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DE

ANHANG

Der Anhang der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 wird wie folgt gedndert:

Die Kapitel B.53, B.54, B.55, B.56, B.57 und B.58 werden eingefiigt:

»B.53. Priifung auf Entwicklungsneurotoxizitit

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 426 (2007). Im
Juni 1995 traf sich eine OECD-Arbeitsgruppe aus dem Bereich Reproduktions- und
Entwicklungstoxizitdt in Kopenhagen, um zu erortern, ob eine Aktualisierung der
bestehenden diesbeziiglichen OECD-Priifrichtlinien sowie die Ausarbeitung neuer
Leitlinien fiir bislang noch nicht abgedeckte Endpunkte erforderlich ist (1). Die
Arbeitsgruppe empfahl, auf der Grundlage einer inzwischen iiberarbeiteten
Richtlinie der amerikanischen Umweltschutzbehorde (EPA) (2) eine Priifrichtlinie
fiir Entwicklungsneurotoxizitit auszuarbeiten. Im Juni 1996 fand ein zweites
Beratungstreffen in Kopenhagen statt, bei dem das Sekretariat iiber den Entwurf
einer neuen Prifrichtlinie zur Entwicklungsneurotoxizitdt einschlieBlich der
wichtigsten Eckpunkte mit Angaben zur Auswahl der Versuchstierarten, zur
Dosierungsphase, zur Priifphase, zu den zu bewertenden Endpunkten und zu den
Kriterien fiir die Auswertung der Ergebnisse informiert werden sollte. 1998 wurde
eine US-amerikanische Richtlinie fiir die Bewertung des Neurotoxizitétsrisikos
verdffentlicht (3). Im Oktober 2000 wurden nacheinander ein Beratungstreffen von
OECD-Sachverstindigen und ein Workshop des ILSI Risk Science Institute
abgehalten. 2005 fand in Tokio ein Sachverstindigen-Beratungstreffen statt. Ziel
dieser Veranstaltungen war die Erdrterung der wissenschaftlichen und technischen
Fragen im Zusammenhang mit der aktuellen Priifrichtlinie, und die Empfehlungen
aus diesen Treffen (4)(5)(6)(7) wurden bei der Ausarbeitung der vorliegenden
Priifmethode beriicksichtigt. Weitere Informationen zu Durchfiihrung, Interpretation
und Terminologie dieser Priifmethode finden sich in den Guidance Documents der
OECD Nr. 43 (,,Reproductive Toxicity Testing and Assessment™) (8) und Nr. 20
(,,Neurotoxicity Testing*) (9).

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

2. Viele Chemikalien schidigen bekanntermaflen beim Menschen und anderen Arten
das in der Entwicklung befindliche Nervensystem (10)(11)(12)(13). Fiir die
Bewertung und Beurteilung der toxischen Eigenschaften einer Chemikalie ist unter
Umstdnden eine Bestimmung ihres entwicklungsneurotoxischen Potenzials
erforderlich. Anhand von Priifungen auf Entwicklungsneurotoxizitét sollen Daten —
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einschlieBlich einer Charakterisierung der Dosis-Wirkungs-Beziehung — zu den
potenziellen funktionalen und morphologischen Wirkungen auf das in der
Entwicklung befindliche Nervensystem der Nachkommen gewonnen werden, die
moglicherweise aus der Exposition in utero und wihrend der frithen Lebensphasen
resultieren.

3. Eine Entwicklungsneurotoxizititsstudie kann als Einzelstudie durchgefiihrt werden,
im Rahmen einer Reproduktionstoxizitétsstudie und/oder einer Neurotoxizititsstudie
am adulten Tier erfolgen (z. B. Priifmethoden B.34 (14), B.35 (15), B.43 (16)) oder
mit einer Studie zur Priifung auf prénatale Entwicklungstoxizitit gekoppelt werden
(z. B. Prifmethode B.31 (17)). Wenn die Entwicklungsneurotoxizititsstudie im
Rahmen einer anderen Studie oder gekoppelt mit einer anderen Studie durchgefiihrt
wird, ist unbedingt darauf zu achten, dass die Integritét beider Studienarten gewahrt
bleibt. Bei sdmtlichen Priifungen sind die geltenden Rechtsvorschriften sowie
staatliche und institutionelle Leitlinien fiir die Verwendung von Versuchstieren zu
Forschungszwecken einzuhalten (z. B. 18).

4. Das Priiflabor muss sich vor der Durchfiihrung der Studie umfassend iiber alle zu der
Priifsubstanz vorliegenden Daten informieren. Dazu gehdren die Identitit und
chemische Struktur der Chemikalie, ihre physikalisch-chemischen Eigenschaften,
die Ergebnisse jeglicher anderer mit der Chemikalie durchgefiihrten In-vitro- oder
In-vivo--Toxizitdtspriifungen, toxikologische Daten zu strukturverwandten
Chemikalien und die vorgesehene(n) Verwendung(en) der Chemikalie. Diese
Angaben sind notwendig, um fiir alle betroffenen Kreise sicherzustellen, dass die
Prifung fiir den Schutz der menschlichen Gesundheit maBgeblich ist, und sie
erleichtern die Auswahl einer geeigneten Anfangsdosis.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

5. Die Priifsubstanz wird den Tieren wéhrend der Trichtigkeit und des S&ugens
verabreicht. Anhand der Priifung der Muttertiere konnen die Wirkungen auf
trichtige und laktierende Weibchen bewertet und vergleichende Informationen
(Muttertier versus Nachkommen) gewonnen werden. Die Nachkommen der
einzelnen = Wiirfe = werden im  randomisierten = Verfahren fiir  die
Neurotoxizititsbeurteilung ausgewdhlt. Die Versuchstiere werden bei der
Beurteilung auf schwere neurologische und Verhaltensanomalien hin beobachtet.
Dies schliefit die Bewertung der physischen Entwicklung, der Verhaltensontogenese,
der motorischen Aktivitit, der motorischen und sensorischen Funktionen sowie der
Lernfdhigkeit und der Gedichtnisleistung ebenso ein wie die Beurteilung des
Hirngewichts und neuropathologischer Verdnderungen wihrend der postnatalen
Entwicklung und am adulten Tier.

6. Wenn die Priifmethode als Einzelstudie durchgefiihrt wird, konnen zusétzliche
verfiigbare Tiere der einzelnen Gruppen filir spezifische neuropathologische,
neurochemische oder elektrophysiologische Verfahren oder Verfahren zur
Erforschung des neurologisch bedingten Verhaltens verwendet werden, anhand
deren die Daten der geméil vorliegender Priifmethode empfohlenen Priifungen
ergdnzt werden konnen (16)(19)(20)(21). Die Zusatzverfahren kénnen insbesondere
dann sinnvoll sein, wenn die empirische Beobachtung, die erwarteten Wirkungen
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oder der Wirkmechanismus/die Wirkungsweise auf eine bestimmte Art von
Neurotoxizitit hindeuten. Diese Zusatzverfahren konnen sowohl auf die Muttertiere
als auch die Jungtiere angewendet werden. Des Weiteren konnen Ex-vivo- oder In-
vitro-Verfahren angewendet werden, sofern dadurch die Integritdt der In-vivo-
Verfahren nicht verdndert wird.

VORBEREITUNGEN FUR DIE PRUFUNG
Auswahl der Versuchstierarten

7. Bevorzugtes Versuchstier ist die Ratte; gegebenenfalls konnen andere
Versuchstierarten verwendet werden. Dabei ist jedoch zu beachten, dass die fiir
diese Priifmethode angegebenen Gestations- und postnatalen Tage fiir
typischerweise verwendete Rattenstimme spezifisch sind. Im Falle der Verwendung
anderer Arten oder eines ungewdhnlichen Stamms sind vergleichbare Tage zu
wiéhlen. Die Verwendung anderer Arten ist auf der Grundlage toxikologischer,
pharmakokinetischer und/oder anderer Daten zu begriinden. Bei der Begriindung
sollten unter anderem moglicherweise vorliegende artenspezifische postnatale
neuropathologische Bewertungen und Bewertungen zum neurologisch bedingten
Verhalten beriicksichtigt werden. Wenn bei einem fritheren Test Bedenken
aufgetreten sind, sollte die Art/der Stamm, der die Bedenken hervorgerufen hat, in
Betracht gezogen werden. Da verschiedene Rattenstimme unterschiedliche
Eigenschaften und Merkmale haben, sollte der ausgewidhlte Stamm nachweislich
iiber eine adiquate Fekunditit und Empfindlichkeit verfiigen. Inwiefern andere
Arten aufgrund ithrer Empfindlichkeit geeignet sind, eine
Entwicklungsneurotoxizitit zuverldssig nachzuweisen, sollte dokumentiert werden.

Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

8. Die Temperatur im Versuchstierraum sollte 22 °C (= 3 °C) betragen. Die relative
Luftfeuchtigkeit sollte mindestens 30 % betragen und — aufler beim Reinigen des
Raums — 70 % nicht iiberschreiten, anzustreben ist ein Wert von 50-60 %. Die
Beleuchtung sollte kiinstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten sich im
Abstand von 12 Stunden abwechseln. Der Hell-Dunkel-Zyklus kann auch vor der
Paarung und fiir den Verlauf der Studie umgekehrt werden, um die Bewertung der
funktionalen und verhaltensbezogenen Endpunkte wihrend der Dunkelphase (unter
Rotlicht), also wenn die Tiere normalerweise aktiv sind (22), durchzufiihren. Bei
jeglicher Anderung des Hell-Dunkel-Zyklus ist ausreichend Zeit fiir die
Akklimatisierung der Tiere einzuplanen, damit diese sich an den neuen Zyklus
gewdhnen konnen. An die Versuchstiere kann herkdmmliches Laborfutter verfiittert
werden, und eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung ist zu gewéhrleisten. Die Art
des Futters und Wassers ist zu protokollieren und jeweils auf den Schadstoffgehalt
hin zu analysieren.

9. Die Tiere konnen entweder einzeln oder in kleinen gleichgeschlechtlichen Gruppen
in Kéifigen untergebracht werden. Die Verpaarung erfolgt in fiir diese Zwecke
geeigneten Kaéfigen. Wenn die Paarung nachweislich stattgefunden hat oder
spitestens an Tag 15 der Tréchtigkeit sind die verpaarten Tiere einzeln in
Wurfkéfigen oder speziellen Kifigen fiir Muttertiere zu halten. Die Kéfige sollten so
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angeordnet werden, dass etwaige Einfliisse der Kifigplatzierung minimiert werden.
Verpaarte Weibchen sind mit bestimmten geeigneten Nestmaterialien zu versorgen,
wenn die Geburt bevorsteht. Bekanntermaflen koénnen sich eine unangemessene
Handhabung oder Stress wihrend der Graviditit nachteilig auswirken, da dies unter
anderem zu prinatalen Verlusten und einer verdnderten fetalen und postnatalen
Entwicklung fiihren kann. Zum Schutz vor prénatalen Verlusten durch nicht
behandlungsbedingte Faktoren ist bei der Handhabung der trichtigen Tiere Sorgfalt
angebracht, und Stress infolge von duBleren Faktoren, wie tiberméBiger Larm, ist zu
vermeiden.

Vorbereitung der Tiere

10. Es sind gesunde Tiere zu verwenden, die an die Laborbedingungen gewdhnt und

zuvor nicht fiir andere Experimente verwendet wurden, auller wenn die Studie Teil
einer anderen Studie ist (siche Nummer 3). Art, Stamm, Herkunft, Geschlecht,
Gewicht und Alter der Versuchstiere sind anzugeben. Jedes Versuchstier wird zur
sicheren Identifizierung durch eine eigene Nummer gekennzeichnet. Die Tiere der
einzelnen Testgruppen sollten so weit wie moglich ein einheitliches Gewicht und
Alter haben und sich im normalen Schwankungsbereich der untersuchten Tierart/des
Tierstamms bewegen. Fiir jede Dosisstufe sind junge adulte Weibchen zu
verwenden, die noch nicht geworfen haben. Es ist sicherzustellen, dass Geschwister
nicht verpaart werden. Tag 0 der Graviditdt ist der Tag, an dem ein Vaginalpfropf
und/oder Sperma beobachtet wird. Wenn terminiert trichtige Tiere von einem
Lieferanten gekauft werden, ist eine angemessene Akklimatisierungszeit (z. B. 2-
3 Tage) einzuplanen. Verpaarte Weibchen sind nach dem Zufallsprinzip den
Kontroll- und Behandlungsgruppen zuzuteilen und moglichst gleichméBig auf die
Gruppen zu verteilen (fiir die gleichméaBige Verteilung auf alle Gruppen wird z. B.
eine stratifizierte Randomisierung, beispielsweise auf der Grundlage des
Korpergewichts, empfohlen). Vom selben Méinnchen besamte Weibchen sind
gleichméBig auf die Gruppen zu verteilen.

VERFAHREN

Z.ahl und Geschlecht der Versuchstiere

11.

12.

In jeder Priif- und Kontrollgruppe sollte sich eine ausreichende Zahl trichtiger
Weibchen befinden, die der Priifsubstanz ausgesetzt werden, damit sichergestellt ist,
dass eine angemessene Zahl an Nachkommen fiir die Neurotoxizititsbeurteilung zur
Verfiigung steht. Es wird empfohlen, insgesamt 20 Wiirfe auf jeder Dosisstufe zu
verwenden. Wiederholungsgaben und zeitversetzte Dosierungsschemata sind
zuldssig, wenn die Gesamtzahlen der Wiirfe pro Gruppe erreicht und geeignete
statistische Modelle zur Beriicksichtigung der Wiederholungsgaben verwendet
werden.

Spitestens am postnatalen Tag 4 (PND 4) (der Tag der Geburt ist PND 0) ist die
Grofle der einzelnen Wiirfe durch Eliminierung zufillig ausgewéhlter iiberzéhliger
Jungtiere anzupassen, damit alle Wiirfe gleich grof3 sind (23). Die Wurfgrof3e sollte
die durchschnittliche WurfgroBe des verwendeten Nagerstamms nicht {iberschreiten
(8-12). In dem Wurf sollten sich mdoglichst gleich viele ménnliche und weibliche
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Jungtiere befinden. Eine selektive Eliminierung der Jungtiere, z. B. auf der
Grundlage des Korpergewichts, ist nicht angebracht. Nach Vereinheitlichung der
Wiirfe (Auslese) und vor der weiteren Priifung funktionaler Endpunkte sollten
einzelne Jungtiere, die fiir Tests vor bzw. nach dem Absetzen bestimmt sind,
eindeutig gekennzeichnet werden, wobei eine beliebige geeignete humane Methode
fiir die Jungtierkennzeichnung anzuwenden ist (z. B. 24).

Zuteilung von Tieren zu funktionalen Priifungen, Verhaltenspriifungen, zur
Bestimmung des Hirngewichts und zu neuropathologischen Beurteilungen

13. Im Rahmen der Priifmethode gibt es mehrere Ansétze fiir die Zuteilung der in utero
oder wihrend des Sdugens exponierten Tiere zu den funktionalen Priifungen, den
Verhaltenspriifungen, der Beurteilung der Geschlechtsreife, der Bestimmung des
Hirngewichts und der neuropathologischen Beurteilung (25). Im Einzelfall konnen
zusitzlich noch weitere Priifungen zum neurologisch bedingten Verhalten (z. B.
Sozialverhalten), zur Neurochemie oder Neuropathologie durchgefiihrt werden,
sofern die Integritit der urspriinglich erforderlichen Priifungen dadurch nicht
gefahrdet wird.

14. Die Jungtiere werden frithestens am PND 4 aus jeder der einzelnen Dosisgruppen
ausgewdhlt und Endpunktbewertungen zugewiesen. Die Jungtiere sollten moglichst
so ausgewahlt werden, dass bei samtlichen Priifungen Jungtiere beider Geschlechter
aus allen Wiirfen und aus jeder einzelnen Dosisgruppe zu gleichen Teilen vertreten
sind. Bei der Priifung der motorischen Aktivitét sind dieselben Paare minnlicher und
weiblicher Jungtiere in simtlichen Entwicklungsphasen vor dem Absetzen zu priifen
(sieche Nummer 35). Bei allen anderen Priifungen konnen dieselben oder andere
Paare ménnlicher und weiblicher Tiere verschiedenen Verhaltenspriifungen zugeteilt
werden. Bei der Priifung der kognitiven Funktionen miissen fiir die Priifungen
abgesetzter Jungtiere gegeniiber adulten Tieren moglicherweise unterschiedliche
Jungtiere zugeteilt werden, um Storeinfliisse aufgrund des Alters und durch
Lerneffekte zu vermeiden (26)(27). Beim Absetzen (PND 21) konnen die nicht fiir
die Priifungen ausgewdihlten Jungtiere auf humane Art und Weise entsorgt werden.
Alle Anderungen bei der Jungtierzuteilung sind festzuhalten. Die statistische
Maleinheit ist der Wurf (oder das Muttertier), nicht das Jungtier.

15. Die Zuteilung der Jungtiere zu den Untersuchungen vor dem Absetzen, den
Untersuchungen nach dem Absetzen, den kognitiven Priifungen, pathologischen
Untersuchungen usw. kann auf verschiedene Weise erfolgen (sieche Abbildung 1 fiir
die allgemeine Planung und Anlage 1 fiir Zuteilungsbeispiele). Die empfohlenen
Mindestanzahlen an Tieren in jeder einzelnen Dosisgruppe lauten jeweils fiir
Untersuchungen vor bzw. nach dem Absetzen wie folgt:

Klinische Beobachtungen und Korpergewicht Alle Tiere
Ausfiihrliche klinische Beobachtungen 20/Geschlecht
(1/Geschlecht/Wurf)
Hirngewicht (nach Fixierung) PND 11-22 10/Geschlecht (1/Wurf)
Hirngewicht (unfixiert) ~ PND 70 10/Geschlecht (1/Wurf)
Neuropathologie (Immersions- oder Perfusionsfixierung) 10/Geschlecht (1/Wurf)
PND 11-22 10/Geschlecht (1/Wurf)
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Neuropathologie (Perfusionsfixierung) ~ PND 70

Geschlechtsreife 20/Geschlecht
(1/Geschlecht/Wurf)
Andere Entwicklungsparameter (optional) Alle Tiere
Verhaltensontogenese 20/Geschlecht
(1/Geschlecht/Wurf)
Motorische Aktivitit 20/Geschlecht
(1/Geschlecht/Wurf)
Motorische und sensorische Funktionen 20/Geschlecht
(1/Geschlecht/Wurf)
Lernen und Gedéchtnis 10/Geschlecht® (1/Wurf)

? Je nach Empfindlichkeit der kognitiven Funktionspriifungen sollte die Untersuchung einer
wesentlich groBeren Anzahl an Tieren in Erwédgung gezogen werden, z. B. bis zu ein Mannchen und
ein Weibchen pro Wurf (beziiglich Tierzuteilung siche Anlage 1) (fiir weiterfilhrende Hinweise zur
StichprobengrofBle sieche OECD Guidance Document Nr. 43 (8)).

