serumskoldkortel-
hormon (T4). Vid behov kan neonatalt (PND 4) blod slas samman per kull f6r biokemiska analys och skoldkortel-
hormonanalys. Blod samlas ocksd in fér T4- och TSH-analyser frdn avvanda djur som obduceras pd PND 22
(F,-ungar som inte valts ut till kohorter).

Spermieparametrar

56.  Spermieparametrar bor mitas i alla P-generationshanar om det inte finns befintliga data som visar att spermiepa-
rametrar dr opdverkade i en 90-dagarsstudie. Undersokning av spermieparametrar bor utforas pd alla kohort
1A-hanar.

57.  Vid avslutningen registreras testikel- och bitestikelvikter for alla P- och F,-hanar (kohort 1A). Minst en testikel och
en bitestikel reserveras for en histopatologisk undersokning. Den dterstdende bitestikeln anvinds for kvantifiering
av spermiereserver frdn cauda epididymis (se hdnvisning 16, 17). Dessutom samlas spermier frn cauda epidi-
dymis (eller sddesledare) in med hjilp av metoder som minimerar skador for utvirdering av spermiemotilitet och
-morfologi (se hinvisning 18).

58.  Spermiemotilitet kan antingen utvirderas omedelbart efter avlivningen eller registreras for senare analys. Den
procentuella andelen av progressivt rorliga spermier kan antingen bestimmas subjektivt eller objektivt genom
datorstodd rorelseanalys (se hanvisning 19, 20, 21, 22, 23, 24). For utvirderingen av spermiemorfologi bor ett
spermieprov fran bitestikel (eller sidesledare) undersokas som fast eller vétt preparat (se hinvisning 25), och minst
200 spermier per prov ska antingen klassificeras som normala (bdde huvud och mellanstycke/svans verkar vara
normala) eller onormala. Exempel pd morfologiska spermieavvikelser kan innefatta fusion, avskilda huvuden och
defekta huvuden och/eller svansar (se hdnvisning 26). Defekta eller stora spermichuvuden kan tyda pé brister i
spermiation.

59.  Om spermieprover fryses, registreras analysen av fixerade utstryksprov och bilder av spermierorlighet vid
tidpunkten for obduktionen (se hanvisning 27), efterfoljande analys kan begrinsas till kontroll- och hogdoshanar.
Om behandlingsrelaterade effekter observeras sd bor ockséd de ligre dosgrupperna utvirderas.

Obduktion

60.  Vid tidpunkten for avslutning eller fortida dod obduceras P- och F,-djuren och undersoks makroskopiskt avseende
eventuella strukturella abnormiteter eller patologiska forandringar. Sarskild uppmaérksamhet bor dgnas at organen
i reproduktionssystemet. Ungar som avlivas humant i doende tillstdnd och doda ungar ska registreras och, nir de
inte 4r utmdrglade, undersokas avseende eventuella defekter och/eller dodsorsak samt bevaras.

61. P4 vuxna P- och F,-honor undersoks vaginala utstryk pé dagen for obduktionen, for att faststilla brunstcykelns
skede och mojliggora korrelation med histopatologi i fortplantningsorganen. Livmodern hos alla P-honor (och F,-
honor, om tillimpligt) undersoks avseende forekomst och antal implantationsstillen pa ett sitt som inte stér den
histopatologiska utvérderingen.

Organvikt och vivnadskonservering — vuxna P- och F -djur

62.  Vid tidpunkten for avslutningen faststills kroppsvikterna och organens vatvikter som anges nedan frén alla P-djur
och alla F -vuxna frén relevanta kohorter (som beskrivs nedan), sd snart som mojligt efter dissekeringen for att
undvika uttorkning. Dessa organ bor direfter bevaras under limpliga forhdllanden. Om inte annat anges kan
pariga organ vigas individuellt eller i kombination, i enlighet med det typiska utférandet for det berérda laborato-
riet.

— Livmoder (med dggledare och livmoderhals), dggstockar
— Testiklar, bitestiklar (hela och cauda for de prover som anvinds for spermierdkning)

— Prostata (dorsolaterala och ventrala delar kombinerade). Forsiktighet bor iakttas vid putsning av prostatakomp-
lexet for att undvika punktion av de vitskefyllda bldsorna. I handelse av en behandlingsrelaterad effekt pa total
prostatavikt bor de dorsolaterala och ventrala segmenten noggrant dissekeras efter fixering och vigas separat.
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— Sddesbldsor med koagulerande kortlar och deras vitskor (som en enhet).

— Hjérna, lever, njurar, hjirta, mjilte, tymus, hypofys, skoldkortel (efter fixering), binjurarna och kdnda mélorgan
eller vivnader.

63. Forutom de organ som anges ovan, bor prover av perifer nerv, muskel, ryggmirg, 6ga med synnerv, mag-tarmka-
nalen, urinbldsa, lunga, luftstrupe (med vidhingande skoldkortel och biskoldkortel), benmirg, sidesledaren
(hanar), brostkortel (hanar och honor) och vagina bevaras under limpliga forhallanden.

64.  For kohort 1A-djur vigs alla organ och bevaras for histopatologi.

65.  For utredning av pre- och postnatalt inducerade immunotoxiska effekter ska 10 hanar och 10 honor i kohort 1A
fran varje behandlingsgrupp (1 hane eller 1 hona per kull, alla kullar representerade av minst 1 unge, slumpmas-
sigt utvald) genomga foljande vid avslutningen:

— Vigning av lymfkortlarna forknippade med och langt ifrdn exponeringsvigen (forutom vikten pa binjurar,
tymus och mjilte, som redan utforts for alla kohort 1A-djur).

— Analys av mjiltlymfocytpopulationer (CD4+ och CD8+ T-lymfocyter, B-lymfocyter och naturliga mordarceller)
genom att anvinda halva mjilten, varvid den andra hilften av mjilten bevaras for histopatologisk utvardering,

Analys av mjiltlymfocytsubpopulationer i icke-immuniserade (kohort 1A) djur kommer att avgora om exponer-
ingen dr relaterad till en forandring i den immunologiska steady state-distribution av hjilparceller (CD4+) eller

cytotoxiska (CD8+) tymus-hirledda lymfocyter eller naturliga mordarceller (snabb respons pd neoplastiska celler
och patogener).

66. Kohort 1B-djur bor fé f6ljande organ vigda och motsvarande vivnader bearbetade till blockstadiet:

— Vagina (¢j vigd).

— Livmoder med livmoderhals.

— Aggstockar.

— Testiklar (minst en).

— Bitestiklar.

— Sddesbldsor och koagulerande kortlar.
— Prostata.

— Hypofys.

— Identifierade mélorgan.

Histopatologi i kohort 1B ska genomforas om resultaten frdn kohort 1A ar tvetydiga eller vid misstanke om
reproduktions- eller endokrintoxiska dmnen.

67. Kohort 2A och 2B: Testning av utvecklingsneurotoxicitet (PND 21 eller PND 22 och vuxen avkomma). Kohort
2A-djur avlivas efter beteendetestning med registrering av hjarnvikter och en komplett neurohistopatologi i syfte
att bedoma neurotoxicitet. Kohort 2B-djur avlivas pd PND 21 eller PND 22 med registrering av hjdrnvikter samt
en mikroskopisk undersokning av hjirnan i syfte att bedoma neurotoxicitet. Perfusionsfixering krivs for kohort
2A-djur och finns som tillval for kohort 2B-djur, i enlighet med testmetod B.53 (se hanvisning 35).

Organvikt och vivnadskonservering — avvanda F,-djur

68.  Ungar som inte valts ut till kohorter, inklusive smévixta djur, avlivas efter avvinjningen pd PND 22, om inte resul-
taten visar ett behov av ytterligare unders6kningar i levande djur. Avlivade ungar obduceras vilket inkluderar en
bedémning av reproduktionsorganen, sisom beskrivs i punkterna 62 och 63. Pi upp till 10 ungar per kon per
grupp, frdn s mdnga kullar som mojligt, bor hjarna, mjdlte och tymus vdgas och bevaras under lampliga forhél-
landen. Dessutom kan brostvdvnaderna frén dessa han- och honungar bevaras for ytterligare mikroskopisk
analys (') (se OECD:s vidgledning 151 [hdnvisning 40]). Alla storre avvikelser och mélvivnader bor sparas for
eventuell histologisk undersokning.

(") Forskning har visat att brostkorteln, framfor allt i brostkortelns tidiga utveckling, 4r en kinslig endpoint for 6strogen verkan. Det rekom-
menderas att endpoints som involverar ungarnas mjolkkortlar hos bdda konen bor ingd i denna testmetod, nér den har validerats.
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Histopatologi — P-djur

69. En fullstindig histopatologisk undersokning av de organ som anges i punkterna 62 och 63 genomfors for alla
hogdos- och P-kontrolldjur. Organ som visar behandlingsrelaterade forandringar bor ocksd undersokas hos alla
djur 1 de lagre dosgrupperna for att hjalpa till att faststilla ett Noael-virde. Dessutom bor reproduktionsorganen
hos alla djur som misstinks ha minskad fertilitet, t.ex. de som misslyckats med att para sig, bli driktiga, befrukta
eller leverera frisk avkomma, eller for vilka brunstcykeln eller spermieantalet, rorligheten eller morfologin péver-
kats, samt alla storre skador utvirderas histopatologiskt.

Histopatologi - F,-djur

Kohort 1-djur

70.  En fullstindig histopatologisk undersdkning av de organ som anges i punkterna 62 och 63 genomférs for alla
hégdos- och vuxna kohort 1A-kontrolldjur. Alla kullar bor representeras av minst 1 unge per kon. Organ och
vivnader som visar behandlingsrelaterade forandringar samt alla storre skador bor ocksd undersokas hos alla djur
i de lagre dosgrupperna som hjilp for att faststilla ett Noael-virde. For utvirdering av pre- och postnatalt induce-
rade effekter pd lymfoida organ bor ocksd histopatologin pa de insamlade lymfkortlarna och benmiérgen utvir-
deras hos 10 hanar och 10 honor i kohort 1A vid sidan av en histopatologisk utvirdering av briss, mjilte, och
binjurar som redan har utforts for alla 1A-djur.

71.  Reproduktiva och endokrina vivnader fran alla kohort 1B-djur bearbetade till blockstadiet som beskrivs i punkt
66, bor undersokas betriffande histopatologi vid misstanke om reproduktions- eller endokrintoxiska 4mnen. Aven
kohort 1B bor genomgid histologisk undersokning, om resultaten fran kohort 1A ir tvetydiga.

72.  Aggstockarna hos vuxna honor bér innehélla primordiala och vixande folliklar samt gulkroppar, och dirfér bor
en histopatologisk undersokning syfta till att gora en kvantitativ utvdrdering av primordiala och sma vixande
folliklar, liksom gulkroppar, hos F,-honor. Antalet djur, dggstockssnittsval och snittprovstorlek ska vara statistiskt
lampliga for det utvirderingsforfarande som anvinds. Follikelrikning kan forst utforas pd kontroll- och hogdos-
djur och i hindelse av en negativ effekt pd de senare bor lagre doser undersékas. Undersokningen bor innefatta
rikning av antalet primordiala folliklar, vilken kan kombineras med sméd vixande folliklar, for jimforelse av
dggstockar fran behandling och kontroll (se OECD:s vigledning 151 [hidnvisning 40]). Gulkroppsbedomningen
bor ske parallellt med brunstcykeltestningen sé att cykelns stadium kan tas i beaktande vid bedémningen. Aggle-
dare, livmoder och vagina undersoks for lamplig organtypisk utveckling.

73.  Detaljerade testikelhistopatologiska undersokningar genomfors pa F,-hanar for att identifiera behandlingsrelaterade
effekter pé testiklarnas differentiering och utveckling samt pd spermatogenesen (se hinvisning 38). Om mojligt
bor delar av rete testis undersokas. Bitestiklarnas caput, corpus och cauda samt siddesledaren undersoks for lamplig
organtypisk utveckling, liksom de parametrar som kravs f6r P-hanarna.

Kohort 2-djur

74.  Neurohistopatologi utfors for alla hogdos- och kontrollkohort 2A-djur av varje kon efter avslutad neurobeteende-
testning (efter PND 75, men inte efter PND 90). Hjdrnhistopatologi utfors for alla hogdos- och kontrollkohort
2B-djur av varje kon pad PND 21 eller PND 22. Organ som visar behandlingsrelaterade forandringar bor ocksé
undersokas hos alla djur i de ldgre dosgrupperna som hjilp for att faststilla ett Noael-virde. For kohort 2A- och
2B-djur granskas flera avsnitt frin hjarnan for att mojliggora undersokning av luktbulberna, hjarnbarken, hippo-
campus, basala ganglierna, talamus, hypotalamus, mitthjarnan (thecum, tegmentum och hjirnstjilkarna), hjarn-
stammen och lillhjarnan. Enbart for kohort 2A undersoks 6gon (nithinnan och synnerven) och prover fran perifer
nerv, muskel och ryggmirg. Alla neurohistologiska forfaranden bor vara forenliga med testmetod B.53 (se hanvis-
ning 35).

75.  Morfometriska (kvantitativa) utvirderingar bor utforas pa representativa omrdden av hjdrnan (homologa snitt viljs
omsorgsfullt baserat pa tillforlitliga mikroskopiska markorer) och kan inkludera linjira métningar och/eller area-
Imétningar pé specifika delar av hjdrnan. Minst tre pd varandra féljande snitt bor tas vid varje markér (nivé) for
att vilja det mest homologa och representativa snittet for det specifika hjirnomrade som ska utvirderas. Neuropa-
tologen bor kunna bedoma om beredda snitt fér métning 4dr homologa med andra i provuppsittningen, och
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dirmed ldmpar sig for integration, eftersom linjira mitningar i synnerhet kan fordndras over en relativt kort
stricka (se hidnvisning 28). Icke-homologa snitt bor inte anvindas. Aven om mélet r att ta prover frén alla djur
som dr reserverade for detta dndamdl (10/kon/dosnivd), kan ett mindre antal vara fullt tillrackligt. Dock anses
prover frin firre 4n 6 djur/kon/dosnivd generellt inte vara tillrdckligt for tillimpning av denna testmetod. Stereo-
logi kan anvindas for att identifiera behandlingsrelaterade effekter pd parametrar sdsom volym eller cellantal i
specifika neuroanatomiska regioner. Under alla moment i prepareringen av vivnadsprover, frin vivnadsfixering
till dissektion av vdvnadsprover, vdvnadsbehandling och firgning av utstryksglas bor man anvinda sig av en
balanserad utformning, s att varje sats innehaller representativa prover fran varje dosgrupp. Nir morfometriska
eller stereologiska analyser anviands bor hjarnviavnaden ingjutas i limpligt medium samtidigt pa alla dosnivaer for
att undvika krympning av artefakter i samband med ldngvarig forvaring i fixativ.

RAPPORTERING

Data

76.  Data rapporteras individuellt och sammanfattas i tabellform. I férekommande fall bor, for varje testgrupp och
varje generation, foljande rapporteras: antal djur i borjan av testet, antal djur som patriffats doda under testet eller
som avlivats av humana skil, tidpunkt for varje dodsfall eller avlivning, antal fertila djur, antal driktiga honor,
antal honor som foder en kull och antal djur som uppvisar tecken pé toxicitet. En beskrivning av toxicitet, inklu-
sive tidpunkt for forsta tecken, varaktighet och allvarlighetsgrad bor ocksd rapporteras.

77.  Numeriska resultat ska utvirderas genom en limplig och accepterad statistisk metod. De statistiska metoderna bor
viljas som en del av studieutformningen och bor pé lampligt sdtt hantera icke-normala data (t.ex.berdkningsdata),
censurerade data (t.ex.begrinsad observationstid), icke-oberoende (t.ex. kulleffekter och upprepade mitningar)
samt olika varianser. Generaliserade linjira blandade modeller och dos-responsmodeller ticker en bred klass av
analytiska verktyg som kan vara ldimpade for de data som genereras inom ramen for denna testmetod. Rapporten
bor innehdlla tillrickligt med information om analysmetoden och det datorprogram som anvinds, sd att en obero-
ende granskare/statistiker kan utvirderajomvardera analysen.