Dosierung

16.

17.

Es sollten mindestens drei Dosisstufen und eine gleichzeitige Kontrolle verwendet
werden. Die Dosisstufen sollten so gewéhlt werden, dass es zu einer graduellen
Abstufung der toxischen Wirkungen kommt. AuBler bei Beschrinkungen aufgrund
der physikalisch-chemischen oder der biologischen Eigenschaften der Chemikalie
sollte die hochste Dosierungsstufe so gewihlt werden, dass dadurch irgend eine
Form von maternaler Toxizitdt auftritt (z. B. klinische Anzeichen, verminderte
Korpergewichtszunahme  (maximal 10 %) und/oder eine nachweisliche
dosislimitierende Toxizitdt in einem Zielorgan). Die Hochdosis kann mit einigen
Ausnahmen auf 1000 mg/kg/Tag Korpergewicht begrenzt werden. Zum Beispiel
kann aufgrund der erwarteten menschlichen Exposition die Verwendung einer
hoheren Dosisstufe erforderlich sein. Alternativ sollten Pilotstudien oder Vorstudien
zur Dosisfindung durchgefiihrt werden, um die hdchste einzusetzende Dosis zu
bestimmen, bei der es zu minimaler maternaler Toxizitdit kommt. Wenn sich
entweder in einer standardméfBigen Entwicklungstoxizititsstudie oder in einer
Pilotstudie herausgestellt hat, dass die Priifsubstanz entwicklungstoxisch wirkt,
sollte die hochste Dosisstufe diejenige Maximaldosis sein, bei der keine iibermaflige
Toxizitédt bei den Nachkommen auftritt bzw. bei der in utero oder am Neugeborenen
weder Tod noch Missbildungen in einem Male feststellbar sind, dass eine
Bewertung der Neurotoxizitdt behindert wiirde. Bei der niedrigsten Dosisstufe sollte
moglichst keine maternale Toxizitdt oder Entwicklungstoxizitit einschlieBlich
Neurotoxizitidt nachweisbar sein. Es ist eine absteigende Folge von Dosisstufen zu
wiéhlen, um dosisabhingige Wirkungen und die niedrigste Dosisstufe ohne zu
beobachtende unerwiinschte Wirkungen (NOAEL) nachzuweisen oder Dosen in der
Néhe der Nachweisgrenze zu bestimmen, anhand deren die Festlegung einer
Benchmark-Dosis (BMD) erfolgen kann. Zwei- bis vierfache Abstinde erweisen
sich hdufig als optimale Dosisabstufungen, und meist ist eine zusétzliche vierte
Dosisgruppe der Verwendung von sehr groflen Dosisabstinden (z. B. um mehr als
den Faktor 10) vorzuziehen.

Bei der Wahl der Dosisstufen sind samtliche fir die Priifsubstanz oder verwandte
Stoffe vorliegenden Daten zur Toxizitdit sowie zusétzliche Informationen zu
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Verstoffwechselung und Toxikokinetik zu beriicksichtigen. Diese Angaben sind
gegebenenfalls fiir den Nachweis der Angemessenheit des Dosierungsplans
hilfreich. Eine direkte Verabreichung an die Jungtiere sollte unter Beriicksichtigung
der Daten zu Exposition und Pharmakokinetik erfolgen (28)(29). Vor der
Durchfiihrung von Direktverabreichungsstudien sind die Vor- und Nachteile
sorgfiltig gegeneinander abzuwégen (30).

Die gleichzeitige Kontrollgruppe sollte eine scheinbehandelte Gruppe oder eine
Vehikelkontrollgruppe sein, sofern ein Vehikel zur Verabreichung der Priifsubstanz
verwendet wird. Allen Tieren soll normalerweise dieselbe Menge der Priifsubstanz
oder des Vehikels entsprechend ihrem Korpergewicht verabreicht werden. Wird ein
Vehikel oder ein anderes Additiv zur Erleichterung der Dosierung verwendet, sollten
folgende Aspekte beriicksichtigt werden: Auswirkungen auf die Resorption, die
Verteilung, die Verstoffwechselung oder die Retention der Priifsubstanz,
Auswirkungen auf die chemischen FEigenschaften der Priifsubstanz, die deren
toxische Eigenschaften verdndern kénnen, und ferner Auswirkungen auf die Futter-
oder Wasseraufnahme oder den Erndhrungszustand der Versuchstiere. Das Vehikel
sollte weder Wirkungen verursachen, die die Auswertung der Studie beeinflussen
konnten, noch darf es toxisch auf das neurologisch bedingte Verhalten wirken oder
zu einer Beeinflussung von Reproduktion oder Entwicklung fiihren. Bei neuen
Vehikeln ist zusétzlich zu einer Vehikelkontrollgruppe eine scheinbehandelte
Kontrollgruppe zu verwenden. Die Tiere der Kontrollgruppe(n) sind genauso zu
behandeln wie die Tiere der Priifgruppe(n).

Verabreichung der Dosen

19.

20.

21.

Der Verabreichungsweg der Priifsubstanz bzw. des Vehikels richtet sich nach der
vorherrschenden Art der Exposition beim Menschen und den vorliegenden Daten zu
Verstoffwechselung und Verteilung bei den Versuchstieren. Die Verabreichung
erfolgt liblicherweise auf oralem Weg (z. B. Schlundsonde, Nahrung, Trinkwasser),
andere Wege (z. B. dermal, inhalativ) sind jedoch je nach Eigenschaften und den
voraussichtlichen oder bekannten menschlichen Expositionswegen ebenfalls
moglich (weitere Informationen dazu im Guidance Document Nr. 43 (8)). Der
gewdhlte Verabreichungsweg ist zu begriinden. Die Priifsubstanz sollte téglich
ungefahr zur selben Zeit verabreicht werden.

Die den einzelnen Tieren verabreichte Dosis orientiert sich normalerweise an der
letzten Bestimmung des jeweiligen Korpergewichts. Im letzten Graviditdtsdrittel ist
bei der Anpassung der Dosen jedoch Vorsicht geboten. Wenn bei den behandelten
Muttertieren iibermiBige Toxizitdt festgestellt wird, sind die Tiere auf humane Art
und Weise zu toten.

Die Priifsubstanz bzw. das Vehikel ist den verpaarten Weibchen ab dem
Implantationszeitpunkt (Tag 6 der Graviditit — GD 6) und wéhrend der gesamten
Sdugephase (PND 21) mindestens einmal tiglich zu verabreichen, so dass die
Jungtiere der Priifsubstanz wéhrend ihrer prd- und postnatalen neurologischen
Entwicklung ausgesetzt sind. Das Alter, ab dem die Verabreichung beginnt, und die
Verabreichungsdauer und -hdufigkeit konnen angepasst werden, wenn sich
herausstellt, dass ein anderer Versuchsplan fiir die menschliche Exposition
malgeblicher ist. Die Dauer der Dosisgaben ist bei anderen Arten so anzupassen,
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dass eine Exposition wihrend aller frithen Phasen der Hirnentwicklung sichergestellt
ist (d. h. entsprechend dem prénatalen und friihen postnatalen Hirnwachstum beim
Menschen). Mit der Verabreichung kann bereits bei Beginn der Trachtigkeit (GD 0)
begonnen werden. Es gilt jedoch zu bedenken, dass die Priifsubstanz potenziell zu
einem Abgang vor der Einnistung fiihren kann. Dieses Risiko lie3e sich zwar durch
eine Verabreichung erst ab GD 6 vermeiden, doch dann wiirden die
Entwicklungsphasen zwischen Tag GD 0 und Tag GD 6 nicht in die Behandlung
einbezogen. Wenn ein Labor bereits geplant verpaarte Tiere erwirbt, ist ein
Verabreichungsbeginn an Tag GD 0 gar nicht mdglich, so dass der Tag GD 6 fiir
den Verabreichungsbeginn gut geeignet wire. Das Priiflabor sollte sich bei der
Festlegung des Dosierungsplans an einschligigen Informationen zu den
Wirkungsweisen der Priifsubstanz, frilheren Erfahrungen und logistischen
Uberlegungen orientieren; dazu gehdrt gegebenenfalls auch eine Verlidngerung der
Dosisgabe bis nach dem Absetzen. Die Verabreichung ist am Tag der Geburt
auszusetzen, wenn das gebdrende Tier noch nicht alle Nachkommen geboren hat. Im
Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass die Exposition der Jungtiere iiber die
Muttermilch erfolgt, eine Direktverabreichung bei den Jungtieren ist jedoch in
denjenigen Fillen in Betracht zu ziehen, wenn der Nachweis fiir eine kontinuierliche
Exposition der Nachkommen fehlt. Der Nachweis fiir eine kontinuierliche
Exposition kann z.B. pharmakokinetischen Daten, Toxizititszeichen bei den
Nachkommen oder verdnderten Biomarkern entnommen werden (28).

BEOBACHTUNGEN

Beobachtungen an Muttertieren

22.

23.

24.

Samtliche Muttertiere sind mindestens einmal tédglich sorgfiltig auf ihren
Gesundheitszustand einschlieBlich Anzeichen fiir Morbiditdt und Mortalitit zu
beobachten.

Wiéhrend der Behandlungs- und Beobachtungsphasen sind regelméBig unter
Einbeziehung von mindestens zehn Muttertieren pro Dosisstufe eingehendere
klinische Beobachtungen durchzufiihren (mindestens zweimal wihrend der
Verabreichung in der Gravidititsphase und zweimal wéhrend der Verabreichung in
der Séugephase). Die Tiere sind auBlerhalb des Kifigs, in dem sie gehalten werden,
von medizinisch-technischen Assistenten (MTA) zu beobachten, denen die
Behandlung des jeweiligen Tieres nicht bekannt ist. Dabei sind standardisierte
Verfahren anzuwenden, um den Stress des Tieres zu minimieren, die
Voreingenommenheit des Beobachters so gering wie moglich zu halten und die
Zuverldssigkeit bei Beobachtungen durch mehrere Personen zu maximieren. Die
Beobachtungen innerhalb einer bestimmten Studie sollten moglichst durch ein- und
denselben Untersucher erfolgen.

Die bei der Beobachtung festgestellten Anzeichen sind zu dokumentieren. Wenn
irgend moglich, ist dariiber hinaus die Gré8enordnung der beobachteten Anzeichen
festzuhalten. Bei den klinischen Beobachtungen ist insbesondere auf Verdnderungen
an Haut, Fell, Augen, Schleimhduten, auf Sekrete sowie autonome
Korperfunktionen  (z. B. Trinensekretion,  Piloerektion,  PupillengroBe,
ungewohnliche Atemmuster und/oder Mundatmung sowie ungewdhnliche



25.

26.

27.
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Harnentleerung oder Defdkation) zu achten.

Ungewohnliche Reaktionen hinsichtlich Korperhaltung, Aktivitdtsgrad (z. B.
verminderte oder verstirkte Erkundung der iiblichen Untersuchungsumgebung) und
Bewegungskoordination sind ebenfalls zu vermerken. Verdnderungen des Gangs
(z. B. watschelnder Gang, Ataxie), der Haltung (z. B. Buckelhaltung) und des
Reaktionsverhaltens beim Aufnehmen oder Umsetzen des Versuchstiers oder
anderen Umgebungsstimuli sowie Auftreten von klonischen oder tonischen
Bewegungen, Krampfen oder Tremors, Stereotypien (z. B. iiberméBige Fellpflege,
ungewOhnliche Kopfbewegungen, repetitives Laufen im Kreis) oder auffilliges
Verhalten (z.B. Beillen oder iibermédfBiges Lecken, Selbstverstimmelung,
Riickwirtslaufen, LautduBerungen) oder Aggressionen sollen protokolliert werden.

Samtliche Toxizitdtszeichen sind mit Tag des Einsetzens, Tageszeit, Schweregrad
und Dauer zu notieren.

Die Tiere sind zum Zeitpunkt der Dosierung mindestens einmal wdchentlich
wiéhrend der Dauer der Studie und am oder um den Tag der Geburt herum sowie am
PND 21 (Absetzen) zu wiegen. Bei Sondenerndhrungsstudien sind die Muttertiere
mindestens zweimal wochentlich zu wiegen. Die Dosis ist jeweils nach jeder
Bestimmung des Korpergewichts entsprechend anzupassen. Die Futteraufnahme ist
wochentlich mindestens wéahrend der Trachtigkeit und der Sdugeperiode zu messen.
Die Wasseraufnahme ist mindestens wochentlich zu messen, wenn die Exposition
iiber die Wasserversorgung erfolgt.

Beobachtungen an Nachkommen

28.

29.

30.

Samtliche Nachkommen sind mindestens einmal téglich sorgfiltig auf
Toxizitiatszeichen sowie auf Morbiditiat und Mortalitit hin zu beobachten.

Wihrend der Behandlungs- und Beobachtungsphasen sollten eingehendere klinische
Beobachtungen an den Nachkommen durchgefiithrt werden. Die Nachkommen
(mindestens ein Jungtier pro Geschlecht und Wurf) sind von medizinisch-
technischen Assistenten (MTA) zu beobachten, denen die Behandlung des
jeweiligen Tieres nicht bekannt ist. Dabei sind standardisierte Verfahren
anzuwenden, um die Voreingenommenheit des Beobachters so gering wie moglich
zu halten und die Zuverldssigkeit bei Beobachtungen durch mehrere Personen zu
maximieren. Die Beobachtungen sollten moglichst durch ein- und denselben
Untersucher erfolgen. Es sind entsprechend dem untersuchten Entwicklungsstadium
mindestens die unter den Nummern 24 und 25 beschriebenen Endpunkte zu
liberwachen.

Samtliche bei den Nachkommen auftretenden Toxizitétszeichen sind mit Tag des
Einsetzens, Tageszeit, Schweregrad und Dauer zu notieren.

Physische Merkmale und Entwicklungsparameter

31.

Verdanderungen bei  Entwicklungsparametern vor dem  Absetzen (z. B.
Ohrmuschelentfaltung, Augendffnung, Schneidezahndurchbruch) korrelieren eng
mit dem Korpergewicht (30)(31). Das Korpergewicht ist moglicherweise der beste
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Indikator  fiir =~ die  physische  Entwicklung.  Eine = Messung  von
Entwicklungsparametern empfiehlt sich daher nur dann, wenn bereits im Vorfeld
nachgewiesen ist, dass diese Endpunkte zusétzliche Informationen liefern werden.
Die zeitliche Planung fiir die Bewertung dieser Parameter ist Tabelle 1 zu
entnehmen. In Abhdngigkeit von den erwarteten Wirkungen und den Ergebnissen
der ersten Messungen sollten gegebenenfalls weitere Zeitpunkte hinzugefiigt oder
die Messungen in anderen Entwicklungsstadien durchgefiihrt werden.

Fiir die Bewertung der physischen Entwicklung sollte eher das postkoitale Alter als
das postnatale Alter zugrunde gelegt werden (33). Wenn die Jungtiere am Tag des
Absetzens getestet werden, sollte die Priifung vor dem eigentlichen Absetzen
erfolgen, um die Ergebnisse nicht durch den Stress zu verzerren, der beim Absetzen
entsteht. Priifungen, die nach dem Absetzen an den Jungtieren erfolgen, sollten
zudem nicht innerhalb der ersten zwei Tage nach dem Absetzen durchgefiihrt
werden.

Tabelle 1:  Zeitliche Planung fiir die Bewertung der physischen Merkmale und
Entwicklungsparameter und der funktionalen Endpunkte/Verhaltensendpunkte®.

Altersphasen | Vor Absetzen® | Adoleszenz” Junge adulte
. b
Endpunkte Tiere

Physische Merkmale und Entwicklungsparameter

Korpergewicht und wochentlich® mindestens mindestens
klinische Beobachtungen vierzehntigig vierzehntégig
Hirngewicht PND 22¢ bei Beendigung
Neuropathologie PND 22¢ bei Beendigung
Geschlechtsreife -- zu gegebener -

Zeit
Andere gegebenenfalls -- -

Entwicklungsparameter®

Funktionale Endpunkte/Verhaltensendpunkte

Verhaltensontogenese Mindestens
zZwei
Messungen
Motorische Aktivitit 1-3 Mal (f) -- einmal
(einschlieBlich
Habituation)
Motorische und -- einmal einmal

sensorische Funktionen

Lernen und Gedachtnis - einmal einmal

10
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? Dieser Tabelle ist zu entnehmen, wie oft die Messungen mindestens durchgefiihrt werden sollten. In
Abhéngigkeit von den erwarteten Wirkungen und den Ergebnissen der ersten Messungen sollten
gegebenenfalls weitere Zeitpunkte (z. B. alte Tiere) hinzugefiigt oder die Messungen in anderen
Entwicklungsstadien durchgefiihrt werden.

® Es wird empfohlen, die Jungtiere nicht in den ersten zwei Tagen nach dem Absetzen zu testen
(vgl. Nummer 32). Das empfohlene Lebensalter fiir die Priifung der adoleszenten Tiere ist
jeweils: Lernen und Gedichtnis = PND 25 + 2; motorische und sensorische Funktionen =
PND 25 + 2. Das empfohlene Lebensalter fiir die Priifung junger adulter Tiere ist PND 60-70.