Utviirdering av resultaten

78.  Resultaten bor utvirderas i termer av de observerade effekterna, inklusive obduktion och mikroskopiska iaktta-
gelser. Utvirderingen omfattar sambandet, eller brist pd samband, mellan dosen och forekomst, frekvens och
svdrighetsgrad f6r missbildningar, inklusive storre skador. Malorgan, fertilitet, kliniska abnormiteter, reproduk-
tions- och kullresultat, kroppsviktsforandringar, dodlighet och andra toxiska och utvecklingsmassiga effekter bor
ocksd bedomas. Sirskild uppmirksamhet bor dgnas at konsspecifika forandringar. Testkemikaliens fysikalisk-
kemiska egenskaper och TK-data, nir de r tillgdngliga, inklusive Gverforing via placenta och mjolkutsondring,
bor beaktas vid utvdrdering av testresultaten.

Testrapport

79.  Testrapporten bor innehdlla foljande information som erhélls i den nu aktuella studien frdn P-, F - och F,-djur
(i tillimpliga fall):
Testkemikalie:

— All relevant och tillginglig information om testkemikaliens kemiska, toxikokinetiska och toxikodynamiska
egenskaper.

— Identifikationsuppgifter.

— Renbhetsgrad.

Vehikel (i forekommande fall):

— Motivering f6r val av vehikel om annan én vatten.
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Forsoksdjur:

— Art och stam som anvénds.

— Djurens antal, dlder och kon.

— Ursprung, inhysning, foder, bomaterial etc.

— Djurens individuella vikt vid testets borjan.

— Vaginalutstryksdata for P-honor innan behandlingen inleds (om uppgifterna samlas in vid den tidpunkten).

— Parningsregister for P-generationen som anger hanliga och honliga partner f6r en parning och parningens
framgéng.

— Uppgift om ursprungskull f6r vuxna F,-generationsdjur.

Testbetingelser:

— Grund for val av dosniva.
— Uppgifter om testkemikaliens sammansittning/foderberedning och uppnéddda koncentrationer.

— Beredningens stabilitet och homogenitet i vehikeln eller bararen (t.ex.foder, dricksvatten) i blodet och/eller
mjolken i enlighet med villkoren for anvindning och forvaring mellan anvidndningarna.

— Uppgifter om administreringen av testkemikalien.

— Omvandling fran fodrets/dricksvattnets testkemikaliekoncentration (ppm) till uppnadd dos (mg/kg kroppsvikt/
dag), om tillimpligt.

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet (inbegripet fodersammansittning, om tillgingligt).

— Detaljerad beskrivning av randomiseringsforfaranden for att vélja ungar f6r avlivning och for att anvisa ungar
till testgrupper.

— Miljoforhéllanden.

— Forteckning 6ver personal som utfor undersokningen, inklusive yrkesutbildning.

Resultat (sammanfattning och individuella data for respektive kon och dos):

— Foderkonsumtion, vattenforbrukning om tillginglig, fodereffektivitet (kroppviktsokning per gram foder som
konsumeras, med undantag av samhysningsperioden och under laktationen) samt testkemikalieforbrukning
(for administration via foder/dricksvatten) for P- och F,-djur.

— Absorptionsdata (om tillgangliga).

— Kroppviktsdata for P-djur.

— Kroppviktsdata for de valda F,-djuren efter avvinjningen.

— Tidpunkt for dodsfall under testet eller huruvida djuren 6verlevde fram till avslutningen.
— Art, allvarlighetsgrad och varaktighet for kliniska observationer (huruvida de ar reversibla eller ej).
— Hematologi, urinanalys och kliniska kemiska data inklusive TSH och T4.

— Fenotypisk analys av celler fran mjalte (T-, B-, NK-celler).

— Benmirgens cellularitet.

— Uppgifter om toxiska reaktioner.

— Antal P- och F,-honor med normal eller onormal brunstcykel samt cykelns varaktighet.
— Tid for parning (precoitalt intervall, antal dagar mellan hopparning och parning).

— Toxiska eller andra effekter pd reproduktionen, inklusive antal och procentsatser for djur som parat sig, drak-
tighet, forlossning och laktation, for haninducerad driktighet, for honor med tecken péd dystoki/langvarig eller
svar forlossning.

— Driktighetstid och, om uppgift finns, férlossningens varaktighet.

— Antalet implantationer, kullstorlek och procentandelen hanungar.
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— Antal och procentandel av postimplantationsforlust, levande fodda och dodfodda.

— Data om kullvikt och ungvikt (hanar, honor och i kombination), antalet smavixta ungar om det faststalls.
— Antal ungar med grava synliga missbildningar.

— Toxiska eller andra effekter pd avkomman, postnatal tillvixt, levnadsduglighet, etc.

— Uppgifter om fysiska markorer hos ungar och andra postnatala utvecklingsdata.

— Uppgifter om kénsmognad hos F,-djur.

— Uppgifter om funktionsobservationer av ungar och vuxna, i tillimpliga fall.

— Kroppsvikt vid avlivning och absoluta och relativa organviktsdata for P- och vuxna F,-djur.

— Obduktionsfynd.

— En detaljerad redogérelse av alla histopatologiska fynd.

— Totalt spermieantal i cauda epididymis, procentandel progressivt rorliga spermier, procentandel morfologiskt
normala spermier, och procentandel av spermier med varje identifierad abnormitet for P- och F,-hanar.

— Antal och mognadsstadier for de folliklar som finns i dggstockarna hos P- och F,-honor, i forekommande fall.
— Upprikning av gulkroppar i dggstockarna hos F,-honor.

— Statistisk bearbetning av resultaten, i tillimpliga fall.

Kohort 2 parametrar:

— Detaljerad beskrivning av de forfaranden som anvinds for att standardisera observationer och forfaranden,
samt operationella definitioner for att bedoma observationer.

— Forteckning 6ver samtliga testforfaranden, samt motivering for deras anvidndning.

— Narmare uppgifter om de beteendemdssiga/funktionella, neuropatologiska och morfometriska forfaranden
som anvinds, inklusive information och detaljer om automatiserade enheter.

— Rutiner for kalibrering och sikerstillande av likvirdiga enheter och balansen mellan behandlingsgrupperna i
testforfarandena.

— Kort motivering som forklarar eventuella beslut som inbegriper en yrkesmissig beddmning.

— Detaljerad beskrivning av alla beteendemissiga/funktionella, neuropatologiska och morfometriska resultat fran
respektive kon och dosgrupp, omfattande bade 6kningar och minskningar frén kontroller.

— Hjdrnvikt.

— Eventuella diagnoser som hirror frn neurologiska symtom och skador, inklusive naturligt forekommande
sjukdomar eller tillstand.

— Bilder pa typiska exempel pa fynd.
— Légupplosta bilder for att bedoma homologi i snitt som anvinds for morfometri.

— Statistisk bearbetning av resultaten, inklusive statistiska modeller som anvénds for att analysera data, och resul-
taten, oavsett om de var signifikanta eller ¢j.

— Samband med eventuella toxiska effekter till en slutsats om testkemikaliens neurotoxiska potential, efter kon
och dosgrupp.

— Péverkan av eventuell toxikokinetisk information pd slutsatserna.

— Data som stoder testmetodens tillforlitlighet och kénslighet (dvs. positiva och historiska kontrolldata).
— Eventuella samband mellan neuropatologiska och funktionella effekter.

— Noael eller referensdos for moderdjur och avkomma, for respektive kon och dosgrupp.

— Diskussion om den 6vergripande tolkningen av data baserat pa resultaten, inklusive en slutsats om huruvida
kemikalien orsakat utvecklingsneurotoxicitet samt Noael.
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Kohort 3 parametrar:

— IgM-antikroppstitrar i serum (sensibilisering mot SRBC eller KLH) eller IgM PFC-enheter i mjilte (sensibili-
sering mot SRBC).

— TDAR-metodens prestanda bor dirfor bekriftas som en del av optimeringsprocessen av laboratorier som infor
testet for forsta gangen, och med jamna mellanrum (t.ex. drligen) hos alla laboratorier.

— Diskussion om den 6vergripande tolkningen av data baserat pa resultaten, inklusive en slutsats om huruvida
kemikalien orsakat utvecklingsimmunotoxicitet samt Noael.

Diskussion av resultaten

Slutsatser, inbegripet Noael-vérden for effekter pa foraldrar och avkomma

All information som inte erhéllits under studien men som &r anvidndbara f6r tolkningen av resultaten (t.ex.likheter
med effekter fran alla kinda neurotoxiska dmnen) bor ocksd limnas.

Tolkning av resultaten

80. En utokad engenerationsstudie av reproduktionstoxicitet ger information om verkningarna av upprepad expo-
nering for en kemikalie under alla faser av reproduktionscykeln, vid behov. I synnerhet ger studien information
om reproduktionssystemet och om utveckling, tillvixt, overlevnad och funktionella endpoints hos avkomma upp
till PND 90.

81. Tolkning av studiens resultat bor ta hansyn till all tillginglig information om kemikalien, inklusive fysikalisk-
kemiska, TK och toxikodynamiska egenskaper, tillgingliga relevanta uppgifter om strukturella analoger, samt
resultat frdn toxicitetsstudier som tidigare genomforts med testkemikalien (t.ex.akut toxicitet, toxicitet efter
upprepad applikation, mekanistiska studier och studier som bedémer om det finns betydande kvalitativa och
kvantitativa artskillnader for metaboliska egenskaper in vivofin vitro). Obduktions- och organviktsresultat bor
bedémas i samband med observationer gjorda i andra studier med upprepad dosering, ndr sd dr mojligt. Minsk-
ningar i avkommans tillvixt kan 6vervigas i relation till en paverkan av testkemikalien pd mjolkens sammansitt-
ning (se hanvisning 29).

Kohort 2 (utvecklingsneurotoxicitet)

82.  Neurobeteendemissiga och neuropatologiska resultat bor tolkas mot bakgrund av samtliga resultat, med hjilp av
en metod som bygger pd evidensvirde och som involverar expertbedomning. Monster hos beteendemissiga eller
morfologiska fynd boér, om sddana finns, diskuteras, liksom beligg for dos-respons. Bedomningen av utvecklings-
neurotoxicitet, inklusive manskliga epidemiologiska studier eller fallrapporter, samt experimentella djurstudier
(t.ex. toxikokinetiska data, struktur-aktivitetsinformation, data fran andra toxicitetsstudier) bor ingd i denna karak-
terisering. Utvdrderingen av data bor omfatta en diskussion om bédde den biologiska och statistiska signifikansen.
Utvirderingen bor omfatta eventuella samband mellan observerade neuropatologiska och beteendemissiga forind-
ringar. For vigledning om tolkningen av utvecklingsmissiga neurotoxiska resultat, se testmetod B.53 (se hanvis-
ning 35) och Tyl et al., 2008 (se hanvisning 31).

Kohort 3 (utvecklingsimmunotoxicitet)

83.  Undertryckning eller forstirkning av immunfunktion bedomd genom TDAR (T-cellsberoende antikroppsrespons)
bor utvirderas mot bakgrund av samtliga iakttagelser som gjorts. Betydelsen av resultatet frdin TDAR kan stddjas
av andra effekter pd immunologiskt relaterade indikatorer (t.ex. benmargens cellularitet, lymfvivnadens vikt och
histopatologi, lymfocytdelmingdsfordelning). Effekter som faststillts genom TDAR kan vara mindre meningsfulla
vid annan toxicitet som observerats vid ligre exponering.

84.  OECD:s vigledning 43 bor anvidndas som stdd vid tolkningen av reproduktions- och neurotoxicitetsresultaten (se
hinvisning 26).
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Tilligg 2

DEFINITIONER
Kemikalie: Ett &mne eller en blandning.

Testkemikalie: Alla imnen eller blandningar som testas med denna testmetod.
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B.57 H295R STEROIDOGENESTEST

INLEDNING

1. Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 456 (2011). OECD inledde en hogprioriterad verksamhet
under 1998 for att se over befintliga, och ta fram nya, testriktlinjer for screening och testning av potentiellt
hormonstorande kemikalier. OECD:s konceptuella ram for testning och bedémning av endokrinstorande kemika-
lier frdn 2002 bestdr av fem nivéer, varje nivd motsvarar en annan nivd av biologisk komplexitet (se hanvisning 1).
H295R steroidogenestestet in vitro (H295R) som beskrivs i denna testmetod anvinder en méansklig adreno-karci-
nomcellinje (NCI-H295R-celler) och utgér ett in vitro-test pd nivd 2 som ger mekanistiska data och som ska
anvindas for screenings- och prioriteringsindamal. Utvecklingen och standardiseringen av testet som en screening
av kemiska effekter pé steroidogenes, sirskilt produktionen av 17f-6stradiol (E2) och testosteron (T), genomfordes
i en flerstegsprocess. H295R- testet har optimerats och validerats (se hanvisning 2, 3, 4, 5).

2. Syftet med H295R-steroidogenestestet dr att uppticka kemikalier som péverkar produktionen av E2 och T.
H295R-testet ar avsedd att identifiera xenobiotika som har som sitt mal de endogena komponenter som utgér
den intracelluldra biokemiska vdg som bérjar med sekvensen av reaktioner frén kolesterol till produktionen av E2
och/eller T. H295R-testet syftar inte till att identifiera kemikalier som péverkar steroidogenes beroende pé effekter
pa hypotalamus-hypofys-gonad (HPG) axeln. Malet med testet ar att ge svaret JA eller NEJ nir det giller en kemi-
kalies potential att inducera eller himma produktionen av T och E2, dock kan kvantitativa resultat erhéllas i vissa
fall (se punkterna 53 och 54). Testresultaten uttrycks som relativa forindringar i hormonproduktionen jimfort
med kontroller med 16sningsmedel. Testet syftar inte till att tillhandahalla specifik mekanistisk information om
interaktionen av testkemikalien med det endokrina systemet. Forskning har bedrivits med anvidndning av cellinjen
for att identifiera effekter pd specifika enzymer och intermedidra hormoner sdsom progesteron (se hinvisning 2).

3. Definitioner och forkortningar som anvinds i denna testmetod beskrivs i tilligget. Ett detaljerat protokoll, inklu-
sive anvisningar om hur man bereder losningar, odlar celler och utfor olika aspekter av testet finns som
tillagg I-1II till OECD:s dokument Multi-Laboratory Validation of the H295R Steroidogenesis Assay to Identify Modula-
tors of Testosterone and Estradiol Production (se hinvisning 4).

INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH BEGRANSNINGAR

4. Fem olika enzymer som katalyserar sex olika reaktioner dr involverade i biosyntesen for konssteroidhormon.
Enzymatisk omvandling av kolesterol till pregnenolon med cytokrom P450 (CYP)-kolesterol-sidokedjeklyvnings-
enzym (CYP11A) utgor det forsta steget i en serie av biokemiska reaktioner som kulminerar i syntesen av steroids-
lutprodukter. Beroende pa ordningsfoljden for de foljande tvd reaktionerna klyvs den steroidogena syntesvigen i
tvd banor, A>-hydroxisteroidvigen och A*-ketosteroidvigen, som konvergerar i produktionen av androstendion
(figur 1).

5. Androstendion omvandlas till testosteron (T) av 17f-hydroxisteroid-dehydrogenas (17-HSD). Testosteron ir bade
en intermedidr och en hormonslutprodukt. Hos hanar kan T omvandlas till dihydrotestosteron (DHT) av
Sa-reduktas som finns i cellmembran, kdrnholje och endoplasmatiskt retikulum hos mélvivnaderna for androgen
verkan, sdsom prostata och sidesbldsor. DHT ir signifikant mer potent som en androgen 4n T och anses ocksd
vara en homonslutprodukt. H295R-testet miter inte DHT (se punkt 10).

6.  Enzymet i den steroidogena vigen som omvandlar androgenkemikalier till dstrogena kemikalier 4r aromatashim-
mare (CYP19). CYP19 konverterar T till 17f-0stradiol (E2) och androstendion till dstron. E2 och T anses vara
hormonslutprodukter f6r den steroidogena vigen.

7. Specificiteten hos CYP17:s lyasaktivitet skiljer sig for de intermedidra substraten bland arterna. Hos ménniskor
gynnar enzymet substraten enligt A’-hydroxisteroid-reaktionsvigen (pregnenolon), medan substraten i A*-ketoste-
roidvdgen (progesteron) gynnas hos réttor (se hinvisning 19). Sidana skillnader i CYP17:s lyasaktivitet kan
forklara vissa artberoende skillnader i reaktioner pd kemikalier som fordndrar steroidogenes in vivo (se hanvis-
ning 6). H295-celler har visat sig bast reflektera ménskliga vuxna adrenalenzymuttryck och hormonproduktions-
monster (se hianvisning 20) men ar kinda for att uttrycka enzymer for bade A’-hydroxisteroid- och A*-ketosteroid-
védgarna for androgensyntesen (se hidnvisning 7, 11, 13, 15).
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Figur 1

Steroidogen vig i H295R-celler
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Enzymer dr kursiverade, hormoner i fetstil och pilar anger riktningen for syntesen. Grd bakgrund indikerar korti-
kosteroidvdgar/-produkter. Konssteroidvagar/-produkter 4r inringade. CYP = cytokrom P450, HSD = hydroxiste-
roiddehydrogenas, DHEA = dehydroepiandrosteron.

8. Den minskliga H295R-adreno-karcinom-cellinjen dr en anvindbar in vitro-modell for undersokning av effekter pa
steroidhormonsyntesen (se hanvisning 2, 7, 8, 9, 10). H295R-cellinjen uttrycker gener som kodar for alla viktiga
enzymer for steroidogenes som nimns ovan (se hinvisning 11, 15) (figur 1). Detta 4r en unik egenskap, eftersom
in vivo-uttryck hos dessa gener dr vivnads- och utvecklingsstadiespecifika, och det dr normalt ingen enskild vavnad
eller enskilt utvecklingsstadium som uttrycker alla gener som ar inblandade i steroidogenes (se hdnvisning 2).
H295R-celler har fysiologiska egenskaper som zonala odifferentierade humana fetala adrenala celler (se hanvis-
ning 11). Cellerna representerar ett unikt in vitro-system genom att de har fé6rmdgan att producera alla de steroid-
hormoner som finns i den vuxna binjurebarken och konskortlarna, vilket medger testning av effekter pd savil
kortikosteroidsyntesen och produktionen av konssteroidhormoner sdsom androgener och ostrogener. Testet vali-
derades dock endast for att detektera T och E2. Fordndringar som registrerats av testsystemet i form av forind-
ringar i produktionen av T och E2 kan vara resultatet av en mingd olika interaktioner av testkemikalier med
steroidogena funktioner som uttrycks genom H295R-celler. Dessa inkluderar uttrycksmodulering, syntes eller
funktion hos enzymer som ir involverade i produktion, omvandling eller eliminering av steroidhormoner (se
hénvisning 12, 13, 14). Himning av hormonproduktion kan bero pa direkt konkurrerande bindning till ett enzym
i syntesvdgen, paverkan av samfaktorer som NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat) och cAMP (cykliskt
adenosinmonofosfat), ochfeller 6kning av steroidmetabolism eller undertryckande av genuttrycket hos vissa
enzymer i steroidogenesens syntesvig. Aven om inhibition kan vara en funktion av bdde direkta och indirekta
processer involverade i hormonproduktionen, dr induktion typiskt av en indirekt karaktdr, genom att till exempel
paverka samfaktorer sisom NADPH och cAMP (som i fallet med forskolin), minskande steroidmetabolism (se
hénvisning 13) och eller uppreglering av ett steroidogent genuttryck.

9. H295R-testet har flera fordelar:

— Den mojliggor detektion av bade dkningar och minskningar i produktionen av bade T och E2.

— Den gor det mojligt att direkt bedoma de potentiella effekterna av en kemikalie pé cellviabilitet/cytotoxicitet.
Detta dr en viktig egenskap eftersom den gor det mojligt att skilja mellan effekter som beror péd cytotoxicitet
och effekter som beror pd direkt interaktion av kemikalier via steroidogena syntesvigar, vilket inte dr mojligt i
vivnadsexplantatsystem som bestér av flera celltyper med olika kinslighet och funktioner.
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— Den kraver inte anvindning av djur.
— H295R-cellinjen finns kommersiellt tillgidnglig.

10.  De principiella begransningarna for testet dr foljande:

— Dess metaboliska kapacitet ar okdnd men férmodligen ganska begrinsad. Diarfér kommer kemikalier som
metaboliskt maste aktiveras troligen att saknas i detta test.

— Eftersom H295R-enzymer hérror frin adrenal vivnad har de formdgan att producera gluko- och mineralkorti-
koider sdval som konshormoner och darfor kan effekter pd produktionen av gluko- och mineralkortikoider
paverka nivierna av T-och E2 som observeras i testet.

— Den miiter inte DHT och forvintas dirfor inte detektera kemikalier som himmar 5a-reduktas, i de fallen kan
Hershbergers bioassay (se hanvisning 16) anvindas.

— H295R-testet detekterar inte kemikalier som stor steroidogenes genom att paverka hypotalamus-hypofys-
gonad-axeln (HPG) eftersom detta endast kan studeras hos intakta djur.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

11.  Syftet med testet ér att uppticka kemikalier som péverkar T- och E2-produktionen. T ir ocksé en mellanprodukt i
syntesvigen for E2. Testet kan detektera kemikalier som normalt himmar eller inducerar enzymerna i steroidoge-
nesens reaktionsvig.

12, Testet utfors vanligtvis under standardcellodlingsbetingelser i odlingsplattor med 24 hal. Alternativt kan andra
plattstorlekar anvindas for att genomfora testet, men ympning och experimentella forhallanden bor justeras i
enlighet dirmed for att uppritthélla prestandakriteriernas efterlevnad.

13.  Efter en acklimatiseringsperiod pd 24 timmar pé flerhdlsplattor exponeras cellerna under 48 timmar for sju
koncentrationer av testkemikalien i minst tre replikat. Losningsmedel och en kind inhibitor och inducerare av
hormonproduktion kérs vid en bestimd koncentration som negativ och positiv kontroll. Vid slutet av exponer-
ingsperioden avligsnas mediet frn varje hdl. Cellviabiliteten i varje hal analyseras omedelbart efter att mediet
tagits bort. Koncentrationer av hormoner i mediet kan métas med médnga olika metoder inklusive kommersiellt
tillgdngliga hormonmitningsutrustningar och/eller instrumentella metoder, som till exempel vitskekromatografi-
masspektrometri (LC-MS). Data uttrycks som X-faldig fordndring i forhéllande till 16sningsmedelskontrollen och
den ldgsta koncentrationen med observerad effekt (LOEC). Om testet dr negativt, rapporteras den hogsta testade
koncentrationen som nolleffektkoncentration (NOEC). Slutsatser om en kemikalies forméga att paverka steroido-
genes bor baseras pd minst tvd oberoende testomgédngar. Den forsta testomgéngen kan anvindas for att bestimma
dos med efterfoljande justering av koncentrationer f6r omgéng 2 och 3, i tillimpliga fall, om loslighets- eller cyto-
toxicitetsproblem pétriffas eller kemikaliens aktivitet verkar vara i slutet av det testade koncentrationsintervallet.

ODLINGSFORFARANDE

Cellinje

14.  NCI-H295R-celler finns kommersiellt tillgangliga frin American Type Culture Collections (ATCC) efter ett underteck-
nande av ett avtal om materialoverforing (Material Transfer Agreement, MTA) ().

Inledning

15. Pé grund av fordndringar i den E2-producerande formégan hos cellerna med okande alder/passager (se hanvis-
ning 2) bor cellerna odlas efter ett sirskilt protokoll innan de anvinds och antalet passager sedan cellerna tinades
savil som passagenumret dé cellerna frystes och placerades i forvaring i flytande kvdve ska noteras. Den forsta
siffran anger det faktiska cellpassagenumret och den andra siffran beskriver passagenumret dé cellerna frystes och
placerades i lager. Till exempel ska celler som frysts efter passage fem och tinats och sedan delats tre ganger (4
passager om man raknar de nyligen upptinade cellerna som passage 1) efter att de odlats igen markas passage 4.5.
Ett exempel pd ett numreringsschema aterfinns i tilldgg 1 till valideringsrapporten (se hinvisning 4).

16. Lagringsmediet anvinds som bas for det berikade mediet och frysmediet. Berikat medium &r en nodvindig
komponent for odling av celler. Frysmediet ar sirskilt utformat for att medge opaverkad frysning av celler for

(') ATCC CRL-2128; ATCC, Manassas, VA, Forenta staterna, http://www.lgcstandards-atcc.org/
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langtidsforvaring. Fore anvdndning bor Nu-serum (eller ett jamforbart serum med samma egenskaper som har
visat sig ge data som uppfyller testprestanda- och kvalitetskontrollkraven (QC)), som ir en bestdndsdel i berikade
medier, analyseras for bakgrundskoncentrationer av T och E2. Beredningen av dessa losningar beskrivs i tilligg 1I
till valideringsrapporten (se hinvisning 4).

17.  Efter inledandet av en H295R-cellodling fran en ursprunglig ATCC-sats, bor celler odlas i fem passager (dvs.
cellerna delas 4 ganger). Passagefem-celler fryses sedan ner i flytande kvive for lagring. Innan cellerna fryses ner,
kors ett urval av tidigare passagefyra-celler pa en QC-platta (se punkt 36 och 37) for att kontrollera om den basala
produktionen av hormoner och responsen pa positiva kontrollkemikalier uppfyller kvalitetskontrollkriterierna for
testet enligt definitionen i tabell 5.

18.  H295R-celler maste odlas, frysas och lagras i flytande kvive for att sikerstilla att det alltid finns celler for lamplig
passage/dlder for odling och anvindning. Det maximala antalet passager efter att ha tagit en ny (!) eller fryst (?
sats av celler till odling som &r godtagbart for anvandning i H295R-testet bor ej overstiga 10. Till exempel skulle
godtagbara passager for odlingar av celler fran ett parti fryst vid passage 5 vara 4.5 till 10.5. For celler som star-
tades fran dessa frysta partier bor det forfarande som beskrivs i punkt 19 foljas. Dessa celler ska odlas i minst
fyra (4) ytterligare passager (passage 4.5) innan de anvinds for testning.

Utgangsceller fran fryst lager

19.  Forfarandet for att starta celler fran fryst lager ska anvindas nir en ny sats av celler avligsnas fran lagringen i
flytande kvive for odling och testning. Detaljer for detta forfarande framgér av tilldgg III till valideringsrapporten
(se hdnvisning 4). Celler tas ut ur lagret med flytande kvive, tinas snabbt, placeras i berikat medium i ett centri-
fugrér, centrifugeras vid rumstemperatur, dtersuspenderas i berikat medium och overfors till en odlingskolv.
Mediet bor bytas pafoljande dag. H295R-cellerna odlas i en apparat for odling av bakterier vid 37 °C med 5 %
CO, i luftatmosfir och mediet férnyas 2-3 ganger per vecka. Nir cellerna ndr ca 85-90 % konfluens bor de delas.
Uppdelning av cellerna dr nodvindig for att sikerstilla cellernas hélsa och tillvixt och for att bibehlla celler till
bioassayer. Cellerna skoljs tre gdnger med fosfatbuffrad saltlosning (PBS, utan Ca? Mg?*) och slipps fria frin
odlingskolven genom tillsats av ett limpligt losgorande enzym, tex.trypsin i PBS (utan Ca** Mg?"). Omedelbart
efter att cellerna har lossats fran odlingskolven bor enzymaktiviteten stoppas med tillsats av berikat medium med
ett forhéllande pd 3 ginger den volym som anvints vid enzymbehandlingen. Cellerna placeras i ett centrifugror,
centrifugeras vid rumstemperatur, supernatanten avligsnas och pelleten av celler atersuspenderas i berikat
medium. Limplig méingd av cellosningen placeras i den nya odlingskolven. Mangden cellosning bor justeras sd att
cellerna ar utvixta inom 5-7 dagar. Det rekommenderade sub-odlingsforhallandet 4r 1:3 till 1:4. Plattan ska
mirkas noga. Cellerna dr nu redo for att anvindas i testet och 6verskottet av celler bor frysas i flytande kvive,
sdsom beskrivs i punkt 20.

Frysning av H295R-celler (forberedning av celler for forvaring i flytande kvive)

20.  For att forbereda H295R-celler for frysning, bor det ovan beskrivna forfarandet for att dela celler foljas fram till
steget for dtersuspendering av pelleten av celler i botten av centrifugréret. Har dtersuspenderas pelleten av celler i
frysmediet. Losningen overfors till ett kryoror, méarkt pa lampligt sdtt, och fryses vid — 80 °C under 24 timmar,
varefter kryororet 6verfors till flytande kvive for lagring. Detaljer for detta forfarande framgér av tilldgg 11 till vali-
deringsrapporten (se hdnvisning 4).

Utstrykning och forinkubation av celler for testning

21.  Antalet 24-hélsplattor, preparerade i enlighet med punkt 19, som kommer att behovas beror pd hur ménga kemi-
kalier som ska testas och cellernas konfluens i odlingsskdlarna. Som en allmin regel, tillhandahéller en odlings-
kolv (75 cm?) med 80-90 % konfluenta celler tillrickligt méinga celler for 1-1,5 (24-hals) platta med en malden-
sitet pd 200 000 till 300 000 celler per ml medium som leder till cirka 50-60 % konfluens i hélen efter
24 timmar (figur 2). Detta 4r vanligtvis den optimala celldensiteten for hormonproduktion i testet. Vid hogre
densiteter forandras produktionsmonstret for T sdvil som for E2. Innan man genomfor testet for forsta gangen,
rekommenderas det att man testar olika ympningsdensiteter pd mellan 200 000 och 300 000 celler per ml och
densiteten som resulterar i 50-60 % konfluens i hélen efter 24 timmar viljs for ytterligare forsok.

(") Med ny sats avses en ny sats av celler erhéllna frén ATCC.
() Med ﬂ/yst sats avses celler som tidigare har odlats och sedan frysts vid ett annat laboratorium dn ATCC.
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Figur 2

Mikrofoto av H295R-celler med en odlingstithet pa 50 % i en 24-hils odlingsplatta efter 24 timmar som
tagits vid kanten (A) och centrum (B) av ett hal

22, Mediet pipetteras fran odlingskolven och cellerna skoljs 3 ganger med steril PBS (utan Ca2*Mg?"). En enzymlosning
(i PBS) tillsitts for att 16sgora cellerna fran odlingskolven. Nar det gétt en limplig tid for cellerna att lossna bor
enzymverkan stoppas med tillsats av berikat medium med ett forhdllande pd 3 ginger den volym som anvinds
for enzymbehandlingen. Cellerna placeras i ett centrifugror, centrifugeras vid rumstemperatur, supernatanten
avldgsnas och pelleten av celler dtersuspenderas i berikat medium. Celldensiteten berdknas med t.ex. en hemocyto-
meter eller cellrdknare. Cellosningen spads till onskad plattodlingsdensitet och blandas noggrant for att sakerstilla
en homogen celltithet. Cellerna sprids ut med 1 ml cellosning per hél och plattorna och hélen mirks. De ympade
plattorna inkuberas vid 37 °C med 5 % CO, i luftatmosfir under 24 timmar for att tillta cellerna att fasta i
hélen.

KRAV PA KVALITETSKONTROLL

23.  Det dr viktigt att exakta volymer av losningar och prover fordelas i halen vid doseringen eftersom dessa volymer
bestimmer de koncentrationer som anvinds vid berdkningarna av testresultaten.

24.  Fore inledning av cellodling och eventuell efterfljande testning, bér varje laboratorium visa kénsligheten hos sitt
hormonmitsystem (punkterna 29-31).

25.  Om antikroppsbaserade hormonmitningstester ska anvindas bor testkemikalierna, innan testningen inleds, analy-
seras for sin potential att stora det métsystem som anvinds for att kvantifiera T och E2 enligt beskrivningen i
punkt 32.
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26. DMSO ir det rekommenderade 16sningsmedlet for testet. Om ett alternativt 16sningsmedel anvinds, ska foljande
faststillas:

— Losligheten av testkemikalien, forskolin och prokloraz i 1osningsmedlet samt
— cytotoxiciteten som en funktion av koncentrationen av lo6sningsmedlet.

Det rekommenderas att den maximalt tillitna koncentrationen losningsmedel inte bor Gverskrida 10 ganger spad-
ningen av den minst cytotoxiska koncentrationen av losningsmedlet.