 Wenn die Priifsubstanz den Jungtieren direkt verabreicht wird, sollte das Kérpergewicht mindestens
zweimal wochentlich bestimmt werden, um die Dosis in Zeiten rascher Gewichtszunahme
anpassen zu konnen.

Hirngewicht und Neuropathologie konnen gegebenenfalls zu einem fritheren Zeitpunkt bewertet
werden (z. B. PND 11) (vgl. Nummer 39).

® Gegebenenfalls sind neben dem Korpergewicht auch andere Parameter der Entwicklung (z. B.
Augendffnung) zu dokumentieren (vgl. Nummer 31).
f
Vgl. Nummer 35.

33. Die lebenden Jungtiere sind zu zdhlen und ihr Geschlecht ist zu bestimmen, z. B.
durch Sichtkontrolle oder Messung des anogenitalen Abstands (34)(35); jedes
Jungtier eines Wurfs ist einzeln zu wiegen, und zwar so bald wie moglich nach der
Geburt, danach wochentlich wihrend der Laktation und im Anschluss daran
mindestens vierzehntdgig. Bei der Beurteilung der Geschlechtsreife sollten pro Wurf
bei mindestens einem Weibchen und einem Minnchen Alter und Korpergewicht
bestimmt werden, wenn die Offnung der Vagina (36) bzw. die Priputialseparation
(37) beobachtet werden.

Verhaltensontogenese

34. Die Ontogenese ausgewdhlter Verhaltensweisen sollte bei mindestens einem
Jungtier pro Geschlecht und Wurf wihrend der entsprechenden Altersphase
gemessen werden, wobei an allen Priiftagen und bei jedem bewerteten Verhalten
jeweils dieselben Jungtiere zu verwenden sind. Die Messtage sind gleichmiBig tiber
diesen Zeitraum zu verteilen, um entweder die normale oder die
behandlungsbedingte Verdnderung der Ontogenese des jeweiligen Verhaltens
bestimmen zu koénnen (38). Nachfolgend sind einige Beispiele fiir Verhalten
aufgefiihrt, deren Ontogenese bewertet werden kann: Aufrichtungsreflex, negative
Geotaxis und motorische Aktivitit (38)(39)(40).

Motorische Aktivitit

35. Die motorische Aktivitdt ist in den Lebensphasen vor dem Absetzen und in spéteren
Phasen beim adulten Tier zu beobachten (41)(42)(43)(44)(45). Beziiglich Priifungen
vor dem Absetzen siche Nummer 32. Die Priifsitzung sollte so lange dauern, dass
bei unbehandelten Kontrolltieren eine Habituation innerhalb der Sitzung
nachgewiesen werden kann. Es wird dringend empfohlen, bei der Bewertung der
Verhaltensontogenese die motorische Aktivitit zu beriicksichtigen. Wenn bei einem
Test die Verhaltensontogenese gepriift werden soll, sollten fiir alle vor dem
Absetzen stattfindenden Priifsitzungen dieselben Tiere eingesetzt werden. Die
Priifungen sollten so hiufig stattfinden, dass die Ontogenese einer Habituation
innerhalb einer Sitzung bewertet werden kann (44). Dafiir sind gegebenenfalls drei

11
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oder mehr Priifzeitpunkte vor dem Tag des Absetzens und einschlieBlich dieses Tags
erforderlich (z. B. PND 13, 17 und 21). Dieselben Tiere oder Wurfgeschwister
sollten dartiber hinaus als adulte Tiere gegen Ende der Studie gepriift werden (z. B.
PND 60-70). Nach Bedarf koénnen die Priiffungen an weiteren Zusatztagen
durchgefiihrt werden. Die motorische Aktivitdt sollte mittels eines automatischen
Aktivititsmessgerits beobachtet werden, das in der Lage ist, sowohl ein Ansteigen
als auch ein Abfallen der Aktivitit zu erfassen (d. h. die vom Gerit gemessene
Basisaktivitét sollte weder so niedrig sein, dass dadurch die Erfassung eines Abfalls
verhindert wird, noch so hoch, dass dadurch die Erfassung von Aktivititsanstiegen
unmoglich gemacht wird). Jedes der Gerite sollte im Rahmen standardisierter
Verfahren gepriift worden sein, um bei Betrieb mehrerer Geridte an mehreren Tagen
eine moglichst hohe Betriebssicherheit zu gewéhrleisten. Die Behandlungsgruppen
sollten soweit wie moglich gleichmédBig auf die Gerédte verteilt werden. Jedes Tier ist
einzeln zu testen. Bei der Beobachtung der Behandlungsgruppen iiber die
Priifzeitrdume hinweg ist auf Ausgewogenheit zu achten, um Storeinfliisse aufgrund
des zirkadianen Aktivititsrhythmus zu vermeiden. Es ist nach Maoglichkeit
sicherzustellen, dass die Priifbedingungen nur geringfiigig variieren und diese
Variationen nicht systematisch mit der Behandlung zusammenhédngen. Zu den
Variablen, die die Messung zahlreicher Verhaltensweisen, einschlieBlich der
motorischen Aktivitét, beeinflussen konnen, gehdren Gerduschpegel, Testkifigform
und -groBe, Temperatur, relative Luftfeuchte, Lichtverhdltnisse, Geriiche,
Verwendung des vertrauten Haltungskéfigs oder eines neuen Testkdfigs und
Ablenkungen aus der Umgebung.

Motorische und sensorische Funktionen

36. Die motorischen und sensorischen Funktionen sind mindestens einmal wéhrend der
Adoleszenzphase und einmal beim jungen adulten Tier eingehend zu untersuchen
(z. B. PND 60-70). Beziiglich Priifungen zum Zeitpunkt des Absetzens siehe
Nummer 32. Es sollte eine ausreichende Anzahl an Tests durchgefiihrt werden, um
eine aussagekriftige Stichprobenmenge zu den sensorischen Modalititen (z. B.
somatosensorisch, vestibuldr) und den motorischen Funktionen (z.B. Kraft,
Koordination) sicherzustellen. Die motorischen und sensorischen Funktionen
konnen unter anderem mittels des generalisierten Streckreflexes (extensor-thrust)
(46), des Aufrichtungsreflexes (47)(48), der akustischen Schreckreflex-Habituation
(40)(49)(50)(51)(52)(53)(54) und evozierter Potenziale (55) untersucht werden.

Lern- und Gedichtnispriifungen

37. Nach dem Absetzen (beispielsweise an Tag 25 + 2 Tage) und beim jungen adulten
Tier (PND 60 oder dlter) sollte ein Test flir assoziatives Lernen und Gedéichtnis
durchgefiihrt werden. Beziiglich Priifungen vor dem Absetzen siche Nummer 32.
Bei diesen beiden Entwicklungsphasen konnen derselbe Test oder andere Tests
verwendet werden. Bei der Auswahl der Priifung(en), anhand deren die Lern- und
Gedichtnisfahigkeit bei abgesetzten Tieren und adulten Ratten untersucht werden
kann, besteht ein gewisser Handlungsspielraum. Die Priifungen sollten jedoch so
aufgebaut sein, dass sie die folgenden beiden Kriterien erfiillen: Erstens sollte die
Lernféhigkeit entweder als Verdnderung {iber mehrere wiederholte Lernexperimente
oder -sitzungen hinweg oder, in Prifungen mit nur einem Versuch, durch
Verwendung einer Versuchsbedingung, die nichtassoziative Wirkungen der

12
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Trainingserfahrung kontrolliert, beurteilt werden. Zweitens sollten die Priifungen
eine Gedédchtnismessung (Kurzzeit- oder Langzeitgedidchtnis) zusétzlich zum
urspriinglichen Lernen (Aneignung) beinhalten, doch diese Gedéchtnismessung ist
nur dann dokumentierbar, wenn innerhalb derselben Priifung auch eine Messung der
Aneignung stattgefunden hat. Wenn die Lern- und Gedéchtnispriifungen eine
Wirkung der Priifsubstanz ergeben, sind gegebenenfalls Zusatztests in Erwédgung zu
ziehen, um auszuschlieBen, dass das Versuchsergebnis auf alternative Ursachen,
zum Beispiel gednderte sensorische, motivationale und/oder motorische Fahigkeiten,
zurlickzufiihren ist. Zusdtzlich zu den beiden oben genannten Kriterien wird
empfohlen, die Lern- und Gedichtnistests danach auszuwihlen, ob bei ihnen in
Bezug auf die zu untersuchende Chemikalienklasse nachweislich eine
Prifempfindlichkeit vorliegt, sofern sich entsprechende Hinweise in der
Fachliteratur finden. Falls sich in der Literatur keine Hinweise finden, konnen unter
anderem folgende Priifungen unter Einhaltung der oben genannten Kriterien
durchgefiihrt werden: passive Vermeidung (43)(56)(57), Delayed-matching-to-
Position-Aufgaben fiir die adulte Ratte (58) und die infantile Ratte (59),
olfaktorische Konditionierung (43)(60), Morris-Wasserlabyrinth (61)(62)(63), Biel-
Maze-Test oder Cincinnati-Maze-Test (64)(65), Radial Arm-Maze (66), T-Maze
(43) und Aneignung und Beibehaltung von zeitplan-gesteuertem Verhalten
(26)(67)(68). In der Literatur sind zusétzliche Tests flir abgesetzte Jungtiere (26)(27)
und adulte Ratten (19)(20) beschrieben.

Nekropsie
38. Die Muttertiere konnen nach dem Absetzen der Nachkommen getdtet werden.

39. Die neuropathologische Beurteilung der Nachkommen wird unter Verwendung der
Gewebe von auf humane Art am Tag PND 22 oder zu einem fritheren Zeitpunkt
zwischen PND 11 und PND 22 getoteten Nachkommen sowie am Ende der Studie
durchgefiihrt. Bei am PND 22 getoteten Nachkommen sind die Hirngewebe zu
untersuchen; bei am Ende der Priifung getiteten Tieren sind sowohl die Gewebe des
Zentralnervensystems (ZNS) als auch die des peripheren Nervensystems (PNS) zu
beurteilen. Tiere, die am PND 22 oder friiher getotet werden, konnen durch
Immersion oder Perfusion fixiert werden. Am Ende der Priifung getotete Tiere sind
durch Perfusion zu fixieren. Bei allen die Gewebepréparation betreffenden Aspekten
sollte auf Ausgewogenheit geachtet werden, d. h. von der Perfusion der Tiere iiber
das Schneiden der Gewebeproben und die Probenvorbereitung bis hin zur Farbung
der Objekttrager sollte jeder Satz reprasentative Proben jeder Dosisgruppe enthalten.
Eine weiterfiihrende neuropathologische Anleitung findet sich im OECD Guidance
Document Nr. 20 (9), siehe auch (103).

Probenvorbereitung

40. Alle zum Zeitpunkt der Nekropsie offenkundigen schwerwiegenden Abnormitdten
sind zu dokumentieren. Es sind Gewebeproben von allen wichtigen Regionen des
Nervensystems zu entnehmen. Die Gewebeproben sind in einem geeigneten Fixativ
aufzubewahren und im Einklang mit allgemein bekannten histologischen
Standardprotokollen (69)(70)(71) (103) aufzubereiten. Fiir ZNS- und PNS-Gewebe
ist die Paraffineinbettung geeignet, doch wenn ein hoéherer Auflosungsgrad
erforderlich ist (z. B. bei peripheren Nerven bei Verdacht auf periphere Neuropathie
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und/oder bei der morphometrischen Analyse peripherer Nerven), ist gegebenenfalls
eine Nachfixierung mit Osmium in Kombination mit Epoxydeinbettung angezeigt.
Fiir die morphometrische Analyse gewonnenes Hirngewebe ist bei allen Dosisstufen
zur gleichen Zeit in ein geeignetes Medium einzubetten, um ein Schrumpfen der
Priifgegenstdnde zu vermeiden, das bei zu langer Auftbewahrung im Fixativ auftreten
kann (6).

Neuropathologische Untersuchung
41. Bei der qualitativen Untersuchung sollen

1) Regionen innerhalb des Nervensystems ermittelt werden, die Anzeichen fiir
neuropathologische Verdnderungen zeigen,

i1) diejenigen Arten neuropathologischer Verdnderungen ermittelt werden, die auf die
Exposition gegeniiber der Priifsubstanz zuriickzufiihren sind, und

ii1) der Schweregrad der neuropathologischen Verdanderungen bestimmt werden.

Représentative histologische Schnitte der Gewebeproben sind von einem entsprechend
geschulten Pathologen mikroskopisch auf das Vorliegen neuropathologischer
Verianderungen zu untersuchen. Alle neuropathologischen Verdnderungen sind subjektiv
nach Schweregrad einzuteilen. Eine Himatoxylin-Eosin-Féarbung ist fiir die Hirnschnitt-
Beurteilung von Tieren, die spatestens am PND 22 auf humane Weise getotet wurden,
gegebenenfalls ausreichend. Bei ZNS- und PNS-Geweben von am Ende der Priifung
getdteten Tieren sollte jedoch eine Myelinfarbung (z. B. Luxol Fast Blue/Kresylviolett)
und eine Silberfarbung (z. B. nach Bielschowsky oder Bodian) durchgefiihrt werden. Je
nach professioneller Einschdtzung des Pathologen und in Abhéngigkeit von den
beobachteten Verdnderungen konnen auch andere Farbungen zur Identifizierung und
Charakterisierung bestimmter Verdnderungstypen in Betracht kommen (z. B.
histochemischer Nachweis des sauren Gliafaserproteins (Glial fibrillary acidic protein,
GFAP) oder Lektinhistochemie zur Bewertung glialer und mikroglialer Veranderungen
(72), Fluoro-Jade-Farbung zur Feststellung von Nekrosen (73)(74) oder Silberfirbungen
speziell flir neuronale Degenerationen (75)).

42. Es sollte eine morphometrische (quantitative) Bewertung durchgefiihrt werden, da
diese Daten fiir den Nachweis einer behandlungsbedingten Wirkung relevant sein
konnen und hilfreich sind fiir die Beurteilung der behandlungsbedingten
Unterschiede bei Hirngewicht und Morphologie (76)(77). Von den Nervengeweben
sind Proben herzustellen und fiir die morphometrische Untersuchung aufzubereiten.
Die morphometrischen Bewertungen konnen z. B. lineare oder flachige Messungen
bestimmter Hirnregionen umfassen (78). Bei den linearen oder flachigen Messungen
miissen gleichwertige, sorgfaltig auf der Grundlage zuverldssiger mikroskopischer
Messpunkte ausgewdhlte Schnitte verwendet werden (6). Mithilfe der Stereologie
konnen behandlungsbedingte Wirkungen auf bestimmte Parameter wie Volumen
oder Zellzahl fiir bestimmte neuroanatomische Regionen festgestellt werden
(79)(80)(81)(82)(83)(84).

43. Die Gehirne sind auf Hinweise fiir behandlungsbedingte neuropathologische
Verdnderungen hin zu untersuchen, und von allen wichtigen Hirnregionen sind
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geeignete Proben zu nehmen (z. B. Riechkolben, GroBhirnrinde (Cortex cerebri),
Hippocampus, Basalganglien, Thalamus, Hypothalamus, Mittelhirn (Tectum,
Tegmentum und Pedunculus cerebri), Pons, Medulla oblongata, Kleinhirn), um eine
griindliche Untersuchung zu gewihrleisten. Die Schnitte miissen unbedingt bei allen
Tieren in derselben Ebene entnommen werden. Bei adulten Tieren, die am Ende der
Priifung auf humane Art getétet werden, sind reprisentative Schnitte des
Riickenmarks und des PNS als Proben zu entnehmen. Die untersuchten Bereiche
sollten das Auge mit Sehnerv und Netzhaut, das Riickenmark an den zervikalen und
lumbalen Verdickungen, die dorsalen und ventralen Nervenwurzelfasern, den
proximalen Ischiasnerv, den proximalen Schienbeinnerv (am Knie) und die
Wadenmuskel-Aste des Schienbeinnervs umfassen. Die Gewebeschnitte durch
Riickenmark und peripheres Nervengewebe sollen sowohl Quer- als auch
Langsschnitte umfassen.

44. Bei der neuropathologischen Beurteilung sollte zusitzlich zu Zellverdnderungen
(z. B. neuronale Vakuolisierung, Degeneration, Nekrose) und
Gewebeverdnderungen (z. B. Gliose, Leukozyteninfiltration, Zystenbildung) auch
nach Hinweisen auf Entwicklungsschiden am Nervensystem gesucht werden
(6)(85)(86)(87)(88)(89). Diesbeziiglich sind behandlungsbedingte Wirkungen
unbedingt von normalen Entwicklungsereignissen zu unterscheiden, die
tiblicherweise in  der mit dem  Totungszeitpunkt zusammenfallenden
Entwicklungsphase auftreten (90). Beispiele fiir signifikante Verdnderungen, die auf
eine Entwicklungsschddigung hindeuten, sind unter anderem:

- Verdnderungen der Grof3e oder Form bei Riechkolben, GroBhirn oder Kleinhirn,

- Verdnderungen der relativen GroBe verschiedener Hirnregionen einschlielich
Vergroflerungen oder Verkleinerungen von Regionen, die aus dem Verlust oder
der Fortdauer von normalerweise kurzlebigen Zellpopulationen oder axonalen
Projektionen resultieren (z. B. externes Keimlager des Kleinhirns, Gehirnbalken),

- Verdnderungen der Proliferation, Migration und Differenzierung, wie sie in
Bereichen mit ausgeprigter Apoptose oder Nekrose vorkommen, Cluster oder
zerstreute Populationen ektopischer, fehlplatzierter oder fehlgebildeter Neuronen
oder Anderungen an der relativen GroBe verschiedener Schichten kortikaler
Strukturen;

- Verdnderungen beim Entstehungsmuster der Myelinhiille einschlielich einer
globalen GroBenverminderung oder verdnderte Féarbung der myelinisierten
Strukturen,;

- Feststellung eines Wasserkopfs, insbesondere Erweiterung der Ventrikel, Stenose
des Aquaeductus cerebri und Verdiinnung der GroBhirnhemisphéren.