27. Innan testet genomfors for forsta gangen, bor laboratoriet genomfora ett kvalificerande experiment som visar att
laboratoriet kan bibehélla och uppnd limpliga betingelser for cellodling och forsok som krivs for kemisk prov-
ning enligt punkterna 33-35.

28.  Vid inledning av testning med ett nytt parti, bor en kontrollodlingsplatta koras innan man anvinder en ny sats
celler for att utvirdera prestandan hos de celler som beskrivs i punkterna 36 och 37.

Prestandan hos hormonmitsystemet

Metodens kdnslighet, noggrannhet, precision och korsreaktivitet med provmatris

29.  Varje laboratorium kan sjilva vilja ett hormonmitsystem for analysen av produktionen av T och E2 med H295R-
celler sd linge det uppfyller prestandakriterierna, inklusive kvantifieringsgransen (LOQ). Nominellt dr dessa
100 pg/ml f6r T och 10 pg/ml for E2, vilket grundas pd de basala hormonnivder som observerats i valideringsstu-
dierna. Emellertid kan hogre eller ligre nivder vara limpliga beroende pd de basala hormonnivder som uppnatts i
det utforande laboratoriet. Innan starten av QC-platta och provomgangar bor laboratoriet visa att hormontestet
som ska anvindas kan mita hormonhalter i berikat medium med tillricklig noggrannhet och precision for att
uppfylla de QC-kriterier som anges i tabellerna 1 och 5, genom att analysera berikat medium som spikats med en
intern hormonkontroll. Berikat medium bor spikas med minst tre koncentrationer av varje hormon (t.ex.100,
500 och 2 500 pg/ml T; 10, 50 och 250 pg/ml av E2, eller de ligsta mojliga koncentrationerna baserade pa
detektionsgrinserna for det valda hormonmatsystemet kan anvindas for de lagsta spikkoncentrationerna av T och
E2) och analyseras. Uppmaitta hormonkoncentrationer for icke-extraherade prover ska ligga inom 30 % av de
nominella koncentrationerna, och variationen mellan upprepade mitningar av samma prov bor inte Overstiga
25 % (se dven tabell 8 for ytterligare QC-kriterier). Om dessa QC-kriterier uppfylls antas det att den valda
hormonmatningstestet ar tillrickligt noggrann och exakt och inte korsreagerar med komponenter i mediet (prov-
matrisen) sd att en betydande péverkan pd testresultatet kan forvintas. I detta fall krdvs ingen extraktion av
proverna fore hormonmitningarna.

30. I fall QC-kriterierna i tabell 1 och 8 inte uppfylls, kan en betydande matriseffekt forekomma och ett experiment
med extraherat spikat medium boér genomforas. Ett exempel pd ett extraktionsforfarande beskrivs i tilligg II till
valideringsrapporten (se hinvisning 4). Mitningar av hormonkoncentrationer i de extraherade proverna bor goras
med tre replikat (). Om man efter extraktionen kan pavisa att komponenterna i mediet inte stér hormondetekter-
ingsmetoden sdsom definieras av QC-kriterierna, bor alla ytterligare forsok utforas med de extraherade proverna.
Om QC-kriterierna inte kan uppfyllas efter extraktionen, 4r det anvinda hormonmatsystemet inte limpligt for
H295R-steroidogenestestet, och en alternativ hormondetekteringsmetod bér anvandas.

Standardkurva

31. Hormonkoncentrationerna i losningskontrollerna (SC) bor ligga inom den linjira delen av standardkurvan. Fore-
tradesvis bor SC-virdena ligga ndra mitten av den linjdra delen for att sikerstilla att induktion och inhibering av
hormonsyntesen kan maitas. Utspadningar av medium (eller extrakt) som ska mitas ska viljas i enlighet ddrmed.
Det linjira forhdllandet ska bestimmas med en lamplig statistisk metod.

Kemiskt interferenstest

32.  Om antikroppsbaserade analyser sdsom enzymkopplade immunadsorberande analyser (Elisa) och radioimmuna-
nalyser (RIA) ska anvdndas for att mita hormoner, bor varje kemikalie testas for potentiell storning av det
hormonmatsystem som ska anvindas fore starten av den faktiska kemikalietestningen (tillagg III till valideringsrap-
porten [se hdnvisning 4]), eftersom vissa kemikalier kan stora dessa tester (se hdnvisning 17). Om storningar
intrdffar som dr = 20 % av den basala hormonproduktionen av T och/eller E2 som bestimts genom hormon-
analys, bor Chemical Hormone Assay Interference-testet (som beskrivs i tilldgg 111 till valideringsrapporten [se hanvis-
ning 4] avsnitt 5.0) utforas for alla utspadningar av testkemikaliestamlosning for att identifiera den troskeldos vid

(") Anm.: Om extraktion kravs, utfors tre upprepade matningar for varje extrakt. Varje prov extraheras endast en ging.
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vilken betydande (> 20 %) interferens upptriader. Om interferensen dr mindre 4n 30 % kan resultaten korrigeras
avseende interferens. Om interferensen Gverstiger 30 % dr data ogiltiga och ska kasseras vid dessa koncentrationer.
Om betydande interferens av en testkemikalie med ett hormonmitsystem upptrader vid mer 4n en icke-cytotoxisk
koncentration, bor ett annat hormonmitsystem anvéndas. For att undvika storningar frén fororenande kemikalier
rekommenderas att hormoner extraheras frin mediet med hjilp av ett limpligt 16sningsmedel, méjliga metoder
finns i valideringsrapporten (se hdnvisning 4).

Tabell 1

Prestandakriterier for hormonmitsystem

Parameter Kriterium

Mitmetodens kinslighet Kvantifieringsgransen (LOQ)
T: 100 pg/ml; E2: 10 pg/ml (%)

Hormonextraktionseffektivitet (endast | De genomsnittliga dtervinningsnivéerna (baserat pd mitning i tre
ndr extraktion behovs) replikat) for de spikade mingderna av hormon bor inte avvika mer 4n
30 % fran den mangd som tillsatts

Kemisk interferens (endast antikropps- | Ingen betydande (> 30 % av basal hormonproduktion av respektive
baserade system) hormon) korsreaktivitet med ndgon av de hormoner som produceras av
cellerna ska intriffa () ()

(") Anm.: Metodens matgrinser baseras pd de basala hormonproduktionsvirden som anges i tabell 5, och ir prestationsbase-
rade. Om man kan uppné okad basal hormonproduktion s kan gransen vara storre.

(") Vissa T- och E2-antikroppar kan korsreagera med androstendion och ostron, respektive, vid en storre procentandel. I sddana
fall 4r det inte mojligt att exakt faststilla effekterna pd 17p-HSD. Didremot kan data fortfarande ge anvindbar information
om effekterna pd ostrogen eller androgen produktion i allminhet. I sddana fall bor data uttryckas som androgen/dstrogen
respons snarare dn E2 och T.

() Dessa inkluderar: kolesterol, pregnenolon, progesteron, 11-deoxikortikosteron, kortikosteron, aldosteron, 17a-pregnenolon,
17a-progesteron, deoxikortisol, kortisol, DHEA, androstendion, ostron.

Kvalifikationsprovning av laboratorium

33.  Fore testning av okdnda kemikalier bor ett laboratorium visa att det kan uppné och bibehélla de limpliga cellod-
lings- och testbetingelser som kravs for ett framgangsrikt genomforande av testet, genom en kvalifikationsprov-
ning av laboratoriet. Eftersom resultatet av ett test dr direkt kopplat till den laboratoriepersonal som utfor testet
bor dessa forfaranden delvis upprepas om en forindring av laboratoriepersonal sker.

34.  Kvalifikationsprévningen ska genomféras med samma forutsittningar som anges i punkterna 38 till 40 genom att
exponera celler for 7 6kande koncentrationer av starka, mattliga och svaga inducerare och himmare samt en
negativ kemikalie (se tabell 2). Specifikt ska de kemikalier som testas inkludera den starka induceraren forskolin
(CAS-nr 66575-29-9), den starka himmaren prokloraz (CAS-nr 67747-09-5), den mattliga induceraren atrazin
(CAS-nr 1912-24-9), den mattliga himmaren aminoglutetimid (CAS-nr 125-84-8), den svaga induceraren
(E2-produktion) och den svaga himmaren (T-produktion) bisfenol A (CAS-nr 80-05-7) samt den negativa kemika-
lien manskligt korioniskt gonadotropin (HCG) (CAS-nr 9002-61-3), sisom visas i tabell 2. Separata plattor odlas
for alla kemikalier med anvandning av det format som visas i tabell 6. En QC-platta (tabell 4, punkterna 36-37)
bor inkluderas vid varje daglig odling av kvalifikationskemikalierna.

Tabell 2

Kvalifikationskemikalier och exponeringskoncentrationer

Kvalifikationskemikalie Testkoncentrationer [pM]

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

Forskolin 0,0,03,0,1,0,3,1, 3,10, 30
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35.

36.

37.
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Kvalifikationskemikalie Testkoncentrationer [pM]
Atrazin 0@®,003,01,1, 3,10, 30, 100
Aminoglutetimid 0@,003,01,1, 3,10, 30, 100
Bisfenol A 0®,003,01,1, 3,10, 30, 100
HKG 0®,003,01,1, 3,10, 30, 100

(%) Losningsmedel (DMSO)-kontroll (0), 1 pl DMSO/hal.

Exponering av H295R for kvalifikationskemikalier bor utforas pd 24-héls odlingsplattor vid laboratoriets kvalifika-
tionsprovning. Doseringen 4r i pM for samtliga testkemikaliedoser. Doserna ska administreras i DMSO med 0,1 %
v[v per hal. Alla testkoncentrationer bor testas i tre hal (tabell 6). Separata plattor odlas for varje kemikalie. En
QC-platta inkluderas for varje daglig omgéng.

Cellviabilitets- och hormonanalys genomfors i enlighet med punkterna 42 till 46. Troskelvardet (ldgsta koncentra-
tion med observerad effekt, LOEC) och klassificeringsbeslut bor redovisas och jamforas med virdena i tabell 3.
Uppgifterna anses godtagbara om de uppfyller LOEC och klassificeringsbeslut i tabell 3.

Tabell 3

Troskelvirden (LOEC) och klassificeringsbeslut avseende kvalifikationskemikalier

LOEC [uM] Klassificeringsbeslut
CAS-nr
T E2 T E2
Prokloraz 67747-09-5 <0,1 <1,0 + () (inhibition) + (inhibition)
Forskolin 66575-29-9 <10 <0,1 + (induktion) + (induktion)
Atrazin 1912-24-9 <100 <10 + (induktion) + (induktion)
Aminoglutetimid 125-84-8 <100 < 100 + (inhibition) + (inhibition)
Bisfenol A 80-05-7 <10 <10 + (inhibition) + (induktion)
HKG 9002-61-3 inte tillimpligt | inte tillimpligt Negativ Negativ

() +, positiv
inte tillimpligt : inte tillimpligt eftersom inga dndringar intraffar efter exponering av icke-cytotoxiska koncentrationer for
negativ kontroll.

Kvalitetskontrollplatta

Kvalitetskontrollplattan (QC) anvinds for att kontrollera prestanda hos H295R-celler under standardodlingsbeting-
elser, och for att uppritta en historisk databas for hormonkoncentrationer i losningsmedelskontroller, positiva och
negativa kontroller, samt andra QC-matt over tiden.

— H295R-cellprestandan bor bedémas med hjilp av en QC-platta for varje nytt ATCC-parti eller efter anvind-
ningen av ett tidigare fryst lager av celler for forsta gingen, om inte laboratoriets kvalifikationsprovning (punk-
terna 32-34) har genomforts med denna sats av celler.

— En QC-platta ger en fullstindig bedomning av de testforhallanden (t.ex. cellviabilitet, 16sningsmedelkontroller,
negativa och positiva kontroller, samt variation mellan och inom tester) nir man testar kemikalier och bor
ingd i varje testomgdng.

QC-provningen ska utforas pd en 24-hdlsplatta och foljer samma forfaranden som for inkubation, dosering, cell-
viabilitet/cytotoxicitet, hormonextraktion och hormonanalys som beskrivs i punkterna 38 till 46 for testning av
kemikalier. QC-plattan innehéller blankdmnen, l6sningsmedelskontroller och tvd koncentrationer av en kind

21.8.2014
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38.

39.

inducerare (forskolin, 1 pM, 10 pM) och hdmmare (prokloraz, 0,1 uM, 1 pM) av E2- och T-syntes. Dessutom
anvinds MeOH i vissa hdl som en positiv kontroll for viabilitets-/cytotoxicitetstestet. En detaljerad beskrivning av
plattans utformning ges i tabell 4. De kriterier som ska uppfyllas for QC-plattan anges i tabell 5. Den minsta
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basala hormonproduktionen for T och E2 ska uppfyllas i bade losningsmedelskontrollen och blankhélen.

Tabell 4

Kvalitetskontrollplattans utformning for att testa prestandan hos oexponerade H295R-celler och celler
som utsitts for kinda himmare (PRO = prokloraz) och stimulatorer (FOR = forskolin) av E2- och T-
produktion. Efter avslutning av exponeringsexperimentet och avligsnande av mediet, tillsitts en 70 %
metanollosning i samtliga MeOH-hal for att fungera som en positiv kontroll for cytotoxicitet (se cytotoxi-

citetstest i tilligg III till valideringsrapporten [hidnvisning 4])

1

2

3

4

5

6

Blank (%)

Blank (%)

Blank (3

Blank ()
(+ MeOH) ()

Blank (%)
(+ MeOH) ()

Blank (%)
(+ MeOH) ()

DMSO ()
1ul

DMSO ()
1l

DMSO ()
1ul

DMSO ()
1ul
(+ MeOH) (°)

DMSO (9

1ul
(+ MeOH) ()

DMSO (9

1l
(+ MeOH) ()

FOR 1 uM

FOR 1 pM

FOR 1 pM

PRO 0,1 uM

PRO 0,1 uM

PRO 0,1 uM

D

FOR 10 uM

FOR 10 uM

FOR 10 uM

PRO 1 pM

PRO 1 pM

PRO 1 pM

(%) Celler i blankhél far endast medium (dvs. inget 16sningsmedel).
() Metanol (MeOH) tillsitts efter att exponeringen har avslutats och mediet avligsnas fran dessa hal.
(9 DMSO-losningsmedelskontroll (1 pl/hal).

Tabell 5

Prestandakriterier for kvalitetskontrollplatta

T E2

Basalproduktion av hormonet i 16sningsmedelskon-
trollen (SC)

v

5 ganger LOQ > 2,5 ganger LOQ

Induktion (10 pM forskolin) > 1,5 ganger SC > 7,5 ganger SC

IN

Inhibition (1pM prokloraz) 0,5 ganger SC < 0,5 gdnger SC

KEMISKT EXPONERINGSFORFARANDE

De forinkuberade cellerna ska avldgsnas frén inkubatorn (punkt 21) och kontrolleras i mikroskop for att siker-
stilla att de dr i gott skick (fastsdttning, morfologi) fore doseringen.

Cellerna placeras i ett biosikerhetsskdp och det berikade mediet avldgsnas och ersitts med ett nytt berikat medium
(1 ml/hal). DMSO ar det losningsmedel som foredras for denna testmetod. Men om det finns skil att anvinda
andra 16sningsmedel bor den vetenskapliga grunden beskrivas. Cellerna exponeras for testkemikalien genom att 1
pl av lamplig stamlosning tillsitts DMSO (se tillagg 1T till valideringsrapporten [hinvisning 4]) per 1 ml berikat
medium (hdlvolym). Detta resulterar i en slutlig koncentration av 0,1 % DMSO i hédlen. For att sikerstilla adekvat
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blandning foredras i allminhet att den limpliga stamlosningen av testkemikalien i DMSO blandas med berikat
medium f6r erhdllande av den onskade slutkoncentrationen for varje dos, och blandningen tillsitts varje hal
omedelbart efter borttagandet av gammalt medium. Om detta alternativ anvinds bor koncentrationen av DMSO
(0,1 %) vara ofordndrat for alla hal. De hil som innehdller de storsta tvd koncentrationerna bedoms visuellt, avse-
ende bildning av fillningar eller grumlighet som en indikation pé ofullstindig 16slighet av testkemikalien, med
hjilp av ett stereomikroskop. Om sddana tillstind (grumlighet, fillningsformationer) observeras, granskas ocksé
de hal som innehéller de ndrmaste ligre koncentrationerna (och sa vidare) och koncentrationer som inte helt l6ser
sig undantas fran vidare utvirdering och analys. Plattan aterfors till inkubatorn vid 37 °C med 5 % CO, i luftatmo-
sfir under 48 timmar. Testkemikalieplattans utformning visas i tabell 6. Block 1-7 visar placering av 6kande doser
av testkemikalien.

Tabell 6

Doseringsschema for exponeringen av H295R-celler for att testa kemikalier i en 24-halsplatta

1 2 3 4 5 6
A DMSO DMSO DMSO Block 4 Block 4 Block 4
B Block 1 Block1 Block 1 Block 5 Block 5 Block 5
C Block 2 Block 2 Block 2 Block 6 Block 6 Block 6
D Block 3 Block 3 Block 3 Block 7 Block 7 Block 7

40.  Efter 48 timmar tas exponeringsplattorna ut ur inkubatorn och varje hal kontrolleras i mikroskop avseende cell-
tillstdnd (fastsittning, morfologi, grad av konfluens) och tecken pé cytotoxicitet. Mediet frén varje hél delas i tvd
lika stora mangder (cirka 490 pl vardera) och overfors till tvd separata ror markta péa lampligt sitt (dvs. en alikvot
for att ge ett extraprov for varje hdl). For att forhindra cellerna fran att torka ut, tas mediet bort en rad eller
kolumn i taget och ersitts med mediet for cellviabilitets-/cytotoxicitetstestet. Om cellviabilitet/cytotoxicitet inte ska
mitas direkt tillsdtts 200 pl PBS med Ca?* och Mg?* till varje hal. Mediet fryses vid — 80 °C tills vidare bearbetning
for analys av hormonkoncentrationer (se punkterna 44—46). Medan T och E2 i medium som lagras vid — 80 °C i
allminhet ar stabila i minst 3 ménader bor hormonstabiliteten under lagringen dokumenteras pé varje laborato-
rium.

41.  Omedelbart efter avligsnande av mediet bestims cellviabilitet/cytotoxicitet for varje exponeringsplatta.

Cellviabilitetsbestimning

42, Ett valfritt cellviabilitets-/cytotoxicitetstest kan anvindas for att bestimma den testkemikaliens potentiella effekt pa
cellernas livskraft. Testet bor kunna ge ett sant matt pd andelen livsdugliga celler i ett hdl eller det bor visas att det
ar direkt jamforbart med (en linjir funktion av) Live/Dead®-testet (se tillagg III till valideringsrapporten [hinvis-
ning 4]). Ett alternativt test som har visat sig fungera lika bra ar MTT [3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetra-
zoliumbromid]-testet (se hinvisning 18). Bedémningen av cellviabiliteten med hjilp av ovanstdende metoder ar ett
relativt mdtt som inte nédvandigtvis uppvisar linjara samband med det totala antalet celler i ett hal. Darfor bor en
subjektiv parallell visuell bedomning av varje hal genomféras av analytikern och digitala bilder av 16sningsmedels-
kontroller och de tvd hogsta icke-cytotoxiska koncentrationerna ska tas och arkiveras for att senare kunna bedoma
sann celltithet om det skulle krdvas. Om det genom visuell inspektion eller om det framgar av viabilitets-/cytotoxi-
citetstestet att det tycks finnas en 6kning av antalet celler maste den eventuella 6kningen verifieras. Om en 6kning
av cellantalet verifieras bor detta anges i testrapporten. Cellernas livsduglighet uttrycks i forhdllande till den
genomsnittliga responsen i losningsmedelskontroller, som anses vara 100 % viabla celler och berdknas som lamp-
liga for det cellviabilitets-| cytotoxicitetstest som anvinds. For MTT- testet kan foljande formel anvindas:
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% viabla celler = (respons i hal — genomsnittlig respons i MeOH-behandlade [= 100 % doda] hél) + (genom-
snittlig respons i SC-hdl — genomsnittlig respons i MeOH-behandlade [= 100 % doda] hal)

43.  Hal med viabilitet ligre 4n 80 %, i forhallande till den genomsnittliga viabiliteten i SC (= 100 % viabilitet), bor inte
ingd i den slutliga dataanalysen. Inhibering av steroidogenes som upptriader i nirvaro av nistan 20 % cytotoxicitet
bor utvirderas noggrant for att sikerstilla att cytotoxiciteten inte dr orsaken till inhibitionen.

Hormonanalys

44.  Varje laboratorium kan anvinda ett valfritt hormonmatsystem for analysen av T och E2. Restalikvoter av medium
fran varje behandlingsgrupp kan anvindas for att bereda spadningar, for att hélla koncentrationen inom den
linjira delen av standardkurvan. Som anges i punkt 29, bor varje laboratorium pévisa 6verensstimmelsen mellan
sitt hormonmitsystem (t.ex.Elisa, RIA, LC-MS, LC-MS/MS) och QC-kriterierna genom att analysera berikat
medium spikat med en intern hormonkontroll innan QC-omgéngarna eller testningen av kemikalierna genomférs.
For att sdkerstilla att komponenterna i testsystemet inte stor matningen av hormoner kan hormonerna behéva
extraheras fran mediet innan de mits (se punkt 30 for de omstindigheter under vilka en extraktion krévs eller ej).
Det rekommenderas att man utfor extraktion enligt forfarandena i tilligg II till valideringsrapporten (se hinvis-
ning 4).

45.  Om ett kommersiellt testkit anvinds for att mata hormonproduktionen bér hormonanalysen utféras enligt de
manualer som tillhandahélls av testkittillverkaren. De flesta tillverkare har ett unikt forfarande fér hur hormona-
nalyserna ska genomforas. Spadning av prover behover anpassas sd att forvintade hormonkoncentrationer for
16sningsmedelskontroller ligger inom mitten i det linjira omrédet for standardkurvan for det enskilda testet (tilligg
III till valideringsrapporten [se hinvisning 4]). Virden utanfor den linjara delen av standardkurvan bor avvisas.

46.  Slutliga hormonkoncentrationer berdknas enligt foljande:

Exempel:

Extraherat: 450 pl medium

Beredd i: 250 pl testbuffert

Utspéddning i test: 1:10 (for att halla provet inom det linjira omradet for standardkurvan)
Hormonkoncentration i test: 150 pg/ml (redan justerad till koncentration per ml prov som testas)
Atervinning: 89 %

Slutlig hormonkoncentration = (Hormonkoncentration (per ml) + dtervinning) (spadningsfaktor)
Slutlig hormonkoncentration = (150 pg/ml) + (0,89) x (250 pl/450 pl) x 10 = 936,3 pg/ml

Val av testkoncentrationer

47.  Minst tvd oberoende omgéngar av testet ska genomféras. Om det inte finns forhandsinformation, t.ex. om loslig-
hetsgrinser eller cytotoxicitet, som kan ligga till grund for valet av testkoncentrationer, rekommenderas att test-
koncentrationerna for den inledande omgdngen fordelas med log,,-intervaller med 10 M som den hogsta
koncentrationen. Om kemikalien ir 16slig och inte dr cytotoxisk vid nigon av de testade koncentrationerna och
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48.

den forsta omgdngen var negativ for alla koncentrationer, ska detta bekriftas i ytterligare en omgang med samma
betingelser som i den forsta omgédngen (tabell 7). Om resultaten frdn den forsta omgangen ar tvetydiga (dvs. den
X-faldiga fordndringen ir statistiskt signifikant frdn SC vid endast en koncentration) eller positiva (dvs. den X-
faldiga forandringen for tvé eller flera intilliggande koncentrationer ar statistiskt sikerstalld), ska testet upprepas
enligt tabell 7 genom forfining av de valda testkoncentrationerna. Testkoncentrationerna i omgdng tvd och tre (i
forekommande fall) ska justeras pd grundval av resultaten frdn den inledande omgdngen, och intervallet ska inklu-
dera de koncentrationer som gav en effekt varvid en 1/2-log koncentrationsfordelning anvinds (t.ex. om den
ursprungliga omgéngen péd 0,001 - 0,01 - 0,1 — 1 — 10 — 100 — 1 000 pM resulterade i induktioner vid 1 och
10 pM, bor de koncentrationer som testas i den andra omgdngen vara 0,1 — 0,3 -1 -3 - 10 — 30 — 100 M),
savida inte lagre koncentrationer maste anvindas for att faststilla ett LOEC-virde. I det senare fallet bor dtmin-
stone fem koncentrationer under den lagsta testade koncentrationen i den forsta omgangen ingd i den andra
omgangen, med anvindning av en 1/2-logskala. Om den andra omgédngen inte bekriftar den forsta omgangen
(dvs.statistisk signifikans intréffar inte vid den tidigare positivt testade koncentrationen * 1 koncentrationsokning),
ska ett tredje forsok utforas under de ursprungliga testbetingelserna. Tvetydiga resultat i den forsta omgangen
betraktas som negativa om den observerade effekten inte kunde bekriftas i ndgon av de tva efterféljande omgang-
arna. Tvetydiga resultat betraktas som positiva responser (effekt) ndr svaret kan bekriftas i ytterligare minst en
omgang med en koncentrationsokning inom # 1 (se avsnitt 55 betriffande datatolkning).

Tabell 7

Beslutsmatris f6r mojliga utfallsscenarier

Omgang 1 Omgiéng 2 Omgiéng 3 Beslut

21.8.2014

Scenario

Beslut

Scenario

Beslut

Scenario

Positiv

Negativ

Negativ

Bekrifta (%)

Negativ

Stoppa

X

Negativ

Bekrifta (2)

Positiv

Forfina ()

Negativ

Tvetydig ()

Forfina ()

Negativ

Bekrifta (3)

Negativ

Tvetydig ()

Forfina ()

Negativ

Bekrifta (%)

Positiv

Tvetydig (9)

Forfina ()

Positiv

Positiv

Forfina ()

Negativ

Bekrifta (2)

Positiv

Negativ

Bekrifta (2)

Positiv

Forfina ()

Positiv

Positiv

Forfina ()

Positiv

Stoppa

(%) Bekrifta tidigare omgdng med anvindning av samma experimentella uppligg.

(?) Ny testomgédng med 1/2-log koncentrationsindelning (med ett intervall som inkluderar den koncentration som testades signi-
fikant annorlunda i foregdende experiment).

() X-faldig forandring vid en koncentration ar statistiskt signifikant annorlunda jaimfort med SC.

Kvalitetskontroll av testplattan

Forutom att uppfylla kriterierna for QC-plattan bor andra kvalitetskriterier som giller for acceptabel variation
mellan likadana hal, replikatexperiment, linjiritet och kinslighet hos hormonmitsystem, variation mellan replikata
hormonmatningar for samma prov samt procentuella utbyte av hormontoppar efter extraktion av medium (om
tillimpligt, se punkt 30 om extraktionskrav) uppfyllas, och de anges i tabell 8. Data bor falla inom acceptabla
granser som definierats for varje parameter som ska beaktas for vidare utvirdering. Om dessa kriterier inte
uppfylls, ska det pa kalkylbladet noteras att QC-kriterierna inte uppfylldes for provet i friga och provet ska analy-
seras pd nytt eller tas bort frin datamangden.
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Tabell 8

Acceptabla omraden och/eller variationer (%) for H295R-testplattans parametrar

(LOQ: kvantifieringsgransen for hormonmitsystemet. CV: Variationskoefficient. SC: Losningsmedelskontroll. DPM:
Sonderfall per minut)

Jamforelse mellan T E2

Basal hormonproduktion i SC X-faldig hogre dan LOQ > 5-faldig > 2,5-faldig
Exponeringsexperiment — inom plattans CV for Absoluta koncentrationer <30 % <30 %
SC (replikathadl)
Exponeringsexperiment — inom plattans CV for X-faldig fordndring <30 % <30 %
SC (replikathal)
Hormonmitsystem — kanslighet Detekterbar X-faldig minsk- > 5-faldig > 2,5-faldig

ning i forhallande till SC
Hormonmitsystem — replikata matningar CV for | Absoluta koncentrationer <25% <25%
SC ()
Mediumextraktion — dtervinning av intern 3H- DPM > 65 % nominell

standard (om tillimpligt)

(%) Avser replikata mitningar for samma prov.

DATAANALYS OCH RAPPORTERING

Dataanalys

49.  For att utvirdera den relativa okningen/minskningen av en kemiskt forindrad hormonproduktion, bor resultaten
normaliseras mot medelvardet av SC-virdet for varje testplatta och resultaten bér uttryckas som forandringar i
forhallande till SC for varje testplatta. All data dr ska uttryckas som medelvirde + 1 standardavvikelse (SD).

50. Endast hormondata fran hal dir cytotoxiciteten var mindre dn 20 % bor ingd i dataanalysen. Relativa forandringar
bor berdknas pé foljande sitt:

Relativ férindring = (hormonkoncentration i varje hdl) + (medelvirde for hormonkoncentration i alla 16snings-
medelskontrollhal).

51. Om en visuell inspektion av halet eller det viabilitets-| cytotoxicitetstest som beskrivs i punkt 42 tyder pd en
okning av antalet celler, mdste den eventuella okningen verifieras. Om en 6kning av cellantalet verifieras bor detta
anges i testrapporten.

52. Innan statistiska analyser genomfors, bor antaganden om normalitet och varianshomogenitet utvirderas. Norma-
litet bor utvirderas med hjilp av standardsannolikhetsplotter eller annan limplig statistisk metod (t.ex.Shapiro-
Wilks-test). Om data (X-faldig fo6rindring) inte dr normalférdelade bor man préva att transformera data for att
approximera en normalfordelning. Om data dr normalférdelade, eller approximerar en normalférdelning, bor
skillnaderna mellan kemiska koncentrationsgrupper och SC analyseras med hjilp av ett parametriskt test (t.ex.
Dunnetts test) med koncentration som den oberoende och respons (X-faldig forandring) som den beroende variabeln.
Om data inte dr normalférdelade bor ett limpligt icke-parametriskt test anvindas (t.ex.Kruskal Wallis, Steel’s
Many-one rank test). Skillnaderna anses signifikanta vid p < 0,05. Statistiska utvdrderingar gors baserade pa
medelvirden for varje hdl som representerar oberoende replikata datapunkter. Det forvintas att, pd grund av det
stora mellanrummet mellan doserna i den forsta omgangen (log,,~skala), det i mdnga fall inte kommer att vara
mojligt att beskriva tydliga koncentration-respons-samband dir de tva storsta doserna kommer att vara i den
linjira delen av sigmoidkurvan. Dirfér kommer, for den forsta omgangen eller andra datauppsittningar dir detta
intraffar (t.ex.ddr ingen maximal effekt kan uppskattas), fast rorlig statistik av typ I enligt ovan att tillimpas.
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53.  Om fler 4n tvd datapunkter ligger pd den linjira delen av kurvan och dir maximal verkningsgrad kan berdknas —
som forutses for ndgra av de andra omgdngarna som utférs med hjilp av ett semi-log avstdnd mellan exponer-
ingskoncentrationer — bor en probit-, logit- eller annan limplig regressionsmodell anvindas for att berdkna effek-
tiva koncentrationer (t.ex.EC50 och EC20).

54.  Resultaten bor ges bade i grafiskt format (stapeldiagram som representerar medelvirdet + 1 SD) och i tabellform
(LOEC/NOEC, effektriktning och styrka fér maximal respons som dr en del av dos-responsdelen for data) (se
figur 3 for ett exempel). Databedomning anses endast giltig om den har baserats pd minst tvd oberoende genom-
forda omgdngar. Forsok eller omgangar anses vara oberoende om de har genomforts pd en annan dag med en ny
uppsittning 16sningar och kontroller. Det koncentrationsintervall som anvinds i forsok 2 och 3 (om det behovs)
kan skrdddarsys utifrdn resultaten frdn forsok 1 for att bittre definiera dos-responsomrédet som innehaller LOEC
(se punkt 47).