Analyse der Dosis-Wirkungs-Beziehung neuropathologischer Veranderungen

45. Das folgende, schrittweise aufgebaute Verfahren wird fiir die qualitative und
quantitative neuropathologische Analyse empfohlen. Als erstes werden die Schnitte
der Gruppe mit der hochsten Dosis mit denjenigen der Kontrollgruppe verglichen.
Wenn bei den Tieren der Gruppe, die die hochste Dosis erhalten hat, keine
neuropathologischen Verdnderungen feststellbar sind, ist keine weitere Analyse
erforderlich. Wenn neuropathologische Verdnderungen bei der Hochdosisgruppe
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nachweisbar sind, werden auch die Tiere der mittleren und der niedrigsten
Dosisgruppen untersucht. Wenn die Hochdosisgruppe aufgrund einer anderen
konfundierenden Toxizitit oder des Todes der Tiere abgeschlossen ist, sind die
Gruppen mit hoher und mittlerer Dosis auf neuropathologische Verdnderungen hin
zu analysieren. Wenn es in den niedrigeren Dosisgruppen Hinweise auf
Neurotoxizitidt gibt, ist bei diesen Gruppen eine neuropathologische Analyse
durchzufithren. Wenn bei der qualitativen oder quantitativen Untersuchung
behandlungsbedingte neuropathologische Verdnderungen gefunden werden, sind die
Dosisabhingigkeit des Auftretens, die Haufigkeit und der Schweregrad der Lasionen
oder der morphometrischen Verdnderungen auf der Grundlage einer Beurteilung
aller Tiere aus sdmtlichen Dosisgruppen zu bestimmen. In die Beurteilung sind alle
Hirnregionen einzubeziehen, bei denen sich neuropathologische Verdnderungen
gleich welcher Art finden. Fiir jede Lisionsart sind die zur Festlegung der einzelnen
Schweregrade verwendeten Eigenschaften zu beschreiben und die zur
Unterscheidung der Schweregrade verwendeten Merkmale anzugeben. Anhand der
Haufigkeit der einzelnen Lisionsarten und ihres Schweregrads ist eine statistische
Analyse zur Beurteilung der Art der Dosis-Wirkungs-Beziehung durchzufiihren. Es
wird empfohlen, codierte Objekttrager zu verwenden (91).

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Daten

46. Die Daten sind sowohl einzeln zu protokollieren als auch in tabellarischer Form
zusammenzufassen, wobei ersichtlich sein muss, bei welcher der einzelnen
Priifgruppen welche Arten von Verdnderungen aufgetreten sind und bei wie vielen
Muttertieren, nach Geschlecht gegliederten Nachkommen und Wiirfen diese
Verdnderungen feststellbar waren. Wenn eine direkte postnatale Exposition der
Nachkommen erfolgt ist, sind Verabreichungsweg, -dauer und -zeitraum in den
Bericht aufzunehmen.

Beurteilung und Auswertung der Ergebnisse

47. Eine Priifung auf Entwicklungsneurotoxizitdt liefert Informationen dartiber, wie sich
eine Chemikalie bei wiederholter Exposition in utero und wihrend der frithen
postnatalen Entwicklung auswirkt. Da der Schwerpunkt sowohl auf die allgemeine
Toxizitdt als auch auf entwicklungsneurotoxische Endpunkte gelegt wird, lassen die
Priifungsergebnisse eine Unterscheidung zu zwischen den Wirkungen auf die
neurologische Entwicklung, die ohne allgemeine maternale Toxizitdt auftreten, und
Veridnderungen, die nur bei Dosen auftreten, die auch beim Muttertier toxisch
wirken. Da die Wechselbeziehung zwischen Priifungsdesign, statistischer Analyse
und biologischer Signifikanz der Daten &uBlerst komplex ist, konnen die
Entwicklungsneurotoxizititsdaten nur unter Hinzuziehung eines Experten korrekt
ausgewertet werden (107)(109). Bei der Auswertung der Testergebnisse sollte ein
WoE-Ansatz  angewendet werden  (20)(92)(93)(94). Die Muster der
verhaltensbedingten oder morphologischen Befunde sollten, sofern vorhanden,
ebenso erdrtert werden wie eine nachweisliche Dosis-Wirkungs-Beziehung. In diese
Analyse sollten Daten aus allen Studien einflieBen, die fiir die Beurteilung der
Entwicklungsneurotoxizitit relevant sind, dazu gehdren unter anderem
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epidemiologische Studien oder Fallberichte am Menschen sowie tierexperimentelle
Studien (z. B. toxikokinetische Daten, Daten zur Struktur-Wirkungs-Beziehung,
Daten aus anderen Toxizitdtsstudien). Dies schlieft auch die Beziehung zwischen
den Dosen der Priifsubstanz und dem Auftreten/Nichtauftreten neurotoxischer
Wirkungen bzw. deren Héufigkeit und Ausprigung bei beiden Geschlechtern mit ein
(20)(95).

48. Die Datenauswertung sollte ferner eine Diskussion sowohl der biologischen als auch
der statistischen Signifikanz beinhalten. Die statistische Analyse sollte bei der
Datenauswertung unterstiitzend herangezogen werden, aber nicht allein bestimmend
dafiir sein. Allein aus dem Fehlen einer statistischen Signifikanz sollte ebenso wenig
automatisch geschlossen werden, dass keine behandlungsbedingten Wirkungen
vorliegen, wie das Vorhandensein einer statistischen Signifikanz nicht als einzige
Begriindung fiir das Vorliegen einer behandlungsbedingten Wirkung herangezogen
werden darf. Um mogliche falsch-negative Ergebnisse zu vermeiden und den
Schwierigkeiten vorzubeugen, die naturgemiB3 mit einem ,negativen Beweis*
verbunden sind, sollten vorhandene positive und historische Kontrolldaten in die
Diskussion  einbezogen  werden, insbesondere dann, wenn  keine
behandlungsbedingten =~ Wirkungen  gefunden  werden  (102)(106). Die
Wahrscheinlichkeit falsch-positiver Ergebnisse sollte vor dem Hintergrund der
statistischen Gesamtauswertung der Daten erdrtert werden (96). Sofern ein

Zusammenhang zwischen neuropathologischen Verdnderungen und
Verhaltensédnderungen beobachtet wurde, sollte dieser in die Beurteilung einbezogen
werden.

49. Sémtliche Ergebnisse sind mithilfe zum Priifungsdesign passender statistischer
Modelle zu analysieren (108). Die Entscheidung fiir eine parametrische bzw. eine
parameterfreie Analyse ist anhand bestimmter Faktoren, wie zum Beispiel der Art
der Daten (umgewandelte/nicht umgewandelte Daten) und deren Verteilung sowie
der relativen Robustheit der gewédhlten statistischen Analyse zu begriinden. Bei der
Auswahl der statistischen Analysemethoden sollten Priifungszweck und
Priifungsdesign als Orientierungshilfe dienen, um das Auftreten von Typ I[-Fehlern
(falsch-positive Ergebnisse) und Typ-II-Fehlern (falsch-negative Ergebnisse) so
gering wie moglich zu halten (96)(97)(104)(105). Bei Entwicklungsstudien, bei
denen jeweils mehrere Jungtiere desselben Wurfs gepriift werden, sollte der Wurf
als solcher in das statistische Modell einbezogen werden, um aufgebldhte Typ-I-
Fehlerquoten zu vermeiden (98)(99)(100)(101). Die statistische MaBleinheit sollte
der Wurf sein, nicht das Jungtier. Die Experimente sollten so ausgestaltet sein, dass
Wurfgeschwister nicht als unabhidngige Beobachtungsobjekte behandelt werden.
Jeder am selben Versuchstier wiederholt gemessene Endpunkt sollte anhand
statistischer Modelle analysiert werden, die der Tatsache Rechnung tragen, dass
diese Messungen nicht unabhéngig sind.

Priifbericht
50. Der Priifbericht sollte folgende Angaben enthalten:

Prufsubstanz:

- physikalische Beschaffenheit und gegebenenfalls physikalisch-chemische
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Eigenschaften
Identifizierungsdaten einschlielich Quelle und

Reinheit der Zubereitung und bekannte und/oder erwartete Verunreinigungen

Vehikel (falls verwendet):

Begriindung fiir die Wahl des Vehikels (falls nicht Wasser oder physiologische
Kochsalzlésung)

Versuchstiere:

Art und Stamm und Begriindung fiir die Verwendung einer anderen Art als der
Ratte

Anbieter, von dem die Versuchstiere stammen
Zahl, Alter bei Beginn und Geschlecht der Versuchstiere
Herkunft, Haltungsbedingungen, Nahrung, Wasser usw. und

Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn

Prifbedingungen:

Begriindung der gewéhlten Dosisstufen
Begriindung des Verabreichungswegs und -zeitraums

Angabe der verabreichten Dosen einschlielich FEinzelheiten zu Vehikel,
Volumen und physikalischer Form des verabreichten Stoffs

Angaben zur Zubereitungsform der Priifsubstanz/des Futters, der erreichten
Konzentration, Stabilitidt und Homogenitit der Zubereitung

Methode zur eindeutigen Kennzeichnung der Muttertiere und der Nachkommen

genaue Beschreibung der Randomisierungsmethode(n) fiir die Zuteilung der
Muttertiere zu Behandlungsgruppen, fiir die Auswahl von Jungtieren zwecks
Auslese und fiir die Zuteilung von Jungtieren zu Priifgruppen

Einzelheiten zur Verabreichung der Priifsubstanz

gegebenenfalls Angaben zur Umrechnung der Konzentration der Priifsubstanz im
Futter/Wasser bzw. im Inhalat (ppm) in die entsprechende Dosis (mg pro kg
Korpergewicht und Tag)

Umgebungsbedingungen

Einzelheiten zu Futter- und Wasserqualitit (z. B. Leitungswasser, destilliertes
Wasser) und

Datum des Beginns und des Endes der Priifung

Beobachtungen und Priifverfahren:

ausfithrliche Beschreibung der zur Standardisierung von Beobachtungen und
Verfahren angewendeten Vorgehensweise sowie operative Festlegungen fiir die
Auswertung der Beobachtungen
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Verzeichnis aller verwendeten Priifverfahren und Begriindung fiir deren
Anwendung

ausfiihrliche Beschreibung der verhaltensbezogenen/funktionalen,
pathologischen, neurochemischen oder elektrophysiologischen Verfahren
einschlieBlich detaillierter Angaben zu automatischen Geréten

Kalibrierungsverfahren und Verfahren zur Gewihrleistung der Gleichwertigkeit
der verwendeten Gerdte und der ausgewogenen Zusammensetzung der
Priifgruppen wihrend der Priifverfahren und

kurze Begriindung, warum einzelne Entscheidungen die Hinzuziehung eines
Sachverstiandigen erfordern

Ergebnisse (Einzelergebnisse und Zusammenfassung, gegebenenfalls einschlieRlich
Durchschnittswert und Varianz):

Zahl der Tiere zu Beginn und am Ende der Priifung
Zahl der bei den einzelnen Priifmethoden eingesetzten Tiere und Wiirfe

Kennzeichnungsnummern der einzelnen Tiere und der Wiirfe, aus denen sie
stammen

WurfgréBe und mittleres Geburtsgewicht nach Geschlecht

Korpergewicht und Daten zur Anderung des Korpergewichts einschlieBlich des
terminalen Korpergewichts der Muttertiere und der Nachkommen

Nahrungsaufnahmedaten und gegebenenfalls Wasseraufnahmedaten (z. B. wenn
die Priifsubstanz mit dem Wasser verabreicht wird)

Daten fiir toxische Reaktion, aufgeschliisselt nach Geschlecht und Dosisstufe,
einschlieBlich Zeichen fiir Toxizitdt oder Mortalitit, gegebenenfalls
einschlieBlich Todeszeitpunkt und -ursache

Art, Schweregrad, Dauer, Tag des Einsetzens, Tageszeit und weiterer Verlauf der
ausfiihrlichen klinischen Beobachtungen

Bewertung der einzelnen Entwicklungsparameter (Gewicht, Geschlechtsreife und
Verhaltensontogenese) zu jedem Beobachtungzeitpunkt

ausfiihrliche  Beschreibung der nach  Geschlecht aufgeschliisselten
verhaltensbezogenen, funktionalen, neuropathologischen, neurochemischen und
elektrophysiologischen Befunde einschlieBlich Zunahmen und Abnahmen im
Vergleich zu Kontrollgruppen

Ergebnisse der Nekropsie
Hirngewichte

samtliche Diagnosen aus neurologischen Anzeichen und Lasionen einschlielich
natiirlicherweise aufgetretener Krankheiten oder Zustande

Abbildungen von Beispielbefunden

niedrig aufgeloste Bilder zur Bewertung der Homologie der fiir die
Morphometrie verwendeten Schnitte

Resorptions- und Metabolismusdaten einschlieBlich ergédnzender Daten aus einer
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separaten Toxikokinesestudie (falls vorhanden)

statistische Aufarbeitung der Ergebnisse einschlieflich statistischer Modelle fiir
die Daten- und Ergebnisanalyse, und zwar unabhédngig davon, ob diese
signifikant waren oder nicht, und

Verzeichnis der an der Priifung beteiligten Personen einschlieflich ihrer
Berufsausbildung

Diskussion der Ergebnisse:

Dosis-Wirkungs-Beziehungen, aufgeschliisselt nach Geschlecht und Gruppe

EinflieBen etwaiger anderer toxischer Wirkungen in die Schlussfolgerung
beziiglich des neurotoxischen Potenzials der Priifsubstanz, aufgeschliisselt nach
Geschlecht und Gruppe

Auswirkung etwaiger toxikokinetischer Informationen auf die Schlussfolgerung
Abgleich mit anderen bekannten Neurotoxinen auf dhnliche Wirkungen

Daten zur Untermauerung der Zuverldssigkeit und Empfindlichkeit der
Priifmethode (d. h. positive Daten und historische Kontrolldaten)

Zusammenhdnge zwischen neuropathologischen und funktionalen Wirkungen
(sofern diese vorliegen) und

NOAEL oder Benchmark-Dosis fiir Muttertiere und Nachkommen,
aufgeschliisselt nach Geschlecht und Gruppe

Schlussfolgerungen:

Diskussion der Gesamtauswertung der Daten auf Grundlage der Ergebnisse,
einschlieBlich der Bestimmung des NOAEL und einer Schlussfolgerung dariiber,
ob die Priifsubstanz eine entwicklungsneurotoxische Wirkung hat oder nicht
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Abbildung 1. Allgemeines Priifschema fiir  funktionale Priifungen/Verhaltenspriifungen,
neuropathologische Beurteilung und Hirngewichte. Dieses Diagramm basiert auf der Beschreibung unter
den Nummern 13, 14 und 15 (PND = postnataler Tag). Beispiele fiir die Zuteilung der Versuchstiere sind
Anlage 1 zu entnehmen.

Nachkommen: Etwa 30/Geschlecht/Gruppe:¥
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Anlage 1

1. Beispiele fiir mogliche Zuteilungen sind in nachstehender Tabelle beschrieben. Diese
Beispiele sollen veranschaulichen, dass die Versuchstiere den verschiedenen
Priifparadigmen auf unterschiedliche Art und Weise zugeteilt werden kénnen.

Beispiel 1

2. Bei einem Satz von 20 Jungtieren pro Geschlecht und Dosisstufe (ein Mannchen und ein
Weibchen pro Wurf) wird die Verhaltensontogenese vor dem Absetzen gepriift. Von
diesen Tieren werden 10 Jungtiere pro Geschlecht und Dosisstufe (ein Médnnchen oder
ein Weibchen pro Wurf) am PND 22 auf humane Weise getotet. Die Gehirne werden
entfernt, gewogen und fiir die histopathologische Beurteilung aufbereitet. Zusitzlich
werden die am unfixierten Hirn erhobenen Hirngewichtsdaten der verbleibenden
10 Ménnchen und 10 Weibchen pro Dosisstufe gesammelt.

3. Bei einem weiteren Satz von 20 Jungtieren pro Geschlecht und Dosisstufe (ein Mannchen
und ein Weibchen pro Wurf) werden funktionale und Verhaltenstests nach dem Absetzen
durchgefiihrt (ausfiihrliche klinische Beobachtungen und Priifung der motorischen
Aktivitdt, der akustischen Schreckreaktion und der kognitiven Funktionen am
adoleszenten Tier), und das Alter der Geschlechtsreife wird bewertet. Von diesen Tieren
werden 10 Jungtiere pro Geschlecht und Dosisstufe (ein Madnnchen oder ein Weibchen
pro Wurf) bei Studienende betdubt und per Perfusion fixiert (etwa PND 70). Die Gehirne
werden, nachdem sie zusétzlich in situ fixiert wurden, entfernt und fir die
neuropathologische Beurteilung aufbereitet.

4. Fir die kognitiven Funktionspriifungen an jungen adulten Tieren (z. B. PND 60-70) wird
ein dritter Satz von 20 Jungtieren pro Geschlecht und Dosisstufe verwendet (ein
Minnchen und ein Weibchen pro Wurf). Von diesen Tieren werden 10 Jungtiere pro
Geschlecht und Gruppe (ein Ménnchen oder ein Weibchen pro Wurf) bei Studienende
getotet, und die Gehirne entfernt und gewogen.

5. Die verbleibenden 20 Tiere pro Geschlecht und Gruppe werden fiir moglicherweise
durchzufiihrende zusitzliche Priifungen zuriickbehalten.
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Tabelle 1
Jung- Anzahl der Jungtiere Untersuchung/Priifung
tier fiir die Priifung
Nr.?
M W
1 5 20M+20W Verhaltensontogenese
I0OM+10W PND 22:
Hirngewicht/Neuropathologie/Morphometrie
IOM+10W PND 22: Hirngewicht
2 6 20M+20W Ausfiihrliche klinische Beobachtungen
20M+20W Motorische Aktivitdt
20M+20W Geschlechtsreife
20M+20 W Motorische und sensorische Funktionen
20M+20W Lernen und Gedéchtnis (PND 25)
I0M+10W Hirngewicht des jungen adulten
Tiers/Neuropathologie/Morphometrie ~ PND 70
3 7 20M+20W Lernen und Gedachtnis (junge adulte Tiere)
I0M+10W Hirngewicht des jungen adulten Tiers ~ PND 70
4 8 -- Tiere, die als Ersatz oder fiir Zusatzpriifungen
vorbehalten sind

? Fiir dieses Beispiel werden die Wiirfe auf vier Mannchen und vier Weibchen verkleinert;

die méinnlichen Jungtiere werden von eins bis vier durchnummeriert, die weiblichen von
fiinf bis acht.