Figur 3

Exempel pa presentation och utvirdering av data som erhdllits under genomférandet av H295R-testet i
grafisk form och i tabellform

(Asterisker indikerar statistiskt signifikanta skillnader jamfort med losningsmedelskontrollen (p < 0,05). LOEC:
lagsta koncentration med observerad effekt. Maxforandring: maximal styrka hos responsen observerad vid ndgon
koncentration i forhéllande till den genomsnittliga SC-responsen (= 1))

Forskolin Letrozol

100 12

1)
H%
1)

10

E2 X-faldig forindring (SC
E2 X-faldig férdndring (SC

: - ; 0-
000010001 001 61 1 19 100 0.00010.001 001 106
M
Kemikalie LOEC Maxforandring
Forskolin 0,01 0,15-faldig
Letrozol 0,001 29-faldig
Datatolkning

55.  En testkemikalie bedoms vara positiv om den X-faldiga induktionen ar statistiskt skild (p < 0,05) fran losningsme-
delskontrollen vid tva intilliggande koncentrationer i dtminstone tva oberoende forsok (tabell 7). En testkemikalie
beddms vara negativ efter tvd oberoende negativa forsok, eller i tre forsok, som bestdr av tvd negativa fors6k och
en tvetydig eller ett positiv forsok. Om de data som genereras i tre oberoende f6rsok inte uppfyller de beslutskrite-
rier som anges i tabell 7, dr de experimentella resultaten inte tolkningsbara. Resultat frin koncentrationer som
overstiger granserna for loslighet eller vid cytotoxiska koncentrationer bor inte ingd i tolkningen av resultaten.

Testrapport

56.  Testrapporten ska innehdlla f6ljande information:

Testanliggning

— Namn p4 anldggning och adress.
— Forsoksledaren och annan personal samt deras studieansvar.

— Datum d4 studien borjade och slutade.
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Testkemikalie, reagens och kontroller

— Identitet (namn/CAS-nr i forekommande fall), ursprung, partinummer, renhet, leverantor och karakterisering
av testkemikalien, reagens och kontroller.

— Testkemikaliens fysikaliska form och relevanta fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Forvaringsforhdllanden samt metoden och frekvensen for beredningen av testkemikalier, reagenser och
kontroller.

— Testkemikaliens stabilitet.

Celler

— Ursprung och celltyper.
— Antalet cellpassager (cellpassageidentifikator) for celler som anvinds i testet.

— Beskrivning av forfarandena f6r underhdll av cellkulturer.

Forundersokningskrav (om tillampligt)

— Beskrivning av och resultat frin den kemiska hormoninterferenstest.
— Beskrivning av och resultat frdn matningar av hormonextraktionseffektivitet.
— Standard- och kalibreringskurvor for alla analystester som ska genomforas.

— Detektionsgranser for de valda analystesterna.

Testbetingelser

— Mediets sammansittning.

— Testkemikaliens koncentration.

— Celldensitet (beraknade eller uppmitta cellkoncentrationer vid 24 timmar och 48 timmar).
— Testkemikaliens loslighet (10slighetsgrins, om faststalld).

— Inkubationstid och villkor.

Testresultat

— Rédata for varje hél for kontroller och testkemikalier — varje matresultat frdn replikat i form av de ursprung-
liga uppgifterna fran det instrument som anvinds for att mita hormonproduktion (t.ex.OD, fluorescensen-
heter, DPM, etc.).

— Validering av normalitet eller beskrivning av datatransformation.

— Responsmedelvirde + 1 SD for varje hal som miitts.

— Cytotoxicitetsdata (testkoncentrationer som orsakade cytotoxicitet).

— Bekriftelse pa att QC-kraven uppfylldes.

— Relativ forindring jaimfort med losningsmedelskontroll korrigerad for cytotoxicitet.

— Ett stapeldiagram som visar relativ (X-faldig forindring) vid varje koncentration, SD och statistisk signifikans
som anges i punkt 49-54.

Tolkning av data

— Tillimpa datatolkningsforfarandet pa resultaten och diskutera iakttagelser.

Diskussion

— Finns det ndgra indikationer i studien betriffande mojligheten att T/E2-data kan paverkas av indirekta effekter
pa gluko- och mineral-kortikosteroidbindande vigar?

Slutsatser
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Tilligg

DEFINITIONER
Konfluens: avser tickningen eller spridningen for att cellerna tillats 6ver eller under hela odlingsmediet.
Kemikalie: ett imne eller en blandning.

CV: avser variationskoefficienten, och definieras som kvoten mellan standardavvikelsen for en distribution till sitt aritme-
tiska medelvirde.

CYP: stér for cytokrom P450 monooxygenaser, en familj av gener och enzymer som framstills frdn de som é4r involve-
rade i katalysering av ett stort antal biokemiska reaktioner, inklusive syntes och metabolism av steroidhormoner.

DPM: sonderfall per minut. Det dr antalet atomer i en given méngd radioaktivt material som uppticks ha avklingat
under en minut.

E2: 17p-0stradiol, det viktigaste Gstrogenet hos diggdjur.

H295R-celler: humana adreno-karcinomceller som har fysiologiska egenskaper som zonalt odifferentierade humana
fetala adrenala celler och som uttrycker alla enzymer i steroidogenesens syntesvag. De ir tillgdngliga genom ATCC.

Frysmedium: anvinds for att frysa och lagra frysta celler. Det bestir av lagermedium samt BD NuSerum och dimetyl-
sulfoxid.

Linjirt omrade: det omrdde inom den standardkurva for ett hormonmitsystem dir resultaten dr proportionella mot
koncentrationen av analyten i provet.

LOQ: star for kvantifieringsgrinsen, och dr den ligsta mingd av en kemikalie som kan sarskiljas fran avsaknaden av denna
kemikalie (ett tomt virde) inom ett angivet konfidensintervall. Vid tillimpning av denna metod definieras LOQ typiskt
av tillverkaren av testsystemen, om inte annat anges.

LOEC: lagsta koncentration med observerad effekt, den ldgsta koncentrationsnivé vid vilken testsvaret ar statistiskt skilt
fran det for 16sningsmedelskontrollen.

NOEC: nolleffektkoncentrationen, som dr den hogsta koncentration som testats om testet inte ger ett positivt svar.

Passage: det antal ganger som cellerna uppdelas efter initiering av en kultur frdn fryst lager. Den inledande passagen
som startades frdn det frysta lagret tilldelas nummer ett (1). Celler som delats 1 gdng marks passage 2 etc.

PBS: Dulbeccos fosfatbuffrade saltlosning.
Kvalitetskontroll: forkortat QC, avser de mitt som behovs for att sikerstilla giltiga data.

Kvalitetskontrollplatta: en 24-hilsplatta innehallande tvd koncentrationer av de positiva och negativa kontrollerna for
att overvaka prestandan hos en ny sats celler, eller for att tillhandahélla positiva kontroller for testet vid testning av kemi-
kalier.

Omging: ett oberoende experiment som kéinnetecknas av en ny uppsittning av 16sningar och kontroller.

Lagermedium: basen for beredning av andra reagenser. Den bestdr av en 1:1-blandning av Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium och Ham’s F-12 Nutrient mixture (DMEM/[F12) i 15 mM HEPES-buffert utan fenolrétt eller natriumbikarbonat.
Natriumbikarbonat tillsitts som bufferten, se tilligg II till valideringsrapporten (se hdnvisning 4).

Berikat medium: bestir av lagermedium samt BD Nu-Serum och ITS+ premiummix, se tilligg 1I till valideringsrap-
porten (se hidnvisning 4).

Steroidogenes: den syntetiska reaktionsvigen som leder frin kolesterol till de olika steroidhormonerna. Flera mellanpro-
dukter i steroidsyntesvigen, sdsom progesteron och testosteron, ar viktiga hormoner i sig sjilva, men fungerar ocksé
som foregdngare till hormoner senare i syntesvagen.

T: stdr for testosteron, en av de tva viktigaste androgenerna hos ddggdjur.
Testkemikalie: varje dmne eller blandning som testas med denna testmetod.

Testplatta: den platta pd vilken H295R-cellerna exponeras for testkemikalien. Testplattor innehéller 16sningsmedelskon-
trollen och testkemikalien vid sju koncentrationer i tre replikat.

Trypsin 1X: en utspadd losning av enzymet trypsin, ett pankreatiskt serinproteas, som anvinds for att lossa celler fran
en cellodlingsplatta, se tilldgg III till valideringsrapporten (se hdnvisning 4).
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B.58 GENMUTATIONSTESTER I SOMATISKA CELLER OCH KONSCELLER HOS TRANSGENA GNAGARE

INLEDNING

1.  Denna testmetod motsvarar OECD:s testriktlinje (TG) 488 (2013). EU-testmetoder finns tillgingliga for ett brett
spektrum av in vitro-mutationstester som kan detektera kromosom- och/eller genmutationer. Det finns testmetoder
for in vivo-endpoints (dvs. kromosomférandringar och ej planenlig DNA-syntes) men dessa miter inte genmuta-
tioner. Mutationstester med transgena gnagare (TGR) uppfyller behovet av praktiska och allmént tillgingliga in
vivo-tester avseende genmutationer.

2. TGR-mutationstesterna har granskats utforligt (se hdnvisning 24, 33). De anvinder transgena rdttor och moss
som innehdller flera kopior av kromosomalt integrerad plasmid- eller fagskyttelvektorer. Transgenerna innehdller
reportergener for pavisande av olika typer av mutationer inducerade in vivo av testkemikalier.

3. Mutationer som uppstar hos en gnagare bedéms genom atervinning av transgenen och analys av reportergenens
fenotyp i en virdbakterie som saknar reportergenen. TGR-genmutationstester mater mutationer som induceras i
genetiskt neutrala gener dtervunna fran praktiskt taget alla vdavnader hos gnagare. Dessa tester kringgédr darfor
manga av de befintliga begrinsningarna i samband med studier av in vivo-genmutation i endogena gener (t.ex.
begrinsade vivnader som ir lampliga for analys, negativ/positiv selektion mot mutationer).

4. Den sammanvigda bedomningen tyder pd att transgener svarar pd mutagena dmnen pd ett liknande sitt som
endogena gener, sdrskilt nir det giller att uppticka basparssubstitutioner, frameshift-mutationer och smé dele-
tioner och insertioner (se hinvisning 24).

5. De internationella seminarierna om genotoxicitetstestning (IWGT) har stallt sig bakom inforandet av TGR-genmu-
tationstester for in vivo-detektion av genmutationer, och har rekommenderat ett protokoll for deras genomférande
(se hédnvisning 15, 29). Denna testmetod baseras pd dessa rekommendationer. Ytterligare analys som stoder
anvindningen av detta protokoll finns i (se hianvisning 16).

6. 1 framtiden vintas det bli mojligt att kombinera ett TGR-genmutationstest med en toxikologisk studie med
upprepad dosering (kapitel B.7 i denna bilaga). Men data som krévs for att sikerstilla att kansligheten i TGR-
genmutationstester inte paverkas av den kortare period (en dag) mellan administreringsperiodens slut och provtag-
ningstiden som anvinds i det toxikologiska testet med upprepad dosering, jamfort med de tre dagar som anvinds
i TGR-genmutationstester. Data krivs ocksé for att visa att prestandan hos analysen med upprepad dosering inte
paverkas negativt av att anvdnda en transgen gnagarstam snarare in traditionella gnagarstammar. Nar dessa
uppgifter ar tillgingliga kommer denna testmetod att uppdateras.

7. Definitioner av centrala begrepp anges i tilldgget.

INLEDANDE OVERVAGANDEN

8. TGR-genmutationstester for vilka det finns tillrickliga data for att stodja anvdndning i denna testmetod ar: lacZ
bakteriofag-mus (Muta™Mouse), lacZ plasmid-mus, gpt-delta (gpt och Spi)-mus och -ritta, lacl-mus och -ratta (Big
Blue®), som utfors under standardbetingelser. Dessutom kandetpositiva selektionstestet cIl anvindas for att utvir-
dera mutationer i Big Blue® och MutaiMouse-modeller. Mutagenes i TGR-modellerna bedéms normalt som
mutantfrekvens om sd kravs, dock kan molekylir analys av mutationer ge ytterligare information (se punkt 24).

9.  Dessa in vivo-genmutationstest pd gnagare ar sarskilt relevanta for att faststilla mutagena risker, eftersom testernas
responser ar beroende av in vivo-metabolism, farmakokinetik, DNA-reparationsprocesser och DNA-translesions-
syntes, dven om dessa kan variera mellan olika arter, olika vivnader och olika typer av DNA-skador. Ett in vivo-test
for genmutationer dr anvindbart for fortsatta undersokningar av en mutagen effekt detekterat av ett in vitro-
system, och for att folja upp resultaten frn tester med andra in vivo-endpoints (se hdnvisning 24). Forutom att
vara kausalt forknippad med framkallandet av cancer, dr genmutation en relevant endpoint for forutsigelsen av
mutationsbaserade icke-cancerogena sjukdomar i somatiska vdvnader (se hianvisning 12, 13) samt sjukdomar som
overfors via konsceller.
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10.  Om det finns bevis for att testkemikalien eller en relevant metabolit inte kommer att nd ndgra av de aktuella
vivnaderna, dr det inte lampligt att utfora ett TGR-genmutationstest.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

11. I de tester som beskrivs i punkt 8 dr malgenen av bakteriellt eller bakteriofagt ursprung, och metoden for tervin-
ning av genomiskt DNA frdn gnagare ir via inforlivande av transgenen in i en A bakteriofag- eller plasmid-skyttel-
vektor. Proceduren involverar extraktion av genomiskt DNA frin gnagarvdvnaden, in vitro-bearbetning av det
genomiska DNA:t (dvs. packning av N\-vektorer eller ligering och elektroporering av plasmider for att tervinna
skyttelvektorn) och efterfoljande detektion av mutationer i bakterievdrdar under ldmpliga férhéllanden. Testerna
anvinder neutrala transgener som litt kan dtervinnas ur de flesta viavnader.

12.  Det grundliggande TGR-genmutationsexperimentet innebar behandling av gnagare med en kemikalie under en
tidsperiod. Kemikalien kan administreras pa varje sitt som ar limpligt, inklusive genom implantation (t.ex. medi-
cinteknisk provning). Den totala tiden under vilken ett djur doseras kallas administreringsperioden. Administration
foljs vanligen av en period fore avlivning di kemikalien inte administreras och dé oreparerade DNA-skador fixeras
till stabila mutationer. I litteraturen har denna period omvixlande kallats for manifestationstid, fixeringstid eller
uttryckstid, och slutet av denna period dr provtagningstiden (se hinvisning 15, 29). D4 djuret har avlivats, isoleras
genomiskt DNA frdn de ber6rda vdvnaderna och renas.

13. Data for en enstaka vdvnad per djur frin flera packningar/ligeringar 4r vanligtvis aggregerade och mutantfrek-
vensen utvirderas generellt med hjilp av sammanlagt mellan 10° och 107 plackbildande eller kolonibildande
enheter. Vid anvidndning av positiva selektionsmetoder bestims de totala plackbildande enheterna med en separat
uppsittning icke-selektiva plattor.

14.  Positiva selektionsmetoder har utvecklats for att underlitta pavisande av mutationer i bdde gpt-genen(gpt-deltamus
och -ritta, gpt-fenotypen [se hdnvisning 20, 22, 28]) och lacZ-genen (Muta™Mouse eller lacZ-plasmidmus [se
hénvisning 3, 10, 11, 30]). lacl-genmutationer hos Big Blue®-djur péavisas diremot med en icke-selektiv metod
som identifierar mutanter genom bildning av firgad (bld) plack. Positiva selektionsmetoder anvinds ocksa for att
pavisa punktmutationer som uppstér i cll-genen hos A-bakteriofagskyttelvektorn (Big Blue®-mus eller -ritta, och
Muta™Mouse [se hinvisning 17]) och deletionsmutationer i X red- och gam-generna (Spi~val i gpt-deltamus och --
ratta [se hdnvisning 21, 22, 28]). Mutantfrekvens berdknas genom att antalet plack/plasmider som innehéller
mutationer i transgenen divideras med det totala antalet utvunna plack/plasmider frin samma DNA-prov. I TGR-
genmutationsstudier dr mutantfrekvensen den rapporterade parametern. Dessutom kan en mutationsfrekvens
bestimmas som den fraktion av celler som bir oberoende mutationer. Denna berdkning kriver korrigering for
klonal expansion genom sekvensering av de utvunna mutanterna (se hinvisning 24).