Beispiel 2

6. Bei einem Satz von 20 Jungtieren pro Geschlecht und Dosisstufe (ein Mannchen und ein
Weibchen pro Wurf) wird die Verhaltensontogenese vor dem Absetzen gepriift. Von
diesen Tieren werden 10 Jungtiere pro Geschlecht und Dosisstufe (ein Médnnchen oder
ein Weibchen pro Wurf) am PND 11 auf humane Weise getotet. Die Gehirne werden
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entfernt, gewogen und fiir die histopathologische Beurteilung aufbereitet.

7. Bei einem weiteren Satz von 20 Jungtieren pro Geschlecht und Dosisstufe (ein Méadnnchen

und ein Weibchen pro Wurf) werden Untersuchungen nach dem Absetzen durchgefiihrt
(ausfiihrliche klinische Beobachtungen, Priifung der motorischen Aktivitit, Bewertung
des Alters der Geschlechtsreife und Priifung der motorischen und sensorischen
Funktionen). Von diesen Tieren werden 10 Jungtiere pro Geschlecht und Dosisstufe (ein
Minnchen oder ein Weibchen pro Wurf) bei Studienende betdubt und per Perfusion
fixiert (etwa PND 70). Die Gehirne werden, nachdem sie zusitzlich in situ fixiert
wurden, entfernt, gewogen und fiir die neuropathologische Beurteilung aufbereitet.

8. Fiir kognitive Funktionspriifungen an adoleszenten und jungen adulten Tieren werden

10 Jungtiere pro Geschlecht und Dosisstufe verwendet (ein Méinnchen oder ein
Weibchen pro Wurf). Bei den kognitiven Funktionspriifungen werden fiir die Priifungen
am PND 23 und an jungen adulten Tieren unterschiedliche Tiere verwendet. Nach
Beendigung werden die fiir die Priifungen am adulten Tier verwendeten 10 Tiere pro
Geschlecht und Gruppe getotet. Ihre Gehirne werden entfernt und gewogen.

9. Die verbleibenden, nicht fiir die Priifungen ausgewihlten 20 Tiere pro Geschlecht und

Gruppe werden beim Absetzen getdtet und entsorgt.

Tabelle 2
Jungtier Anzahl der Jungtiere | Untersuchung/Priifung
Nr.* fiir die Priifung
M W
1 5 20M+20 W Verhaltensontogenese
1I0M+10W PND 11:
Hirngewicht/Neuropathologie/Morphometrie
2 6 20M+20W Ausfiihrliche klinische Beobachtungen
20M+20W Motorische Aktivitét
20M+20 W Geschlechtsreife
20M+20W Motorische und sensorische Funktionen
I0M+10W Hirngewicht des jungen adulten
Tiers/Neuropathologie/Morphometrie ~
PND 70
3 7 I0M+10W" Lernen und Gedéchtnis (PND 23)
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3 7 10M+ 10 WP° Lernen und Gedéchtnis (junge adulte Tiere)

Hirngewicht des jungen adulten Tiers

4 8 -- Tiere werden am PND 21 getdtet und entsorgt.

* Fiir dieses Beispiel werden die Wiirfe auf vier Minnchen und vier Weibchen
verkleinert; die ménnlichen Jungtiere werden von eins bis vier durchnummeriert, die
weiblichen von fiinf bis acht.

® Bei der Priifung der kognitiven Féhigkeiten sind fiir die Tests am PND 23 und die Tests

an jungen adulten Tieren unterschiedliche Tiere zu verwenden (z. B. gerade/ungerade
Wiirfe von insgesamt 20 Jungtieren).

Beispiel 3

Bei einem Satz von 20 Jungtieren pro Geschlecht und Dosisstufe (ein Mdnnchen und ein
Weibchen pro Wurf) wird am PND 11 das Gehirngewicht bestimmt und eine
neuropathologische Bewertung durchgefiihrt. Von diesen Tieren werden 10 Jungtiere pro
Geschlecht und Dosisstufe (ein Méannchen oder ein Weibchen pro Wurf) am PND 11 auf
humane Weise getotet, und die Gehirne werden entfernt, gewogen und fiir die
histopathologische Beurteilung aufbereitet. Zusétzlich werden die am unfixierten Hirn
erhobenen Hirngewichtsdaten der verbleibenden 10 Miannchen und 10 Weibchen pro
Dosisstufe gesammelt.

Bei einem weiteren Satz von 20 Jungtieren pro Geschlecht und Dosisstufe (ein
Minnchen und ein Weibchen pro Wurf) wird die Verhaltensontogenese (motorische
Aktivitdt) beurteilt, es werden Untersuchungen nach dem Absetzen durchgefiihrt
(motorische Aktivitdt und Bewertung des Alters der Geschlechtsreife), und an den
adoleszenten Tieren werden kognitive Funktionspriifungen durchgefiihrt.

Bei einem weiteren Satz von 20 Tieren pro Geschlecht und Dosisstufe (ein Madnnchen
und ein Weibchen pro Wurf) werden die motorischen und sensorischen Funktionen
(akustische Schreckreaktion) gepriift und ausfiihrliche klinische Beobachtungen
vorgenommen. Von diesen Tieren werden 10 Jungtiere pro Geschlecht und Dosisstufe
(ein Ménnchen oder ein Weibchen pro Wurf) bei Studienende betdubt und per Perfusion
fixiert (etwa PND 70). Die Gehirne werden, nachdem sie zusétzlich in situ fixiert
wurden, entfernt, gewogen und fiir die neuropathologische Beurteilung aufbereitet.

Bei einem weiteren Satz von 20 Jungtieren pro Geschlecht und Dosisstufe (ein
Minnchen und ein Weibchen pro Wurf) werden kognitive Funktionspriifungen an den
jungen adulten Tieren durchgefiihrt. Von diesen Tieren werden 10 Jungtiere pro
Geschlecht und Gruppe (ein Ménnchen oder ein Weibchen pro Wurf) bei Studienende
getotet, und die Gehirne entfernt und gewogen.
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Tabelle 3
Jungtier Anzahl der Jungtiere | Untersuchung/Priifung
Nr.? fiir die Priifung
M W
1 5 IOM+10W PND 11:
Hirngewicht/Neuropathologie/Morphometrie
I0M+10W PND 11: Hirngewicht
2 6 20M+20W Verhaltensontogenese (motorische Aktivitét)
20M+20 W Motorische Aktivitdt
20M+20 W Geschlechtsreife
20M+20 W Lernen und Gedéachtnis (PND 27)
3 7 20M+20 W Akustische Schreckreaktion (adoleszente und
junge adulte Tiere)
20M+20 W Ausfiihrliche klinische Beobachtungen
I0M+10W Hirngewicht des jungen adulten
Tiers/Neuropathologie/
Morphometrie ~ PND 70
4 8 20M +20 W Lernen und Gedéchtnis (junge adulte Tiere)
I0OM+10W Hirngewicht des jungen adulten Tiers

Fiir dieses Beispiel werden die Wiirfe auf vier Mannchen und vier Weibchen
verkleinert; die ménnlichen Jungtiere werden von eins bis vier durchnummeriert, die
weiblichen von fiinf bis acht.
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Anlage 2

Begriffsbestimmungen

Chemikalie: ein Stoff oder eine Mischung.

Priifsubstanz: jede(r) mittels dieser Priifmethode getestete Stoff bzw. Mischung.
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B.54. Uterotropher Bioassay mit Nagern: Ein Kurzzeit-Screening-Test auf ostrogene
Eigenschaften

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 440 (2007). Die OECD
setzte sich 1998 zur Prioritét, bestehende Priifrichtlinien fiir Screening und Testung
potenzieller endokriner Disruptoren zu iiberarbeiten und neue Richtlinien zu
entwickeln (1). Ein Aspekt dieser MaBnahme war die Ausarbeitung einer
Priifrichtlinie fiir die In-vivo-Uterusgewichtspriifung (Uterotrophic Bioassay) mit
Nagern. Der uterotrophe Bioassay mit Nagern wurde nachfolgend einem
umfassenden Validierungsprogramm unterzogen, in dessen Rahmen unter anderem
ein ausfiihrliches Hintergrunddokument erstellt (2)(3) und umfassende Intra- und
Interlaborstudien durchgefiihrt wurden, um die Relevanz und Reproduzierbarkeit der
In-vivo-Priifung anhand eines wirksamen Referenzostrogens, schwacher Ostrogen-
Rezeptoragonisten, eines starken Ostrogen-Rezeptorantagonisten und einer
negativen Referenzchemikalie (4)(5)(6)(7)(8)(9) nachzuweisen. Die vorliegende
Priifmethode B.54 ist das Resultat der bei der Validierung des Priifprogramms
gewonnenen Erfahrungen und Ergebnisse im Bereich Ostrogenagonisten.

2. Der uterotrophe Bioassay ist ein Kurzzeit-Screening-Test, der auf die 1930er Jahre
zuriickgeht (27)(28) und durch einen Fachausschuss erstmals 1962 fiir
Screeningzwecke standardisiert wurde (32)(35). Der Test basiert auf einer Zunahme
des Uterusgewichts, die auch als uterotrophe Reaktion bezeichnet wird (vgl.
Literaturhinweis 29). Dabei wird untersucht, ob eine Chemikalie biologische
Ablédufe auslost, die der Wirkung von Agonisten oder Antagonisten natiirlicher
Ostrogene (z. B. 17B-Ostradiol) entsprechen; die Methode wird allerdings
wesentlich hdufiger fiir den Nachweis von Agonisten als fiir den Nachweis von
Antagonisten eingesetzt. Der Uterus reagiert auf zweierlei Art auf Ostrogen:
Zunichst erhoht sich das Gewicht aufgrund von Wassereinlagerung. Darauf folgt
eine Gewichtszunahme aufgrund von Gewebewachstum (30). Die Uterusreaktionen
sind bei Ratten und Méusen qualitativ vergleichbar.

3. Dieser Bioassay wird als In-vivo-Screening-Test durchgefiihrt und sollte im
Zusammenhang mit dem Rahmenkonzept der OECD ,,Conceptual Framework for
the Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals® (Testung und
Bewertung endokrin wirksamer Stoffe) (Anlage 2) angewendet werden. In diesem
Rahmenkonzept ist der uterotrophe Bioassay ein In-vivo-Test der Stufe 3, mit dem
Daten {iber einen einzelnen endokrinen Mechanismus, ndmlich die Ostrogene
Wirkung, gewonnen werden sollen.

4. Der uterotrophe Bioassay ist als Teil einer Reihe von In-vitro- und In-vivo-Tests zur
Bestimmung von Chemikalien, die mit dem endokrinen System in Wechselwirkung
treten konnen, konzipiert und soll letztendlich der Bewertung des Risikos fiir die
Umwelt und die menschliche Gesundheit dienen. Im Rahmen des
Validierungsprogramms der OECD wurde sowohl anhand von starken als auch von
schwachen Ostrogenagonisten untersucht, wie gut sich die Priifung zur Erkennung
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von Chemikalien mit Gstrogener Wirkung eignet (4)(5)(6)(7)(8). Dabei konnte die
Empfindlichkeit des Priifverfahrens beziiglich Ostrogenagonisten ebenso fundiert
nachgewiesen werden wie eine gute Intra- und Interlabor-Reproduzierbarkeit.

5. Was negative Verbindungen anbelangt, wurde nur eine ,negative“
Referenzchemikalie (deren  Wirkungslosigkeit bereits im Rahmen von
Uterusgewichtspriifungen sowie bei in vitro durchgefiihrten Rezeptorbindungs- und
Rezeptorpriifungen  belegt worden war) in das Validierungsprogramm
aufgenommen, aber es wurden zusitzliche, vom Validierungsprogramm der OECD
unabhingige Priifdaten ausgewertet, die die Spezifizitit des uterotrophen Bioassays
beim Screening von Ostrogenagonisten weiter untermauern (16).

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

6. Ostrogenagonisten und -antagonisten kénnen an die Ostrogenrezeptoren o und B
binden und die transkriptionelle Aktivitdt der Rezeptoren aktivieren bzw. hemmen.
Dies ist potenziell mit gesundheitlichen Risiken verbunden und schlieft auch
negative Auswirkungen auf Reproduktion und Entwicklung mit ein. Aus diesem
Grund miissen Chemikalien moglichst schnell darauthin gepriift und beurteilt
werden kdnnen, ob es sich um potenzielle Ostrogenagonisten oder -antagonisten
handelt. Die in vitro bestimmte Affinitit eines Liganden fiir einen Ostrogenrezeptor
oder die transkriptionelle Aktivierung von Reportergenen liefert zwar wertvolle
Informationen, ist aber nur eine von mehreren Determinanten fiir das
Gefahrenpotenzial. Andere Determinanten konnen die metabolische Aktivierung
und Deaktivierung beim Eintritt in den Korper, die Verteilung auf die Zielgewebe
und die Ausscheidung aus dem Korper sein, was zumindest teilweise vom
Verabreichungsweg und von der gepriiften Chemikalie abhéngig ist. Daraus ergibt
sich die Notwendigkeit, die potenzielle Wirkung einer Chemikalie in vivo unter
einschldgigen Bedingungen zu priifen, sofern die Eigenschaften der Chemikalie
hinsichtlich Resorption, Verteilung, Metabolismus und Ausscheidung (ADME)
nicht bereits entsprechende Informationen liefern. Die Uterusgewebe reagieren mit
starkem und raschem Wachstum auf die Stimulation mit Ostrogenen, was
insbesondere fiir Labornager gilt, deren Ostruszyklus etwa vier Tage dauert. Die
Verwendung von Nagerarten, insbesondere Ratten, ist zudem bei Toxizitédtsstudien
zur Beurteilung des Gefahrenpotenzials weit verbreitet. Aus diesem Grund ist der
Nageruterus das geeignete Zielorgan fiir das In-vivo-Screening von
Ostrogenagonisten und -antagonisten.

7. Der vorliegenden Priifmethode liegen die Priifplaine der OECD-Validierungsstudie
zugrunde, die sich in Intra- und Interlaborstudien als zuverldssig und wiederholbar
erwiesen haben (5)(7). Derzeit sind zwei Methoden verfiigbar, und zwar die
Methode am adulten ovarektomierten Weibchen (Methode mit adulten OVX-Tieren)
und die Methode am unreifen, nicht ovarektomierten Weibchen (Methode mit
unreifen Tieren). Das Validierungsprogramm der OECD hat ergeben, dass die
Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit beider Methoden vergleichbar ist. Die
Methode mit unreifen Ratten, deren Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse
(HPG-Achse) intakt ist, ist in gewissen Punkten weniger spezifisch, deckt dafiir aber
eine grofere Bandbreite an Untersuchungsmoglichkeiten ab als die am
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ovarektomierten Tier, weil sie fiir Chemikalien empfindlich ist, die auch mit der
HPG-Achse interagieren und nicht nur mit dem Ostrogenrezeptor. Die HGP-Achse
ist etwa ab dem 15. Lebenstag funktionsfahig. Vorher kann die Pubertit nicht — zum
Beispiel durch Behandlung mit GnRH — beschleunigt werden. Beim Eintritt in die
Pubertét haben die Weibchen vor der Vaginalo6ffnung mehrere stumme Zyklen, die
nicht zu einer Vaginal6ffnung oder Ovulation fiihren, bei denen es jedoch zu einigen
hormonellen Schwankungen kommt. Wenn die HPG-Achse direkt oder indirekt
durch eine Chemikalie stimuliert wird, hat das eine friihzeitige Pubertit und
Ovulation sowie eine beschleunigte Vaginaloffnung zur Folge. Dies wird nicht nur
durch Chemikalien hervorgerufen, die auf die HPG-Achse wirken; auch bestimmte
Nahrung mit einem hoéheren Niveau metabolisierbarer Energie stimuliert das
Wachstum und beschleunigt die Vaginal6ffnung, ohne dass eine 6strogene Wirkung
vorliegt. Solche Chemikalien wiirden bei adulten OVX-Tieren keine uterotrophe
Reaktion hervorrufen, weil deren HPG-Achse nicht funktionsfihig ist.

8. Aus Tierschutzgriinden sollte der Methode, bei der unreife Ratten verwendet werden,

der Vorzug eingerdumt werden, weil dadurch eine chirurgische Vorbehandlung der
Tiere entfdllt und eine mdgliche Nichtverwendung derjenigen Tiere vermieden wird,
die Anzeichen fiir einen beginnenden Ostruszyklus aufweisen (sieche Nummer 30).

9. Eine Zunahme des Uterusgewichts ist nicht ausschlielich 6strogenen Ursprungs,

10.

d.h. auch Chemikalien, die keine Ostrogenagonisten oder -antagonisten sind,
konnen eine uterotrophe Reaktion hervorrufen. Beispielsweise konnen auch relativ
hohe Dosen von Progesteron, Testosteron oder verschiedenen synthetischen
Progestinen ebenfalls stimulierend wirken (30). Jede Reaktion kann histologisch auf
Keratinisation und Kornifikation der Vagina analysiert werden (30). Ein positives
Ergebnis eines uterotrophen Bioassays sollte unabhingig vom moglichen Ursprung
der Reaktion weitere AbkldrungsmaBBnahmen nach sich ziehen. Weitere Nachweise
fiir die 6strogene Wirkung konnten durch In-vitro-Priifungen, wie zum Beispiel ER-
Bindungstests und Tests auf transkriptionelle Aktivierung oder andere In-vivo-
Priifungen, wie zum Beispiel die Priifung an pubertiren Weibchen, gewonnen
werden.

Unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass der uterotrophe Bioassay ein In-vivo-
Screening-Test  ist, wurde der gewdhlte Validierungsansatz ~ sowohl
Tierschutzbelangen als auch einer mehrstufigen Priifstrategie gerecht. Zu diesem
Zweck lag der Schwerpunkt darauf, die beiden Hauptaspekte zu validieren, auf die
es bei zahlreichen Chemikalien ankommt, ndmlich die Reproduzierbarkeit und die
Empfindlichkeit fiir die ostrogene Wirkung, wihrend der
Antidstrogenwirkungskomponente der Priifung dagegen nur wenig Aufmerksamkeit
gewidmet wurde. Es wurde nur ein Antiostrogen mit starker Wirkung getestet, da
die Anzahl an Chemikalien mit eindeutig antidstrogenem Profil (bei denen die
antiostrogene Wirkung nicht durch eine teilweise vorhandene Ostrogene Wirkung
verschleiert wird) ausgesprochen begrenzt ist. Der vorliegenden Priifmethode liegt
folglich der Priifplan fiir den Nachweis der 6strogenen Wirkung zugrunde, wéahrend
der Priifplan fiir die Priifung auf Antagonisten in einem Guidance Document der
OECD (37) enthalten ist. Die Reproduzierbarkeit und Empfindlichkeit der Priifung
von Chemikalien mit rein antiostrogener Wirkung werden zu einem spéteren
Zeitpunkt klarer definiert, wenn das Priifverfahren eine Zeit lang routineméfig im
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11.

12.

13.

Einsatz war und mehr Chemikalien mit dieser Wirkungsart ermittelt worden sind.

Es wird anerkannt, dass bei allen tierexperimentellen Verfahren die ortlichen
Standards der Versuchstierpflege einzuhalten sind und die folgenden Pflege- und
Behandlungsbeschreibungen Mindestanforderungen sind; Vorrang vor diesen
Standards haben lokale Bestimmungen, zum Beispiel die Richtlinie 2010/63/EU des
Europdischen Parlaments und des Rates vom 22. September 2010 zum Schutz der
fiir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere (38). Eine weiterfiihrende
Anleitung flir die tierschutzgerechte Behandlung von Versuchstieren ist in dem
OECD Guidance Document (25) enthalten.

Wie bei allen Priifungen, bei denen lebende Tiere verwendet werden, ist vor
Testbeginn sicherzustellen, dass die Daten wirklich bendtigt werden. Zum Beispiel
werden die Daten moglicherweise zur weiteren Abkldrung der folgenden beiden
Szenarien gebraucht:

- wenn ein hohes Expositionspotenzial (Stufe 1 des Rahmenkonzepts, Anlage 2)
oder Anzeichen fiir eine Ostrogene Wirkung (Stufe2) vorliegen, um zu
untersuchen, ob solche Wirkungen in vivo vorkommen kénnen;

- wenn die Ergebnisse der In-vivo-Tests der Stufen 4 und 5 auf eine Ostrogene
Wirkung hindeuten, um zu untermauern, dass diese Ergebnisse mit einem
Ostrogenmechanismus zusammenhiingen, der nicht mit einem In-vitro-Test
erkldrt werden kann.

Die fiir die Zwecke dieser Priifmethode verwendeten Begriffe sind in Anlage 1
definiert.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

14.

15.

Die Empfindlichkeit des uterotrophen Bioassays beruht auf einer
Versuchsanordnung, bei der die Hypothalamus-Hypophysen-Eierstock-Achse nicht
funktionsfihig ist, was zu einem niedrigen endogenen Ostrogenspiegel fiihrt.
Dadurch werden ein niedriges Ausgangsgewicht des Uterus zu Anfang der Priifung
und das groBtmogliche Spektrum an Reaktionen auf die verabreichten Ostrogene
sichergestellt. Diese Anforderung ist bei weiblichen Nagern in zwei Fillen erfiillt:

i) bei unreifen Weibchen nach dem Absetzen und vor Einsetzen der Pubertit
und

i1) bei jungen, adulten, ovarektomierten Weibchen mit ausreichend Zeit fiir die
Riickbildung des Uterusgewebes.

Die Priifsubstanz wird tdglich oral per Schlundsonde oder durch subkutane Injektion
verabreicht. Die abgestuften Dosen der Priifsubstanz werden mindestens zwei aus
den Versuchstieren zusammengesetzten Behandlungsgruppen (vgl. Nummer 33 fiir
weitere Informationen) verabreicht, wobei pro Gruppe eine Dosisstufe gegeben wird
und der Verabreichungszeitraum bei der Methode mit unreifen Tieren drei
aufeinanderfolgende Tage und bei der Methode mit unreifen OVX-Tieren
mindestens drei aufeinanderfolgende Tage betrdgt. Die Tiere werden etwa 24

41


http://www.parlament.gv.at/pls/portal/le.link?gp=XXV&inr=15570&code1=RIL&code2=&gruppen=Link:2010/63/EU;Year:2010;Nr:63&comp=

Stunden nach der letzten Dosisgabe seziert. Bei Ostrogenagonisten wird das mittlere
Uterusgewicht der behandelten Versuchstiergruppen im  Vergleich zur
Vehikelgruppe auf eine statistisch signifikante Erhohung hin bewertet. Eine
statistisch signifikante Erhohung des mittleren Uterusgewichts einer Priifgruppe
deutet auf eine positive Reaktion in diesem Bioassay hin.

BESCHREIBUNG DER METHODE

Auswahl der Versuchstierarten

16.

17.

18.

Es konnen die iiblichen Labornagerstimme verwendet werden. Bei der Validierung
wurden beispielsweise Stimme der Sprague-Dawley- und der Wistar-Ratte
eingesetzt. Es sollten keine Stimme verwendet werden, von denen ein weniger gutes
Ansprechen der Uteri bekannt ist oder vermutet wird. Das Labor sollte die
Empfindlichkeit des verwendeten Stamms wie unter den Nummern 26 und 27
beschrieben nachweisen.

Ratten und Méuse werden seit den 1930er Jahren routinemifig fiir den uterotrophen
Bioassay verwendet. Die Validierungspriifungen der OECD wurden nur anhand von
Ratten durchgefiihrt, und zwar aufgrund der Uberlegung, dass bei zwei aller
Voraussicht nach gleichwertigen Spezies eine Art fiir eine weltweit giiltige
Validierung ausreichen sollte und so Ressourcen und Tiere eingespart werden
konnen. Die Ratte ist bei den meisten Priifungen auf Reproduktions- und
Entwicklungstoxizitit die Spezies der Wahl. Da es bereits eine umfangreiche
Sammlung historischer Daten zu Maiusen gibt, wurde eine Follow-up-
Validierungsstudie mit einer begrenzten Anzahl an M#usen durchgefiihrt (16), um
den Anwendungsbereich der Priifmethode des uterotrophen Bioassays mit Nagern
auf die Verwendung von Maiusen als Priifspezies auszudehnen. Getreu der
urspriinglichen Absicht, Ressourcen und Tiere einzusparen, wurde der Ansatz einer
Uberbriickungsstudie mit einer begrenzten Anzahl an Priifsubstanzen und
teilnehmenden Laboratorien und ohne codierte Probentestung gewihlt. Diese
Uberbriickungsstudie ergab fiir den uterotrophen Bioassay mit jungen adulten,
ovarektomierten Méusen, dass die an Ratten und Méausen gewonnenen Daten sich
sowohl qualitativ als auch quantitativ gut decken. Wenn das Ergebnis des
uterotrophen Bioassays gegebenenfalls als Vorstudie fiir eine Langzeitstudie
verwendet wird, konnen somit Tiere desselben Stamms und derselben Herkunft fiir
beide Studienarten verwendet werden. Der Uberbriickungsansatz war auf OVX-
Maiuse beschrinkt, und der Bericht enthédlt keine robusten Daten, die eine
Validierung des Modells mit unreifen Tieren erlauben wiirden. Daher fdllt das
Tiermodell mit unreifen M&usen nicht in den Anwendungsbereich der aktuellen
Priifmethode.

Demnach koénnen in bestimmten Fillen Miuse anstelle von Ratten verwendet
werden. Die Wahl dieser Versuchstierart ist auf der Grundlage toxikologischer,
pharmakokinetischer und/oder anderer Kriterien zu begriinden. Bei Méusen muss
gegebenenfalls der Priifplan geéndert werden. Zum Beispiel ist die
Nahrungsaufnahme im Verhéltnis zum Korpergewicht bei Méusen hoher als bei
Ratten, und der Phytodstrogengehalt der Nahrung sollte daher bei Méusen niedriger
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sein als bei Ratten (9)(20)(22).

Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

19.

20.

21.

22.

Bei allen Verfahren sind die ortlichen Standards der Versuchstierpflege einzuhalten.
Bei diesen Pflege- und Behandlungsbeschreibungen handelt es sich um
Mindestanforderungen; Vorrang haben lokale Rechtsvorschriften, wie zum Beispiel
die Richtlinie 2010/63/EU des Europdischen Parlaments und des Rates vom
22. September 2010 zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke verwendeten
Tiere (38). Die Temperatur im Versuchstierraum sollte 22 °C (£ 3 °C) betragen. Die
relative Luftfeuchtigkeit sollte mindestens 30 % betragen und — aufler beim
Reinigen des Raums — 70 % nicht iiberschreiten. Angestrebt werden sollte eine
Luftfeuchtigkeit von 50-60 %. Die Beleuchtung sollte kiinstlich sein. Die Hell- und
Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln.

Labornahrung und Trinkwasser sind ad libitum bereitzustellen. Die jungen adulten
Tiere konnen entweder einzeln oder in Gruppen von bis zu drei Tieren pro Kéfig
untergebracht werden. Da die unreifen Tiere noch sehr jung sind, ist die
Unterbringung in der Gruppe aus sozialen Griinden empfehlenswert.

Ein hoher Gehalt an Phytodstrogenen in der Labornahrung fiihrt bei Nagern
erwiesenermallen zu einer Erhohung des Uterusgewichts, die fiir eine Verfélschung
der Ergebnisse des uterotrophen Bioassays ausreichend ist (13)(14)(15). Hohe
Gehalte an Phytoostrogenen und ein hohes Niveau metabolisierbarer Energie in der
Labornahrung konnen ferner bei unreifen Tieren einen vorzeitigen Pubertétseintritt
zur Folge haben. Phytodstrogene in der Nahrung sind vorwiegend auf Soja- und
Alfalfaprodukte als Zutaten 1im Laborfutter zuriickzufiihren, wobei die
Phytodstrogenkonzentrationen in der Standard-Labornahrung zwischen den
einzelnen Chargen variieren (23). Das Korpergewicht ist eine wichtige Variable, da
die aufgenommene Futtermenge in Relation zum Korpergewicht steht. Die
tatsdchlich aus demselben Futter aufgenommene Phytodstrogendosis kann daher
zwischen verschiedenen Tierarten und, innerhalb einer Art, je nach Alter abweichen
(9). Bei unreifen Rattenweibchen kann die Futteraufnahme in Relation zum
Korpergewicht ungefdhr doppelt so hoch ausfallen wie bei ovarektomierten jungen
adulten Weibchen. Bei jungen adulten Méusen kann die Futteraufnahme in Relation
zum Korpergewicht ungefdhr viermal so hoch ausfallen wie bei ovarektomierten
jungen adulten Rattenweibchen.

Die Ergebnisse anderer uterotropher Bioassays (9)(17)(18)(19) haben jedoch
gezeigt, dass begrenzte Mengen an Phytodstrogenen in der Nahrung akzeptabel sind
und sich nicht negativ auf die Aussagekraft des Assays auswirken. Zur Orientierung:
Der Phytodstrogengehalt sollte 350 ug Genistein-Aquivalente pro Gramm
Labornahrung bei unreifen Sprague Dawley- und Wistar-Rattenweibchen nicht
tiberschreiten (6)(9). Diese Nahrung sollte auch dann geeignet sein, wenn junge
adulte ovarektomierte Ratten getestet werden, weil die Nahrungsaufnahme in
Relation zum Korpergewicht bei jungen adulten Ratten geringer ist als bei unreifen
Tieren. Wenn adulte ovarektomierte Maiuse oder stirker auf Phytodstrogene
reagierende Ratten verwendet werden sollen, muss eine proportionale Reduzierung
der Phytoostrogengehalte in der Nahrung in Erwidgung gezogen werden (20). Ferner
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konnen Unterschiede bei der verfiigbaren verstoffwechselbaren Energie bei
verschiedenen Arten von Labornahrung das Einsetzen der Pubertdt beeinflussen
(21)(22).

23. Vor Beginn des Versuchs ist bei der Auswahl der Labornahrung sorgfiltig darauf zu
achten, dass diese keinen erhohten Gehalt an Phytodstrogenen (siehe (6) und (9))
oder an metabolisierbarer Energie aufweist, denn beides kann zu einer Verzerrung
der Ergebnisse filhren (15)(17)(19)(22)(36). Die Gewdhrleistung der
ordnungsgeméfBen Durchfiihrung des vom Labor verwendeten Priifsystems gemaf
den Nummern 26 und 27 stellt eine wichtige Kontrolle dieser beiden Faktoren dar.
Sicherheitshalber sollten im Einklang mit der Guten Laborpraxis (GLP)
repriasentative Stichproben von allen im Laufe der Priifung verabreichten
Nahrungschargen genommen werden, um bei Bedarf den Phytodstrogengehalt zu
analysieren (z. B. wenn im Vergleich zu historischen Kontrolldaten ein hohes
Uterus-Kontrollgewicht vorliegt oder bei ungeniigendem Ansprechen auf das
Referenzdstrogen 17a-Ethinylestradiol). Die Aliquoten sind im Rahmen der Priifung
zu analysieren oder so aufzubewahren, dass sich die Probe nicht vor der Analyse
zersetzen kann (zum Beispiel durch Einfrieren bei -20 ‘C).

24. Einige Arten von Einstreu konnen natiirlicherweise Chemikalien mit dstrogener oder
antiostrogener Wirkung enthalten (zum Beispiel beeinflusst Maiseinstreu
bekanntermaBlen den Zyklus von Ratten und hat vermutlich antidstrogene
Eigenschaften). Der Phytoostrogengehalt der gewéhlten Einstreu sollte so gering wie
moglich sein.

Vorbereitung der Tiere

25. Die Versuchstiere, die keine Krankheitszeichen oder physischen Abnormitdten
aufweisen, werden randomisiert auf die Kontroll- und Behandlungsgruppen
aufgeteilt. Die Kifige sollten so angeordnet werden, dass etwaige Einfliisse der
Kiéfigplatzierung minimiert werden. Jedes Tier ist eindeutig zu kennzeichnen.
Unreife Tiere sind bis zum Absetzen moglichst gemeinsam mit Muttertieren oder
Ammen zu halten, bis sie sich akklimatisiert haben. Die Akklimatisierungszeit vor
Versuchsbeginn sollte sowohl fiir junge adulte Tiere als auch fiir unreife, mit
Muttertieren oder Ammen gelieferte Tiere etwa fiinf Tage betragen. Wenn gerade
abgesetzte, unreife Tiere ohne Muttertiere erworben werden, ist gegebenenfalls eine
Verkiirzung der Akklimatisierungszeit notwendig, da mit der Dosierung sofort nach
dem Absetzen begonnen werden sollte (vgl. Nummer 29).

VERFAHREN

Eignungspriifung des Priiflabors

26. Fiir die Eignungspriifung des Priiflabors gibt es zwei Optionen:

- RegelméaBlige Verifizierung durch Abgleich mit einer zu Anfang durchgefiihrten
positiven Kontrollstudie/Baselinestudie (vgl. Nummer 27). Mindestens alle sechs
Monate sowie immer dann, wenn eine Verdnderung eingetreten ist, die die
Priifleistung beeinflussen konnte (z. B. neue Futterzubereitung, Anderung des
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Sektionspersonals, Anderung des Tierstamms, geinderter Lieferant usw.), ist die
Empfindlichkeit des Priifsystems (das Tiermodell) anhand einer (mit Hilfe der
unter Nummer 27 beschriebenen positiven Kontrollstudie/Baselinestudie
bestimmten) geeigneten Dosis des Referenzdstrogens 17a-Ethinylestradiol (CAS
Nr. 57-63-6) (EE) zu verifizieren.

- Verwendung gleichzeitiger Kontrollgruppen, indem bei jeder Priifung eine
Gruppe hinzugefiigt wird, die eine geeignete Dosis des Referenzdstrogens erhilt.

Wenn das Tiermodell nicht wie erwartet reagiert, sind die Versuchsbedingungen zu
tiberpriifen und entsprechend zu dndern. Die bei jedem der Ansdtze verwendete Dosis
des Referenzostrogens sollte etwa die ED70 bis 80 sein.

27. Baselinestudie/positive Kontrollstudie — Bevor ein Labor anhand der vorliegenden
Priifmethode erstmals eine Studie durchfiihrt, sollte seine Eignung nachgewiesen
werden, und zwar durch Priifung der Empfindlichkeit des Tiermodells und
Festlegung der Dosis-Wirkungs-Beziehung fiir das Referenzostrogen 17a-
Ethinylestradiol (CAS Nr. 57-63-6) (EE) bei einem Minimum von vier Dosen. Die
Reaktion des Uterusgewichts wird mit bekannten historischen Daten abgeglichen
(vgl. Literaturhinweis (5). Wenn diese Baseline- bzw. positive Kontrollstudie nicht
zu den erwarteten Ergebnissen fiihrt, sind die Versuchsbedingungen zu iiberpriifen
und entsprechend zu modifizieren.

Z.ahl und Zustand der Versuchstiere

28. Jede Behandlungs- und Kontrollgruppe sollte aus mindestens sechs Tieren
zusammengesetzt sein (sowohl beim Priifplan fiir die Methode mit unreifen Tieren
als auch bei dem fiir die Methode mit adulten OVX-Tieren).