15. De mutationer som bedéms i lacl-, lacZ-, clI- och gpt-punktmutationstesterna bestdr frimst av basparssubstitu-
tioner, frameshift-mutationer och sma insertioner/deletioner. Den relativa andelen av dessa mutationstyper bland
spontana mutationer liknar den som ses i den endogena HPRT-genen. Stora deletioner pédvisas endast med Spi-
selektionsanalys och lacZ-plasmidtester (se hdnvisning 24). Mutationer av intresse dr in vivo-mutationer som
uppstar hos mus eller ritta. In vitro- och ex vivo-mutationer, som kan uppstd under fag-/plasmidatervinning, repli-
kation eller reparation, ar relativt sillsynta och kan i vissa system identifieras specifikt, eller uteslutas av systemet
med bakterievird/positiv selektion.

BESKRIVNING AV METODEN

Forberedelser

Val av djurart

16. En mingd olika transgena genmutationsdetektionsmodeller for moss ér tillgingliga och dessa system har i storre
utstrackning 4n transgena rattmodeller. Om réttan dr en mer limplig modell 4n musen (t.ex. ndr man undersoker
mekanismen for carcinogenes for en tumor som endast ses hos réttor, for att korrelera med en toxicitetsstudie for
ratta eller om rattmetabolism ar kind for att vara mer representativ for manniskans dmnesomsittning) bér man
overviga att anvinda transgena rittmodeller.
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Inhysnings- och utfodringsforhallanden

17.  Den ideala temperaturen i djurutrymmet 4r 22 °C (¢ 3 °C). Den relativa fuktigheten bér vara minst 30 % och ska
helst inte 6verstiga 70 % utom nir rummet rengors, mdlet ar att uppratthalla en relativ luftfuktighet pa 50-60 %.
Belysningen bor vara artificiell, med en daglig sekvens pd 12 timmars ljus, foljt av 12 timmars morker. For
utfodring kan konventionellt laboratoriefoder anvidndas med fri tillgdng till dricksvatten. Valet av foder kan
paverkas av behovet av att sakerstilla en lamplig blandning av en testkemikalie nir den administreras via fodret.
Djur bor héllas i sma grupper (hogst fem) av samma kon, om inget aggressivt beteende kan forvintas. Djuren far
hallas individuellt om det dr vetenskapligt motiverat.

Forberedelse av djuren

18.  Friska, unga, sexuellt mogna vuxna djur (8—12 veckor gamla vid behandlingsstarten) viljs slumpvis ut till kontroll-
och behandlingsgrupperna. Djuren ska ha en unik identifiering. De bor vinjas vid forhdllandena i laboratoriet
under minst fem dagar. Burarna bor placeras s att eventuella effekter beroende pé deras placering blir s smé
som mojligt. Vid studiens borjan bor viktskillnaderna mellan forsoksdjuren vara minimal och inte 6verskrida = 20 %
av medelvikten for varje kon.

Beredning av doser

19. Fasta testkemikalier bor losas upp eller suspenderas i lampliga 16sningsmedel eller vehiklar eller blandas i foder
eller dricksvatten innan dosen administreras till djuren. Testkemikalier i flytande form kan doseras direkt eller
spadas ut fore doseringen. Vid inhalationsexponering kan testkemikalier administreras som gas, dnga eller en fast/
flytande aerosol, beroende pa deras fysikalisk-kemiska egenskaper. Nygjorda beredningar av testkemikalien bor
anvindas om inte stabilitetsdata visar att lagringen &r acceptabel.

Testbetingelser
Losningsmedel /vehikel

20. Losningsmedlet/vehikeln bor inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivder som anvinds och bor inte kunna
misstidnkas for att reagera kemiskt med testkemikalien. Om annat dn vilkinda 16sningsmedel/vehiklar anvinds
bor detta stodjas med referensdata som visar deras kompatibilitet. Det rekommenderas att i forsta hand anvinda
vattenbaserade 16sningsmedel/vehiklar, om det dr mojligt.

Positiva kontroller

21.  Jamsides behandlade positiva kontrolldjur bér normalt anvindas. For laboratorier som har visat kompetens (se
punkt 23) och rutinmissigt anvinder dessa analyser kan dock DNA frdn djur som i tidigare experiment behand-
lats som positiv kontroll ingd i varje studie for att bekrifta metodens framgdng. Sddant DNA frdn tidigare experi-
ment bor erhdllas frin samma art och vivnader av intresse, och bor forvaras pa ritt sitt (se punkt 36). Nar
jamsides behandlade positiva kontroller anvinds, ar det inte nédvandigt att administrera dem genom samma vig
som testkemikalien, men de positiva kontrollerna bor vara kdnda for att framkalla mutationer i en eller flera
vivnader genom testkemikalien. Doserna med de positiva kontrollkemikalierna bor viljas sd att de ger svaga eller
mattliga effekter som kritiskt bedomer resultaten och testets kinslighet. Exempel pd positiva kontrollkemikalier
och vissa av deras mélvivnader finns i tabell 1.

Tabell 1

Exempel pa positiva kontrollkemikalier och vissa av deras malvivnader

. qg . . Mutationsmalvivnaden
Positiv kontrollkemikalie | Einecs-namn och Einecs- utations vnade

Egenskaper
och CAS-nr nr Ritta Mus
N-etyl-N-nitrosourea N-etyl-N-nitrosourea | Direktverkande Lever, Benmirg, kolon, kolo-
[CAS-nr 759-73-9] [212-072-2] mutagen lunga nepitel, tarm, lever,

lunga, mjilte, njure,
ovariala granulosa
celler, hanliga
konsceller
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Positiv kontrollkemikalie | Einecs-namn och Einecs- Eoensk Mutationsmalvivnaden
och CAS-nr nr genskaper .
Ritta Mus

Etylkarbamat (uretan) Uretan Mutagen, kriver meta- Benmirg, formage,
[CAS-nr 51-79-6] [200-123-1] bolism men produ- tunntarm, lever, lunga,

cerar bara svaga mjilte

effekter
2,4-diaminotoluen 4-metyl-m-fenylen- Mutagen, krdver meta- | Lever Lever
[CAS-nr 95-80-7] diamin bolism, dven positiv i

[202-453-1] Spi-testet
Bensol[a]pyren Benso[def]krysen Mutagen, kraver meta- | Lever, Benmirg, brost, kolon,
[CAS-nr 50-32-8] [200-028-5] bolism bukhin- formage, kortelmage,
nent, hjirta, lever, lunga,
hanliga konsceller

Negativa kontroller

22, Negativa kontroller, behandlade med 16sningsmedel eller endast vehikel, och i ovrigt behandlade pd samma sitt
som behandlingsgrupperna, bor inkluderas for varje provtagningstillfalle. I avsaknad av historiska eller publicerade
kontrolldata som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det valda 16sningsmedlet/vehikeln,
bor obehandlade kontroller ocksd inkluderas for varje provtagningstillfalle, for att faststilla acceptansen for vehi-
kelkontrollen.

Kvalifikationsprovning av laboratorium

23.  Laboratoriets kompetens att utfora dessa tester bor faststillas genom demonstration av formdgan att reproducera
forvintade resultat fran publicerade data (se hdnvisning 24) for 1) mutantfrekvenser med positiva kontrollkemika-
lier (inklusive svaga responser) sdsom de som anges i tabell 1, icke-mutagener, och vehikelkontroller samt 2)
transgen aterhimtning fran genomiskt DNA (t.ex. packningseffektivitet).

Sekvensering av mutanter

24.  For regleringstillimpningar &r DNA-sekvensering av mutanter inte nddvindigt, i synnerhet dir ett tydligt positivt
eller negativt resultat erhalls. Dock kan sekvensdata vara anvidndbara ndr hdg interindividuell variation observeras.
I dessa fall kan sekvensering anvindas for att utesluta mojligheten av jackpot eller klonala hindelser, genom att
identifiera andelen unika mutanter frin en viss vivnad. Sekvensering av cirka 10 mutanter per vivnad per djur
bor vara tillrackligt for att enkelt bestimma om klonala mutanter bidrar till mutantfrekvensen, sekvensering av sd
ménga som 25 mutanter kan vara nodvindig for att korrigera mutantfrekvensen matematiskt avseende klonalitet.
Sekvensering av mutanter kan ocksd overvigas nir smd okningar i mutantfrekvens (dvs. som precis overskrider
de obehandlade kontrollvirdena) uppticks. Skillnader i mutantspektrum mellan de mutanta kolonierna frin
behandlade och obehandlade djur kan ge stod f6r en mutagen effekt (se hanvisning 29). Dessutom kan mutations-
spektrum vara anvindbara for att utveckla hypoteser om mekanism. Nir sekvensering ska ingd som en del av
studieprotokollet bor sirskild forsiktighet iakttas vid utformningen av sddana studier, sirskilt med avseende pa
antal mutanter som sekvenseras per prov, for att uppna tillracklig effekt enligt den statistiska modell som anvinds
(se punkt 43).

FORFARANDE

Djurens antal och kén

25.  Antalet djur per grupp bor forutbestimmas sd att det ar tillrickligt for att ge den statistiska effekt som krévs for
att uppticka dtminstone en fordubbling i mutationsfrekvensen. Gruppstorlekarna bor vara pd minst fem djur,
men om den statistiska effekten dr otillriacklig bor antalet djur 6kas efter behov. Handjur bor normalt anvindas.
Det kan finnas fall dir enbart test av honor dr motiverat, t.ex. vid provning av humana kvinnospecifika likemedel
eller vid utredning av specifikt kvinnlig metabolism. Om det finns betydande skillnader mellan konen i frdga om
toxicitet eller amnesomsittning mdste bdde hanar och honor anvindas.
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Administreringsperiod

26. Baserat pd observationer att mutationer ackumuleras for varje behandling krivs upprepad dosering med dagliga
behandlingar under en period av 28 dagar. Detta anses allmint acceptabelt, bide for att producera en tillracklig
ansamling av mutationer av svaga mutagener och for att ge en tillricklig exponeringstid for att uppticka muta-
tioner i ldngsamt tillvixande organ. Alternativa behandlingsregimer kan vara ldmpliga for vissa utvirderingar, och
dessa alternativa doseringsscheman bor vara vetenskapligt motiverade i protokollet. Behandlingar bor inte vara
kortare dn den tid som kravs for fullstindig induktion av alla relevanta metaboliserande enzymer, och kortare
behandlingar kan gora det nodvindigt att ha flera olika provtagningstidpunkter som ar lampliga for organ med
olika forokningshastigheter. I varje fall bor all tillginglig information (t.ex. om allmin toxicitet eller metabolism
och farmakokinetik) anvindas for att motivera ett protokoll, speciellt vid avvikelser frdn ovanstdende standardre-
kommendationer. Aven om det kan &ka kinsligheten bor behandlingstider lingre n 8 veckor forklaras tydligt
och motiveras, eftersom ldnga behandlingstider kan ge en pataglig 6kning i mutationsfrekvensen genom klonal
expansion (se hanvisning 29).

Dosnivier

27.  Dosnivéerna bor baseras pé resultaten fran en dosfinnande studie som mater allmén toxicitet och som genomforts
med samma exponeringsvig, eller pd resultaten fran befintliga subakuta toxicitetsstudier. Icke-transgena djur av
samma gnagarstam kan anvindas for bestimning av dosintervall. I huvudtestet, for att f& dosresponsinformation,
bor en fullstindig undersokning inkludera en negativ kontrollgrupp (se punkt 22) och minst tre, limpligt forde-
lade dosnivéer, utom nér gransdosen har anvints (se punkt 28). Den hdgsta dosen bor vara maximal tolererbar
dos (MTD). Den hogsta dosen definieras som den dos som framkallar tecken pé toxicitet pd ett sddant sitt att
hogre dosnivder, baserade pd en likadan doseringsregim, forvintas leda till dodsfall. Kemikalier med specifika
biologiska verkningar vid ldga icke-toxiska doser (sdsom hormoner och mitogena substanser) och kemikalier som
uppvisar mattnad av toxikokinetiska egenskaper kan vara undantag fran kriterierna f6r dosbestimning och bor
utvirderas frén fall till fall. Dessa dosnivder bor ticka in ett intervall som stricker sig fran maximal till 1ag eller
ingen toxicitet.

Grins for hogsta dos vid testning

28.  Om dosfinnande experiment eller befintliga data frdn besldktade gnagarstammar tyder pé att en behandlingsregim
med minst grinsdosen (se nedan) inte ger ndgra observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet
forvintas baserat pé data frdn strukturellt besliktade kemikalier, anses det inte nédvindigt med ett fullstindigt test
med tre dosnivder. For en administreringsperiod pd 28 dagar (dvs. 28 dagliga behandlingar), ligger grinsdosen pé
1 000 mglkg kroppsvikt/dag. For administreringsperioder pd 14 dagar eller mindre, ligger grinsdosen pa
2 000 mg/kg/kroppsvikt/dag (doseringsscheman som skiljer sig fran 28 dagliga behandlingar bor vara vetenskap-
ligt motiverade i protokollet, se punkt 26).

Administrering av doser

29.  Testkemikalien administreras vanligtvis via sondmatning genom en magsond eller en limplig intubationskanyl. I
allminhet bor den forvintade exponeringsvigen for méinniskor beaktas vid utformningen av ett test. Darfor kan
andra exponeringsvigar (t.ex. dricksvatten, subkutant, intravendst, topiskt, inhalation, intratrakealt, foder eller
implantation) vara acceptabla dir de kan motiveras. Intraperitoneal injektion rekommenderas inte eftersom den
inte 4r en fysiologiskt relevant exponeringsvdg for minniskor. Den maximala vitskevolymen som kan admini-
streras genom sondmatning eller injektion vid ett tillfdlle beror pa forsoksdjurets storlek. Volymen bor inte dver-
skrida 2 ml/100 g kroppsvikt. Anvindning av storre volymer 4n sd bor motiveras. Med undantag for irriterande
eller fritande kemikalier, som normalt kommer att visa stegrade verkningar vid hogre koncentrationer, bor varia-
tioner av testvolymen minimeras genom justering av koncentrationen for att sikerstilla en konstant volym vid alla
dosnivder.

Provtagningstid
Somatiska celler

30. Provtagningstiden dr en viktig variabel eftersom den bestims av den period som krivs for att mutationer ska
fixeras. Denna period dr vdvnadsspecifik och forefaller vara relaterad till cellpopulationens omsittningstid, dar
benmirg och tarm ger en snabb respons och levern en mycket ldngsammare. En limplig kompromiss for métning
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av mutantfrekvenser pd bade snabbt och langsamt vixande vdvnader ar dagliga behandlingar under 28 dagar i
foljd (sdsom anges i punkt 26) och provtagning tre dagar efter den sista behandlingen, dven om den maximala
mutantfrekvensen kanske inte visar sig i lingsamt vdxande vdvnader under dessa forhéllanden. Om ldngsamt
vixande vdvnader dr av sirskild betydelse, kan en senare provtagningstid pd 28 dagar efter 28 dagars administre-
ringsperiod vara limpligare (se hanvisning 16, 29). I sddana fall kan den senare provtagningstiden ersitta 3-dagar-
sprovtagningstiden och kriver vetenskaplig motivering.

Konsceller

31.  TGR-tester dr vil limpade for studier av genmutationsinduktion i hanliga konsceller (se hinvisning 7, 8, 27), dir
tidpunkten och kinetiken for spermatogenes ar vildefinierade (se hdnvisning 27). De ldga antalet dgg tillgingliga
for analys, dven efter superovulation, och det faktum att det inte finns ndgon DNA-syntes i oocyten, utesluter
bestimning av mutationer i honliga konsceller genom transgentester (se hanvisning 31).

32.  Provtagningstiderna for hanliga konsceller bor viljas s att alla exponerade celltyper under konscellsbildningen
provtas och s att det stadium som provtagningen ar inriktad pd har fétt tillridcklig exponering. Den tid det tar for
konsceller att utvecklas frén spermatogoniestamceller till mogna spermier som nér sidesledare/cauda epididymis
r ca 49 dagar for mus (se hinvisning 36) och ca 70 dagar for ratta (se hanvisning 34, 35). Efter en 28-dagars
exponering med en efterféljande tredagars provtagningsperiod kommer de ackumulerade spermier som samlats in
fran sidesledaren/cauda epididymis (se hdnvisning 7, 8) att utgéra en population av celler som exponerats under
ungefir den senare hilften av spermatogenesen, vilket inkluderar den meiotiska och postmeiotiska perioden men
inte den spermatogonieperioden eller stamcellsperioden. For att adekvat ta prov pa celler i sidesledaren/cauda
epididymis som var spermatogoniestamceller under exponeringsperioden krivs ytterligare en provtagningstid pa
minst 7 veckor (mdss) eller 10 veckor (rtta), efter avslutad behandling.