Alter der unreifen Tiere

29. Beim uterotrophen Bioassay mit unreifen Tieren ist der Tag der Geburt anzugeben.
Mit der Dosierung sollte so frith begonnen werden, dass sichergestellt ist, dass der
mit der Pubertit assoziierte natiirliche Anstieg der endogenen Ostrogene am Ende
der Priifsubstanzverabreichung noch nicht stattgefunden hat. Andererseits gibt es
Hinweise darauf, dass sehr junge Tiere moglicherweise weniger empfindlich
reagieren. Zur Festlegung des optimalen Alters sollte jedes Labor seine eigenen
Hintergrunddaten zur Geschlechtsreife heranziehen.

Als Faustregel kann mit der Dosierung bei Ratten unmittelbar nach einem frithen
Absetzen am postnatalen Tag 18 (PND 18) begonnen werden (PND 0 ist der Tag der
Geburt). Die Dosierung sollte bei Ratten moglichst am PND 21 abgeschlossen sein,
spatestens jedoch vor PND 25, weil nach diesem Alter die Hypothalamus-Hypophysen-
Eierstock-Achse funktionsfihig wird und die endogenen Ostrogenspiegel unter
Umstidnden zu steigen beginnen, was mit einer Erhohung der mittleren Baseline-
Uterusgewichte und einem Ansteigen der Gruppen-Standardabweichungen einhergeht

(230 TH(12).

Ovarektomieverfahren
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30. Bei Priifungen mit ovarektomierten Ratten- und Mauseweibchen (Behandlungs- und
Kontrollgruppen) ist die Ovarektomie im Alter zwischen sechs und acht Wochen
durchzufithren. Bei Ratten sollte zwischen der Ovarektomie und dem ersten
Verabreichungstag mindestens ein Zeitraum von 14 Tagen liegen, damit der Uterus
sich wieder auf eine stabile Mindestgrofe (die AusgangsgroBe flir die Priifung)
zuriickbilden kann. Bei Maiusen sollten mindestens sieben Tage zwischen der
Ovarektomie und dem ersten Verabreichungstag liegen. Da bereits kleine Mengen
Ovarialgewebe fiir eine signifikante Erhohung der Ostrogenspiegel ausreichen (3),
sollten die Tiere vor ihrer Verwendung mittels Beobachtung der bei
Vaginalabstrichen an fiinf aufeinanderfolgenden Tagen (z. B. Tage 10-14 nach der
Ovarektomie bei Ratten) gewonnenen Epithelzellen getestet werden. Tiere, die
Anzeichen fiir einen beginnenden Ostruszyklus zeigen, sollten nicht verwendet
werden. Spéter, bei der Nekropsie, sind die Ovarialstimpfe auf Reste von
Ovarialgewebe zu untersuchen. Wird Ovarialgewebe gefunden, sollte das Tier nicht
in die Berechnungen mit einbezogen werden (3).

31. Zu Beginn der Ovarektomie liegt das ordnungsgemiB3 narkotisierte Tier in
Bauchlage. Der Langsschnitt zur Erdffnung der dorsolateralen Bauchwand sollte
etwa | cm betragen und in der Mitte zwischen unterem Rippenbogenrand und
Beckenkamm sowie einige Millimeter neben dem lateralen Rand des
Lendenmuskels verlaufen. Das Ovar wird der Bauchhohle entnommen und auf
einem sterilen Feld abgelegt. Dann wird es an der Verbindungsstelle von Eileiter
und Gebarmutterkorper abgetrennt. Wenn sichergestellt ist, dass keine starke
Blutung auftritt, ist die Bauchwand zuzundhen und die Haut mit Klammern oder
einer entsprechenden Naht zu schlieen. Die Ligaturpunkte sind schematisch in
Abbildung 1 dargestellt. In Absprache mit einem auf Nager spezialisierten
Veterindrmediziner sollte eine geeignete postoperative Schmerzlinderung erfolgen.

Korpergewicht

32. Bei der Methode mit adulten OVX-Tieren korreliert das Uterusgewicht nicht mit
dem Korpergewicht, weil das Uterusgewicht durch Hormone, zum Beispiel
Ostrogene, nicht aber durch Wachstumsfaktoren, die die KérpergroBe regulieren,
beeinflusst wird. Beim Modell mit unreifen Tieren dagegen ist ein Zusammenhang
zwischen Uterusgewicht und Korpergewicht gegeben, so lange das Tier noch nicht
voll entwickelt ist (34). Zu Beginn des Versuchs sollten die Gewichtsunterschiede
bei den wunreifen Tieren moglichst gering sein und +20 % des
Durchschnittsgewichts nicht {iberschreiten. Das bedeutet, dass die Wurfgro3e durch
den Ziichter standardisiert werden sollte, so dass sichergestellt ist, dass
Nachkommen verschiedener Muttertiere ungefahr gleich gefiittert werden. Die Tiere
werden durch randomisierte Gewichtsverteilung so den Kontroll- und
Behandlungsgruppen zugewiesen, dass das durchschnittliche Kdorpergewicht der
einzelnen Gruppen sich statistisch nicht von dem der anderen Gruppen
unterscheidet. Eine Zuteilung von Wurfgeschwistern zur selben Behandlungsgruppe
ist zu vermeiden, sofern das ohne Erhohung der Anzahl der fiir die Untersuchung
verwendeten Wiirfe moglich ist.

Dosierung
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33. Um festzustellen, ob eine Priifsubstanz in vivo eine Ostrogene Wirkung entfalten
kann, sind normalerweise zwei Dosisgruppen und eine Kontrollgruppe ausreichend,
weshalb dieser Versuchsanordnung aus Tierschutzgriinden der Vorrang eingerdumt
werden sollte. Wenn der Zweck des Versuchs entweder die Erstellung einer Dosis-
Wirkungs-Kurve oder die Umrechnung auf niedrigere Dosen ist, sind mindestens
drei Dosisgruppen erforderlich. Wenn Informationen gewonnen werden sollen, die
tiber das Vorhandensein einer Ostrogenen Aktivitét hinausgehen (wie zum Beispiel
eine Einschitzung der Wirkstérke), sollte ein anderer Dosierungsplan in Betracht
gezogen werden. Abgesehen von der Behandlung mit der Priifsubstanz sollten die
Tiere der Kontrollgruppe genauso behandelt werden wie die Tiere in den
Priifgruppen. Wird die Priifsubstanz mit einem Vehikel verabreicht, muss die
Kontrollgruppe dieselbe Menge des Vehikels erhalten wie die behandelten Gruppen
(bzw. das hochste verwendete Volumen, wenn die verschiedenen Gruppen
unterschiedliche Volumina erhalten).

34. Das Ziel des uterotrophen Bioassays ist die Auswahl von Dosen, bei denen die Tiere
auf jeden Fall iiberleben und die nach drei aufeinanderfolgenden Tagen mit einer
Chemikaliengabe von maximal 1000 mg pro Kilogramm und Tag nicht mit
signifikanter Toxizitdt oder einem Leiden der Tiere einhergehen. Bei der Auswahl
samtlicher Dosisstufen sind alle zu der Priifsubstanz oder verwandten Stoffen
verfligbaren toxikologischen und (toxiko-)kinetischen Daten zu beriicksichtigen. Bei
der Festlegung der Hochstdosis sollten insbesondere die LD50 und/oder Angaben
zur akuten Toxizitdt beriicksichtigt werden, um den Tod der Tiere oder starkes
Leiden und Qualen zu vermeiden (24)(25)(26). Die hochste Dosis sollte die maximal
vertrigliche Dosis (MTD) darstellen; eine auf einer Dosisstufe, die eine positive
uterotrophe Reaktion hervorgerufen hat, durchgefiihrte Studie wire ebenfalls
akzeptabel. Fiir Screeningzwecke sind grofle Intervalle (z.B. eine halbe
logarithmische Einheit, entsprechend einer Dosissteigerung um den Faktor 3,2, oder
sogar bis zu einer vollen logarithmischen Einheit) zwischen den Dosisstufen
allgemein akzeptabel. Liegen keine geeigneten Daten vor, kann eine
Dosisfindungsstudie zur Bestimmung der zu verwendenden Dosen durchgefiihrt
werden.

35. Wenn die Stirke der Ostrogenen Wirkung eines Agonisten aufgrund von In-vitro-
(oder In-silico-)Daten beurteilt werden kann, konnen alternativ auch diese Daten fiir
die Dosiswahl herangezogen werden. Zum Beispiel wird die Menge der
Priifsubstanz, die uterotrophe Reaktionen vergleichbar mit denjenigen des
Referenzagonisten (Ethinylestradiol) hervorrufen wiirde, anhand ihrer In-vitro-
Wirkstiarke im Verhéltnis zu Ethinylestradiol abgeschitzt. Die hochste Priifdosis
ergibt sich aus der Multiplikation dieser Aquivalenzdosis mit einem geeigneten
Faktor, zum Beispiel 10 oder 100.

Ausfithrungen zur Dosisfindung

36. Falls notwendig kann eine Vorstudie zur Dosisfindung mit wenigen Tieren
durchgefiihrt werden. Diesbeziiglich kann das OECD Guidance Document Nr. 19
(25) konsultiert werden, in dem klinische Anzeichen fiir Toxizitdt oder Leiden der
Tiere festgelegt sind. Sofern es im Rahmen dieser Dosisfindungsstudie nach drei
Verabreichungstagen praktikabel ist, konnen die Uteri etwa 24 Stunden nach der
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letzten Dosisgabe operativ entfernt und gewogen werden. Diese Daten konnen dann
zur Planung der Hauptstudie herangezogen werden (Auswahl der akzeptablen
Hochstdosis und der niedrigeren Dosen sowie Empfehlung fiir die Anzahl an
Dosisgruppen).

Verabreichung der Dosen

37.

38.

39.

Die Priifsubstanz wird oral per Schlundsonde oder durch subkutane Injektion
verabreicht. Bei der Wahl des Verabreichungswegs sind Tierschutzaspekte sowie
toxikologische Aspekte wie die Art der Humanexposition gegeniiber der Chemikalie
(z. B. Schlundsonde, um eine Exposition iiber die Nahrungsaufnahme zu simulieren;
subkutane Injektion, um Einatmen oder Aufnahme iiber die Haut am Modell zu
testen), die physikalisch-chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz und
insbesondere verfiigbare toxikologische Angaben und Daten zu Verstoffwechselung
und Kinetik (z. B. die Notwendigkeit, eine First-pass-Metabolisierung zu vermeiden;
bessere Effizienz iiber einen bestimmten Verabreichungsweg) mit einzubeziehen.

Als Erstes sollte moglichst immer die Verwendung einer wéssrigen
Losung/Suspension in Erwidgung gezogen werden. Da aber die meisten
Ostrogenliganden beziehungsweise ihre metabolischen Vorldufer eher hydrophob
sind, ist der gingigste Ansatz die Verwendung einer Lésung/Suspension auf Olbasis
(z. B. Mais-, Erdnuss-, Sesam- oder Olivendl). Diese Ole unterscheiden sich jedoch
in ihrem Energie- und Fettgehalt, so dass das Vehikel die Menge der insgesamt
aufgenommenen metabolisierbaren Energie (ME) beeinflussen kann, was sich
wiederum — insbesondere bei der Methode mit unreifen Tieren — auf die gemessenen
Endpunkte, beispielsweise das Uterusgewicht, auswirken kann (33). Aus diesem
Grund sollte vor dem Versuch jedes geplante Vehikel mit Kontrollen ohne Vehikel
verglichen werden. Die Priifsubstanzen konnen in einer sehr kleinen Menge von
95%igem Ethanol oder anderen geeigneten Losungsmitteln geldst und im
Priifvehikel auf ihre endgiiltigen Arbeitskonzentrationen verdiinnt werden. Die
toxischen Eigenschaften des Losungsmittels miissen bekannt sein und sollten in
einer separaten Kontrollgruppe, in der nur das Losungsmittel gepriift wird, getestet
werden. Wenn die Priifsubstanz als stabil erachtet wird, kann der Losungsvorgang
durch schonende Erwidrmung und kriftige mechanische Einwirkung unterstiitzt
werden. Die Stabilitdt der Priifsubstanz im Vehikel sollte bestimmt werden. Ist die
Priifsubstanz fiir die Dauer des Versuchs stabil, kann eine Start-Aliquote der
Substanz vorbereitet werden und die spezifizierten Dosierungsverdiinnungen konnen
taglich zubereitet werden.

Die zeitliche Planung der Dosisgaben ist abhingig vom verwendeten Tiermodell
(vgl. Nummer 29 fiir das Modell mit unreifen Tieren und Nummer 30 fiir das
Modell mit adulten OVX-Tieren). Unreife Rattenweibchen erhalten tdglich an drei
aufeinanderfolgenden Tagen eine Gabe der Priifsubstanz. Auch fiir ovarektomierte
Rattenweibchen wird eine dreitdgige Behandlungsdauer empfohlen, aber eine
langere Exposition ist akzeptabel und kann den Nachweis schwach aktiver
Chemikalien erleichtern. Im Falle von ovarektomierten Méuseweibchen ist bei
starken Ostrogen-Agonisten eine Verabreichungsdauer von drei Tagen im
Allgemeinen ausreichend und eine Verlingerung auf sieben Tage nicht mit
signifikanten Vorteilen verbunden; fiir schwache Ostrogene wurde diese Beziehung
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allerdings in der Validierungsstudie (16) nicht nachgewiesen, weshalb eine
verlangerte Dosisgabe von sieben aufeinanderfolgenden Tagen bei adulten OVX-
Maiusen angeraten ist. Die Dosis sollte téglich ungefdhr zur selben Zeit verabreicht
werden. Die Dosisgaben sind bei Bedarf anzupassen, um eine konstante Dosierung
in Relation zum Korpergewicht des Tiers (z. B. mg Priifsubstanz pro kg
Korpergewicht und Tag) sicherzustellen. Das Priifvolumen sollte im Verhiltnis zum
Korpergewicht moglichst konstant gehalten werden, indem die Konzentration der
Losung, die die Dosierung enthilt, angepasst wird, um so bei allen Dosisstufen und
Verabreichungswegen ein im Verhédltnis zum Korpergewicht konstantes Volumen
sicherzustellen.

40. Wird die Priifsubstanz iiber eine Sonde verabreicht, so sollte dies in einer tiglichen
Einmaldosis unter Verwendung einer Schlundsonde oder einer geeigneten
Intubationskaniile erfolgen. Das maximale Fliissigkeitsvolumen, das jeweils
verabreicht werden kann, hdngt von der Grofle des Versuchstiers ab. Es sind die
ortlichen Tierschutzrichtlinien zu befolgen, das Volumen sollte jedoch 5 ml pro kg
Korpergewicht nicht iiberschreiten, auller bei wissrigen Losungen, von denen 10 ml
pro kg Korpergewicht gegeben werden kdnnen.

41. Wird die Priifsubstanz durch subkutane Injektion verabreicht, so sollte dies iiber eine
tdgliche Einmaldosis geschehen. Die Dosen sind mittels steriler Nadel (z. B. 23 oder
25 Gauge) und Tuberkulinspritze dorsal im Bereich der Schulterblitter oder in die
Lendenregion zu injizieren. Die Injektionsstelle kann rasiert werden. Wenn
Injektionsfliissigkeit verloren geht, an der Injektionsstelle auslduft oder
unvollstindig verabreicht wird, ist dies zu protokollieren. Das Gesamtvolumen, das
pro Ratte und Tag injiziert wird, sollte 5 ml pro kg Korpergewicht, aufgeteilt auf
zwei Injektionsstellen, nicht iiberschreiten; dies gilt nicht fiir wéssrige Losungen,
von denen 10 ml pro kg Korpergewicht gegeben werden konnen.

Beobachtungen
Allgemeine und klinische Beobachtungen

42. Allgemeine klinische Beobachtungen sollten mindestens einmal tédglich
durchgefiihrt werden, bei Anzeichen fiir Toxizitdt hdufiger. Die Beobachtungen sind
moglichst immer zur selben Tageszeit/zu denselben Tageszeiten und unter
Beriicksichtigung des Zeitraums nach der Verabreichung, in dem die
Wirkungsgipfel zu erwarten sind, durchzufiihren. Alle Tiere sind auf Anzeichen von
Mortalitdt, Morbiditdt und allgemeine klinische Zeichen wie Verhaltensédnderungen,
Anderungen an Haut, Fell, Augen und Schleimhiuten, Sekrete und Exkrete sowie
autonome Korperfunktionen (z. B. Trinensekretion, Piloerektion, Pupillengrofie,
ungewohnliche Atemmuster) zu beobachten.

Korpergewicht und Futteraufnahme

43. Alle Tiere sind tdglich auf 0,1 g genau zu wiegen, wobei unmittelbar vor
Behandlungsbeginn, also wenn die Tiere den Gruppen zugeteilt werden, mit dem
Wiegen zu beginnen ist. Optional kann die aufgenommene Futtermenge wéhrend
des Behandlungszeitraums pro Kéfig durch Wiegen der Futterspender bestimmt
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werden. Die Daten zur Futteraufnahme sind in Gramm pro Ratte und Tag
auszudriicken.

Sektion und Bestimmung des Uterusgewichts

44,

45.

46.

47.

Die Ratten sind 24 Stunden nach der letzten Behandlung auf humane Weise zu
toten. Idealerweise werden die Nekropsien iliber die Gruppen hinweg randomisiert
durchgefiihrt, um ein unmittelbares Abarbeiten der Dosisgruppen nach oben oder
unten zu vermeiden, da dies die Daten geringfiigig beeinflussen konnte. Ziel des
Bioassays ist die Bestimmung sowohl des Uterusfeuchtgewichts als auch des
geblotteten Uterusgewichts. Das Feuchtgewicht beinhaltet den Uterus und den
Gehalt an Uterusfliissigkeit. Das geblottete Gewicht wird bestimmt, nachdem die
Uterusfliissigkeit ausgedriickt und beseitigt wurde.