33.  Celler extruderade fran sideskanalerna efter en period pa 28 + 3 dagar utgér en blandad population rik pé alla
utvecklingsstadier av konsceller (se hidnvisning 7, 8). Provtagning av dessa celler for pavisande av genmutationer
ger inte en lika exakt bedomning av de stadier dir konscellsmutationer induceras som den som kan erhllas
genom provtagning av spermier fran sidesledaren/cauda epididymis (eftersom det finns flera olika konscellstyper i
prov frdn sideskanalerna och dessutom somatiska celler som kontaminerar denna cellpopulation). Emellertid ger
provtagning av celler fran siddeskanalerna utover spermatozoer fran sidesledaren/cauda epididymis efter endast ett
28 + 3 dagars provtagningsschema viss tickning av celler som exponerats under flertalet faser i konscellsbild-
ningen, vilket kan vara anvindbart for att uppticka vissa konscellsmutagener.

Observationer

34.  Allminna kliniska observationer bor goras minst en gdng per dag, helst vid samma tidpunkt varje dag med
hinsyn till maximalt forvintade effekter efter doseringen. Djurens hilsotillstind bor registreras. Minst tvd gdnger
dagligen bor djuren observeras med avseende pd morbiditet och mortalitet. Alla djur bor vdgas minst en géng i
veckan. Mitning av foderkonsumtion bor goras minst en géng i veckan. Om testkemikalien tillfors via dricks-
vattnet bor dven vattenkonsumtionen mdtas vid varje byte av vatten och minst en ging i veckan. Djur som
uppvisar icke-dodliga indikatorer pd Gverskottstoxicitet bor avlivas innan slutférandet av testperioden (se hinvis-
ning 23).

Vivnadsinsamling

35.  Den logiska grunden for vivnadsinsamlingen bor definieras tydligt. Eftersom det dr mojligt att studera mutations-
induktion i praktiskt taget alla viavnader, bor valet av vivnader som ska samlas in baseras pé skalet for att genom-
fora studien och befintliga mutagenitets-, cancerogenitets- eller toxicitetsdata for den undersokta kemikalien.
Viktiga faktorer for 6vervidgande bor omfatta administreringsvdg (baserat pd sannolika ménskliga exponerings-
vigar), den forutsagda vivnadsdistributionen och mojlig verkningsmekanism. I avsaknad av bakgrundsinforma-
tion, bor flera somatiska vdavnader som kan vara av intresse samlas in. Dessa bor representera snabbvixande och
langsamt vixande vdvnader och vivnader pa kontaktstillet. Dessutom bor spermier fran sidesledare/cauda epidi-
dymis och vixande konsceller frén sideskanalerna (som beskrivs i punkterna 32 och 33) samlas in och lagras om
framtida analyser av mutagenitet i konsceller kravs. Organvikter bor inhdmtas, och for storre organ, bor samma
omrade samlas in pa alla djur.
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Lagring av vivnader och DNA

36. Vavnader (eller vivnadshomogenat) bor forvaras vid eller under — 70 °C och ska anvindas for DNA-isolering
inom 5 dr. Isolerat DNA, forvarat i kylskdp vid 4 °C i lamplig buffert, bor optimalt anvindas for mutationstest
inom 1 ar.

Val av vivnader fér mutantanalys

37.  Valet av vivnader bor baseras pd overvidganden sdsom 1) administrationssittet eller forsta kontaktstallet (t.ex. glan-
duldr magsick om administrationen dr oral, lunga om administrationen sker via inandning eller hud om lokal
applikation har anvints) och 2) farmakokinetiska parametrar som observerats i allméntoxicitetsstudier, vilket indi-
kerar vivnadsdisposition, bibehallande eller ackumulation, eller malorgan for toxicitet. Om studier utfors for att
folja upp cancerogenitetsstudier bor man overviga mélviavnaderna for cancerogenitet. Valet av vdvnader for analys
bor maximera detekteringen av kemikalier som dr direktverkande in vitro-mutagena, metaboliseras snabbt, mycket
reaktiva eller absorberas déligt, eller de for vilka malvivnaden bestims genom administreringsvigen (se hanvis-
ning 6).

38. I brist pd bakgrundsinformation och med beaktande av kontaktstillet pd grund av administreringsvigen, bor
levern och minst en snabbt delande vivnad (t.ex. glandulidr magsack, benmirg) utvirderas for mutagenitet. I de
flesta fall kan de ovan angivna kraven uppnds genom analyser av tvd noggrant utvalda vdvnader, men i vissa fall
skulle tre eller fler behdvas. Om det finns sirskilda skil att misstinka konscellseffekter, inklusive positiva effekter
pd somatiska celler, bor konscellsvavnaderna utvirderas avseende mutationer.

Mitmetoder

39.  Standardlaboratoriemetoder eller publicerade metoder for detektion av mutanter finns tillgingliga for de rekom-
menderade transgena modellerna: lacZ-lambdabakteriofag och -plasmid (se hdnvisning 30); lacl-mus (se hanvis-
ning 2, 18); gpt-deltamus (se hdnvisning 22); gpt-deltardtta (se hanvisning 28); cIl (se hdnvisning 17). Andringar
bor motiveras och dokumenteras noga. Data frdn flera packningar kan liggas samman och anvindas for att uppnd
ett tillrackligt antal plack eller kolonier. Emellertid kan behovet av ett stort antal packningsreaktioner for att uppnd
det lampliga antalet plack vara en indikation pd dalig DNA-kvalitet. I sddana fall ska data beaktas med forsiktighet
eftersom den kan vara opdlitlig. Det optimala antalet plack eller kolonier per DNA-prov styrs av den statistiska
sannolikheten for att uppticka tillrickligt ménga mutanter vid en viss spontan mutationsfrekvens. I allminhet
kravs minst 125 000 till 300 000 plack om den spontana mutationsfrekvens ar i storleksordningen 3 x 10-° (se
hénvisning 15). For Big Blue® lacl-testet 4r det viktigt att visa att hela skalan av mutanta fargfenotyper kan detek-
teras genom inforandet av lampliga firgkontroller som behandlas jamsides med varje plattodling. Vavnaderna och
de resulterande proverna (objekt) bor bearbetas och analyseras med hjilp av ett blockutforande, dir objekt frdn
vehikel-/16sningsmedelskontrollgruppen, den positiva kontrollgruppen (om den anvinds) eller positivt kontroll-
DNA (i forekommande fall) och varje behandlingsgrupp behandlas tillsammans.

DATA OCH RAPPORTERING

Behandling av resultat

40. Individuella djurdata bor presenteras i tabellform. Den experimentella enheten utgors av djuret. Rapporten bor
omfatta det totala antalet plackbildande enheter (pfu) eller kolonibildande enheter (cfu), antal mutanter samt
mutantfrekvensen for varje vivnad frén varje djur. Om det finns flera packnings-/aktiveringsreaktioner, bor antalet
reaktioner per DNA-prov rapporteras. Aven om data for varje enskild reaktion bér behllas behover endast total
pfu eller cfu rapporteras. Uppgifter om toxicitet och kliniska tecken enligt punkt 34 ska redovisas. Eventuella
sekvenseringsresultat ska presenteras for varje mutant som analyseras, och resulterande mutationsfrekvensberak-
ningar for varje djur och vivnad ska visas.

Statistisk utvirdering och tolkning av resultaten

41.  Det finns flera kriterier for att faststilla att ett resultat dr positivt, t.ex. en dosrelaterad 6kning av mutationsfrek-
vensen, eller en tydlig 6kning av mutationsfrekvensen i enkeldosgruppen jamfort med l6sningsmedels-/vehikel-
kontrollgruppen. Minst tre behandlade dosgrupper bor analyseras for att ge tillrickligt med uppgifter for dos-
responsanalysen. Medan den biologiska relevansen for resultaten ska komma i frimsta rummet kan limpliga
statistiska metoder anvindas som en hjilp vid utvirderingen av testresultateten (se hinvisning 4, 14, 15, 25, 26).
Statistiska tester som anvinds bor betrakta djuret som den experimentella enheten.
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42.  En testkemikalie for vilken resultatet inte uppfyller ovanstdende kriterier i nigon vivnad anses vara icke-mutagen i
detta test. For den biologiska betydelsen av ett negativt resultat ska vivnadsexponeringen bekriftas.

43.  For DNA-sckvensanalyser, finns ett antal statistiska metoder tillgangliga for att hjdlpa till med tolkningen av resul-
taten (se hanvisning 1, 5, 9, 19).

44, Provning av om de observerade virdena ligger inom eller utanfor det historiska kontrollomradet kan ge vigled-
ning for att utvirdera responsens biologiska betydelse (se hinvisning 32).

Testrapport

45.  Testrapporten ska innehdlla foljande information:

Testkemikalie:

— Identifieringsuppgifter och CAS-nr, om det 4r kint.

— Ursprung, partinummer om sadant finns.

— Fysikalisk form och renhetsgrad.

— Fysikalisk-kemiska egenskaper som ir relevanta for genomforandet av studien.

— Testkemikaliens stabilitet, om den ir kind.

Losningsmedel /vehikel:

— Motivering f6r val av vehikel.
— Loslighet och stabilitet av testkemikalien i 16sningsmedlet/vehikeln, om detta ar kint.
— Sammansittning av foder-, dricksvatten- eller inandningsberedningar.

— Analytiska bestimningar av beredningar (t.ex. stabilitet, homogenitet, nominella koncentrationer).

Forsoksdjur:

— Art/stam som anvinds och motivering av valet.
— Djurens antal, dlder och kon.
— Ursprung, inhysning, foder etc.

— Individuell vikt hos fors6ksdjuren vid forsokets borjan, inklusive kroppsviktsintervall, medelvirde och standar-
davvikelse for varje grupp.

Testbetingelser:

— Positiva och negativa kontrolldata (vehikel/losningsmedel).
— Data frén dosfinnande studie.

— Motivering f6r valet av dosniva.

— Uppgifter om testkemikalieberedningen.

— Uppgifter om administreringen av testkemikalien.

— Motivering f6r administrationssitt.

— Metoder for mitning av djurtoxicitet, inklusive, i forekommande fall, histopatologiska eller hematologiska ana-
lyser och frekvensen av djurobservationer och métningar av djurens kroppsvikt.

— Metoder for att verifiera att testkemikalien ndtt mdlvdvnaden eller den allminna cirkulationen, om negativa
resultat erhalls.

— Faktisk dos (mg/kg kroppsvikt/dag) berdknad genom testkemikaliens koncentration (ppm) i foder/dricksvatten
samt konsumtionen, i tillimpliga fall.

— Uppgifter om foder- och vattenkvalitet.

— Detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman samt motivering av valen.
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— Metod for avlivning.
— Forfaranden for att isolera och bevara vivnader.

— Metoder for isolering av gnagares genomiska DNA, rdddning av transgenen frdn genomiskt DNA och over-
foring av transgent DNA till en bakterievird.

— Ursprungs- och partinummer for alla celler, satser och reagenser (i forekommande fall).
— Metoder for rikning av mutanter.

— Metoder for molekylir analys av mutanter och anvindning for att korrigera klonalitet och/eller berdkna muta-
tionsfrekvenser, i tillimpliga fall.

Resultat:

— Djurens skick fore och under hela testperioden, inklusive tecken pé toxicitet.
— Kropps- och organvikter vid avlivning.
— For varje vivnad/djur utvirderas antalet mutanter, antalet plack eller kolonier samt mutantfrekvensen.

— For varje vdvnad/djurgrupp antalet packningsreaktioner per DNA-prov, totala antalet mutanter, medelvardet
for mutantfrekvensen, standardavvikelsen.

— Dos-responssamband, dir detta dr mojligt.

— For varje vdvnad/djur, antalet oberoende mutanter och genomsnittmutationsfrekvensen dir molekyldr analys
av mutationer utfordes.

— Data fran jimsides behandlad och tidigare negativ kontroll med omfing, medelvirden och standardavvikelser.
— Data frén jamsides behandlad positiv kontroll (eller data om DNA fran tidigare positiv kontroll).

— Analytiska bestdimningar, om det finns tillgdngligt (t.ex. DNA-koncentrationer som anvénds i packning, DNA-
sekvenseringsdata);

— De statistiska analyser och metoder som anvénts.

Diskussion av resultaten
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Tilligg

DEFINITIONER
Administreringsperiod: Den totala perioden under vilken ett djur doseras.

Basparssubstitution: En typ av mutation som orsakar ersittning av en enda DNA-nukleotidbas med en annan DNA-
nukleotidbas.

Kapsid: Proteinskalet som omger en viruspartikel.

Kemikalie: Ett dmne eller en blandning.

Klonal expansion: Produktionen av manga celler frin en enda (mutant) cell.

Kolonibildande enhet (CFU): Ett mitt p4 livskraftigt bakterieantal.

Konkatamer: En ling sammanhingande biomolekyl som bestér av flera identiska kopior kopplade i serie.

Cos-stille: Ett 12-nukleotid-segment av enkelstringat DNA som finns i bida dndarna av den bakteriofaga lambdans
dubbelstringade genom.

Deletion: En mutation i vilken en eller flera (sekventiella) nukleotider gér forlorade genom genomet.
Elektroporering: Tillimpning av elektriska pulser for att 6ka permeabiliteten hos cellmembran.
Endogen gen: En gen med ursprung hos genomet.

Extrabinomial variation: Storre variationer i dterkommande bedémningar av en populationsandel 4n vad som skulle
forvintas om populationen hade en binomialférdelning.

Frameshift-mutation: En genetisk mutation som orsakas av insertioner eller deletioner av ett antal nukleotider som
inte dr jamnt delbara med tre inom en DNA-sekvens som kodar for ett protein/en peptid.

Insertion: Tilligg av en eller flera nukleotid-baspar i en DNA-sekvens.
Jackpot: Ett stort antal mutanter som uppstdr genom klonal expansion av en enda mutation.

Stora deletioner: Deletioner i DNA av mer én flera kilobaser (som effektivt pavisas med Spi-selektionsanalys och
lacZ-plasmidtester).

Ligering: Den kovalenta kopplingen mellan tvd dndar av DNA-molekyler med hjilp av DNA-ligas.

Mitogen: En kemikalie som stimulerar en cell att paborja celldelning och utloser mitos (dvs. celldelning).

Neutral gen: En gen som inte paverkas av positiva eller negativa selektionstryck.

Packning: Syntes av infektiosa fagpartiklar frin en beredning av fagkapsid- och svansproteiner och en konkatamer av
fag-DNA-molekyler. Anvinds vanligen for att packa DNA klonad pé en lambdavektor (atskilda av cos-stillen) i infektiosa
lambdapartiklar.

Packningseffektivitet: Den effektivitet med vilken packade bakteriofager dtervinns i virdbakterier.

Plackbildande enhet (pfu): Ett métt pé livskraftigt bakteriofagantal.

Punktmutation: En allmin term for en mutation som paverkar endast en liten sekvens av DNA inklusive smi inser-
tioner, deletioner och basparssubstitutioner.

Positiv selektion: En metod som endast tilldter mutanter att verleva.
Reportergen: En gen vars muterade genprodukt latt upptacks.

Provtagningstid: [ slutet av den tidsperiod, fore avlivningen, under vilken kemikalien inte administreras och under
vilka obearbetade DNA-skador fixeras till stabila mutationer.
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Skyttelvektor: En vektor som ir konstruerad si att den kan breda ut sig i tvd olika virdarter, i enlighet dirmed kan
DNA inforas i en skyttelvektor och testas eller manipuleras i tvd olika celltyper eller tva olika organismer.

Testkemikalie: Alla imnen eller blandningar som testas med denna testmetod.

Transgen: Avser en organism vars genom har forindrats genom 6verforing av en gen eller gener fran en annan art.”




	KOMMISSIONENS FÖRORDNING (EU) nr 900/2014 av den 15 juli 2014 om ändring, för anpassning till tekniska framsteg, av förordning (EG) nr 440/2008 om testmetoder enligt Europaparlamentets och rådets förordning (EG) nr 1907/2006 om registrering, utvärdering, godkännande och begränsning av kemikalier (Reach) (Text av betydelse för EES) 