Vor der Sektion wird die Vagina bei unreifen Tieren auf ihren Offnungsstatus hin
untersucht. Die Sektion beginnt mit der Eroffnung der Bauchwand von der
Schambeinfuge an. Anschliefend werden das Uterushorn und die Ovarien, sofern
vorhanden, von der dorsalen Bauchwand geldst. Dann werden Harnblase und
Harnleiter von der ventralen und lateralen Seite des Uterus und der Vagina entfernt.
Die fibrose Adhésion zwischen Rektum und Vagina wird geldst, bis die Verbindung
zwischen Vaginal6ffnung und Perinealhaut erkennbar ist. Uterus und Vagina werden
vom Korper gelost, indem die Vaginalwand genau oberhalb der Verbindung zur
Perinealhaut abgeschnitten wird (sieche Abbildung 2). Der Uterus sollte durch
vorsichtiges Abtrennen des Mesometriums an der Stelle, an der es jeweils
dorsolateral mit der Liangsseite eines Uterushorns verbunden ist, von der
Korperwand geldst werden. Sobald der Uterus aus dem Korper entfernt ist, sollten
die weiteren Arbeiten rasch genug erfolgen, um ein Austrocknen der Gewebe zu
vermeiden. Ein Gewichtsverlust durch Austrocknen fiéllt bei kleinen Geweben wie
dem Uterus starker ins Gewicht (23). Wenn Ovarien vorhanden sind, werden sie so
am Ovidukt entfernt, dass keine Gebarmutterfliissigkeit aus dem Uterushorn
verloren geht. Bei ovarektomierten Tieren sind die Ovarialstiimpfe auf Reste von
Ovarialgewebe zu untersuchen. Uberschiissiges Fett- und Bindegewebe ist
abzuschaben. Die Vagina wird genau unterhalb des Gebédrmutterhalses vom Uterus
getrennt, so dass der Gebdrmutterhals mit dem Uteruskorper verbunden bleibt (siehe
Abbildung 2).

Alle Uteri werden in einen eindeutig gekennzeichneten und gewogenen Behilter
verbracht (z. B. Petrischale oder Wégeschiffchen aus Kunststoff) und kontinuierlich
gegen Austrocknung vor dem Wiegen geschiitzt (beispielsweise indem ein leicht mit
Kochsalzlosung angefeuchtetes Filterpapier in den Behélter gelegt wird). Der Uterus
wird mit der Uterusfliissigkeit auf 0,1 mg genau gewogen (Uterusfeuchtgewicht).

Anschlielend werden die Uteri einzeln weiterverarbeitet, um  die
Gebédrmutterfliissigkeit zu entfernen. Beide Uterushorner werden durchstochen oder
langs aufgeschnitten. Die Uteri werden auf leicht angefeuchtetes Filterpapier (z. B.
Whatman Nr. 3) gelegt und vorsichtig mit einem zweiten Stiick leicht
angefeuchteten Filterpapiers ausgedriickt, bis die Uterusfliissigkeit vollstindig
entfernt ist (Blotten). Der Uterus wird ohne die Gebdrmutterfliissigkeit auf 0,1 mg
genau gewogen (Uterusgewicht nach Blotten, nachfolgend Uterustrockengewicht).

50



48. Am Uterusgewicht bei Studienende ldsst sich ablesen, ob das geeignete Alter bei der
unreifen intakten Ratte tatsdchlich nicht {iberschritten wurde, ausschlaggebend sind
in dieser Hinsicht jedoch die historischen Daten des vom Labor verwendeten
Rattenstamms (vgl. Nummer 56 beziiglich der Interpretation der Ergebnisse).

Optionale Untersuchungen

49. Nach dem Wiegen konnen die Uteri in 10 % neutral gepuffertem Formalin fixiert
und nach Himatoxylin-Eosin-Fiarbung (HE-Firbung) histopathologisch untersucht
werden. Die Vagina kann ebenfalls entsprechend untersucht werden (siehe
Nummer 9). Fiir einen quantitativen Vergleich kann ferner eine morphometrische
Untersuchung des Epithelgewebes der Gebarmutterschleimhaut durchgefiihrt
werden.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Daten

50. Folgende Daten iiber die Priifung sind anzugeben:
- die Anzahl der Tiere zu Beginn des Assays,

- die Anzahl und Identitit der wahrend der Priifung tot aufgefundenen oder aus
humanen Griinden getdteten Tiere sowie Datum und Uhrzeit des Todes oder der
Totung der Tiere,

- die Anzahl und Identitdt der Tiere, die Toxizititszeichen aufweisen, und eine
Beschreibung der beobachteten Toxizititszeichen einschlieBlich Zeitpunkt des
Einsetzens, Dauer und Schweregrad der toxischen Wirkungen und

- die Anzahl und Identitdt der Tiere, bei denen Lisionen festgestellt werden, und
eine Beschreibung der Art der Lasionen.

51.Zu den einzelnen Tieren sollten die Daten beziliglich Korpergewicht,
Uterusfeuchtgewicht und Uterustrockengewicht protokolliert werden. Um
festzustellen, ob die Verabreichung der Priifsubstanz zu einer statistisch
signifikanten (p < 0,05) Erhohung des Uterusgewichts gefiihrt hat, sollten einseitige
statistische Analysen fiir die Agonisten durchgefiihrt werden. Es sind geeignete
statistische Analysen durchzufiihren, um die Trocken- und Feuchtgewichte der Uteri
auf behandlungsbedingte Verdnderungen zu iiberpriifen. Zum Beispiel kdnnen die
Daten anhand einer Kovarianzanalyse mit dem Korpergewicht bei Nekropsie als
Kovariate beurteilt werden. Vor der Datenanalyse kann eine varianzstabilisierende
logarithmische Transformation der Uterusdaten durchgefiihrt werden. Der Dunnett-
Test und der Hsu-Test sind fiir paarweise Vergleiche jeder Dosisgruppe mit
Vehikelkontrollgruppen und die Berechnung der Konfidenzintervalle geeignet. Es
konnen studentisierte Residuenplots zur Erfassung moglicher Ausreiler und zur
Bewertung der Homogenitidt der Varianzen eingesetzt werden. Diese Verfahren
kamen im Rahmen des Validierungsprogramms der OECD unter Verwendung von
PROC GLM (GLM-Verfahren) im Statistik-Softwaresystem SAS (Statistisches
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Analysesystem, SAS Institute, Cary, NC), Version 8 (6)(7) zum Einsatz.

52. Der Abschlussbericht muss Folgendes beinhalten:

Prifeinrichtung:

verantwortliches Personal und Zustdndigkeiten wihrend der Studie

Daten der Baselinestudie/positiven Kontrollstudie und in regelméBigen
Abstinden gewonnene positive Kontrolldaten (vgl. Nummern 26 und 27)

Prifsubstanz:

Beschreibung der Priifsubstanzen

physikalische Beschaffenheit und gegebenenfalls physikalisch-chemische
Eigenschaften

Zubereitungsverfahren von Verdiinnungen und Haufigkeit der Zubereitung
etwaige Daten {iber die Stabilitdt

etwaige Analysen der Dosierungslosungen

Vehikel:

Beschreibung des Priifvehikels (Art, Lieferant und Charge)
Begriindung der Wahl des Vehikels (sofern anders als Wasser)

Versuchstiere:

Tierart und -stamm und Begriindung der getroffenen Wahl
Lieferant und genaue Angabe der Einrichtung, aus der die Tiere stammen
Alter bei Lieferung und Geburtsdatum

bei unreifen Tieren, Angabe, ob diese mit Mutter- oder Ammentier geliefert
werden, und Datum des Absetzens

Angaben zum Akklimatisierungsverfahren fiir die Tiere
Anzahl der Tiere pro Kifig

Angaben/Methode zur eindeutigen Kennzeichnung der einzelnen Tiere und der
Gruppe

Prifbedingungen:

Angaben zum Randomisierungsverfahren (angewendete Methode)
Begriindung der Dosiswahl

Angaben zur Formulierung der Priifsubstanz, ihrer erreichten Konzentration,
Stabilitdt und Homogenitit

Angaben zur Verabreichung der Priifsubstanz und Begriindung des gewéhlten
Expositionswegs

Futter (Bezeichnung, Art, Lieferant, Inhalt wund, sofern bekannt,

52



Phytodstrogengehalte)

- Trinkwasserversorgung (z. B. Leitungswasser oder gefiltertes Wasser) und Art
der Trankung (Grof3behélter mit Trinkschlduchen, Flaschentrdnkung usw.)

- Einstreu (Bezeichnung, Art, Lieferant, Inhalt)

- Protokoll der Haltungsbedingungen, Beleuchtungsintervalle, Raumtemperatur,
Luftfeuchtigkeit, Raumreinigung

- Ausfiihrliche Beschreibung der Nekropsie und der Uterusgewichtsbestimmung

- Beschreibung der statistischen Verfahren
Ergebnisse

Bezliglich der einzelnen Tiere:

- sédmtliche Angaben zum Korpergewicht pro Tier und Tag (von der
Gruppenzuteilung bis zur Nekropsie) (auf 0,1 g genau)

- Alter jedes einzelnen Tiers (ausgedriickt in Tagen; Tag der Geburt = Tag 0) ab
der Verabreichung der Priifsubstanz

- Datum und Uhrzeit der einzelnen Dosisgaben

- Dberechnetes Volumen und verabreichte Dosierung sowie beobachtete
Dosierungsverluste wihrend oder nach der Verabreichung

- téglicher Bericht zum Zustand der Tiere einschlieBlich einschlidgiger Symptome
und Beobachtungen

- vermutete Todesursache (bei wiahrend der Studie in moribundem Zustand oder tot
aufgefundenen Tieren)

- Datum und Uhrzeit der schmerzlosen T6tung einschlieBlich des Zeitabstands zur
letzten Dosisgabe

- Uterusfeuchtgewicht (auf 0,1 mg genau) und etwaige Beobachtungen zu
Uterustliissigkeitsverlusten wiahrend der Sektion und Vorbereitung zum Wiegen

- Uterustrockengewicht (auf 0,1 mg) genau

Bezliglich der einzelnen Tiergruppen:

- mittleres Korpergewicht pro Tag (auf 0,1 g genau) und Standardabweichungen
(von der Gruppenzuteilung bis zur Nekropsie)

- mittleres Uterusfeuchtgewicht und mittleres Uterustrockengewicht pro Gruppe
(auf 0,1 mg genau) und Standardabweichungen

- Futterverbrauch pro Tag, falls gemessen (berechnet in Gramm verzehrtes Futter
pro Tier)

- Ergebnisse der statistischen Analysen zum Vergleich der Uterusfeucht- und
-trockengewichte der Behandlungsgruppen mit denselben Maflnahmen in den
Vehikelkontrollgruppen

- Ergebnisse der statistischen Analysen zum Vergleich des Korpergewichts
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insgesamt und der Korpergewichtszunahme der Behandlungsgruppen mit
denselben MaBinahmen in den Vehikelkontrollgruppen
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53. Zusammenfassung der wichtigsten Elemente der Priifmethode

Ratte Maus

Versuchstiere

Stamm

Allgemein Ublicher Labornagerstamm

Anzahl der Tiere

Mindestens sechs Tiere pro Dosisgruppe

Anzahl der Gruppen

Mindestens zwei Priifgruppen (fur weitere Hinweise sieche Nummer 33) und eine
negative Kontrollgruppe

Fir Hinweise zu positiven Kontrollgruppen siehe Nummern 26 und 27

Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

Temperatur im
Versuchstierraum

22°C+3°C

Relative 50-60 %, mind. 30 %, max. 70 %
Luftfeuchtigkeit
Tagliche 12 h hell/12 h dunkel

Beleuchtungsintervalle

Nahrung und
Trinkwasser

Ad libitum

Unterbringung

Einzeln oder in Gruppen von bis zu drei Tieren (unreife Tiere sollten aus sozialen
Grunden in der Gruppe untergebracht werden)

Futter und Einstreu

Futter und Einstreu sollten moglichst niedrige Phytodstrogengehalte aufweisen

Prifplan

Methode

Methode mit ovarektomierten adulten

Methode mit ovarektomierten adulten
Weibchen

Methode mit unreifen, nicht
ovarektomierten Tieren (bevorzugtes
Verfahren)

Weibchen

Alter der unreifen
Tiere bei Dosisgabe

Beginn frihestens PND 18; letzte Bei dieser Priifmethode nicht relevant

Dosisgabe vor PND 25

Alter bei Ovarektomie

Zwischen der 6. und 8. Lebenswoche

Alter der
ovarektomierten Tiere
bei Dosisgabe

Es sollten mindestens 14 Tage zwischen

Es sollten mindestens sieben Tage zwischen
der Ovarektomie und dem ersten
Verabreichungstag liegen.

der Ovarektomie und dem ersten
Verabreichungstag liegen.

Kdrpergewicht

Das Kérpergewicht sollte nur minimal variieren und nicht mehr als + 20 % vom
Durchschnittsgewicht abweichen.

Dosierung

Verabreichungsweg

Schlundsonde oder subkutane Injektion

Haufigkeit der
Verabreichung

Tagliche Einmaldosis

Flissigkeitsvolumen
bei Schlundsonde und
Injektion

< 5 ml/kg Kérpergewicht (bzw. bis zu 10 ml/kg Kérpergewicht bei wéassrigen
Lésungen) (bei subkutaner Gabe an zwei Injektionsstellen)
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Verabreichungsdauer Drei aufeinanderfolgende Tage beim Sieben aufeinanderfolgende Tage beim

Modell mit unreifen Tieren OVX-Modell

Mindestens drei aufeinanderfolgende
Tage beim OVX-Modell

Zeitpunkt der Etwa 24 Stunden nach der letzten Dosisgabe
Nekropsie
Ergebnisse
Positive Reaktion Statistisch signifikante Erhdhung des durchschnittlichen Uterusgewichts

(Feuchtgewicht und/oder Trockengewicht)

Referenzdstrogen 170-Ethinylestradiol

LEITFADEN FUR DIE INTERPRETATION UND AKZEPTANZ DER ERGEBNISSE

54.

55.

56.

Im Allgemeinen ist das Ergebnis einer Priifung auf Ostrogene Wirkung dann als
positiv anzusehen, wenn zumindest bei der hochsten Dosisstufe im Vergleich zu der
nur mit dem Losungsmittel behandelten Kontrollgruppe eine statistisch signifikante
Erhohung des Uterusgewichts (p < 0,05) zu verzeichnen ist. Ein positives
Testergebnis wird ferner durch den Nachweis einer biologisch plausiblen Beziehung
zwischen Dosis und Wirkstirke untermauert, wobei zu beachten ist, dass eine
Priifsubstanz sowohl Ostrogene als auch antidstrogene Wirkungen haben kann, die
sich gegenseitig tiberlagern, was sich unter Umstidnden auf den Verlauf der Dosis-
Wirkungs-Kurve auswirkt.

Es ist darauf zu achten, dass die maximal vertrdgliche Dosis nicht iiberschritten
wird, weil die Interpretation der Daten sonst nicht aussagekriftig ist. Vor diesem
Hintergrund sind ein verringertes Korpergewicht, klinische Anzeichen und andere
Befunde sorgfiltig zu priifen.

Ein wesentliches Kriterium fiir die Akzeptanz der bei dem uterotrophen Bioassay
gewonnenen Daten sind die Uterusgewichte der Vehikelkontrollgruppe. Hohe
Kontrollwerte konnen die Empfindlichkeit des Bioassays und die Féhigkeit zur
Feststellung sehr schwacher Ostrogenagonisten beeintriichtigen. Die Auswertung der
Fachliteratur und die im Laufe der Validierung des uterotrophen Bioassays
erhobenen Daten legen die Vermutung nahe, dass hohe Durchschnittswerte bei
Kontrollgruppen, insbesondere wenn unreife Tiere verwendet werden, spontan
vorkommen konnen (2)(3)(6)(9). Da das Uterusgewicht bei unreifen Ratten von
zahlreichen Variablen abhingig ist — wie zum Beispiel von Stamm und
Korpergewicht — kann keine allgemeingiiltige Obergrenze fiir das Uterusgewicht
angegeben werden. Als Faustregel gilt, dass Uterustrockengewichte bei unreifen
Kontrollratten zwischen 40 und 45 mg als verdichtig einzustufen sind, und dass
Uterusgewichte liber 45 mg Anlass zu einer Wiederholung der Priifung geben
konnen. Dies muss jedoch von Fall zu Fall entschieden werden (3)(6)(8). Wenn bei
adulten Ratten die Ovarektomie nicht vollstindig durchgefiihrt wurde, fiihrt das
ovariale Restgewebe unter Umstéinden zu einer endogenen Ostrogenproduktion, was
eine Verzogerung bei der Riickbildung des Uterusgewichts zur Folge hat.
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57.

58.

59.

60.

Bei der Vehikelkontrollgruppe scheint ein Uterustrockengewicht von unter 0,09 %
des Korpergewichts unreifer Rattenweibchen und von unter 0,04 % des
Korpergewichts ovarektomierter junger adulter Weibchen akzeptable Ergebnisse zu
liefern [siehe Tabelle 31 (2)]. Liegen die Uterusgewichte der Kontrollgruppe iiber
diesen Werten, sind verschiedene Faktoren, darunter das Alter der Tiere, die
vollstdndige Entfernung der Ovarien, Phytodstrogene im Futter usw. zu iiberpriifen,
und negative Priifergebnisse (also kein Anzeichen fiir 6strogene Wirkung) mit
Vorsicht zu verwenden.

Historische Daten der Vehikelkontrollgruppen sollten vom Labor in dessen
Datenbestand eingepflegt werden. Die historischen Daten zur Wirkung positiver
Referenzdstrogene, zum Beispiel 17a-Ethinylestradiol, sind ebenfalls vom Labor
einzupflegen. Die Labore konnen ferner die Reaktion auf bekannte schwache
Ostrogenagonisten testen. Alle diese Daten kénnen mit Daten aus der Fachliteratur
2)3)(@)(5)(6)(7)(8) abgeglichen werden. So kann sichergestellt werden, dass die
Methoden des Labors in ausreichendem Mal3e empfindlich sind.

Die Uterustrockengewichte zeigten im Laufe der Validierungspriifung der OECD
eine geringere Variabilitit als die Uterusfeuchtgewichte (6)(7). Eine signifikante
Reaktion bei einer der Bestimmungsarten wiirde allerdings auf ein positives
Testergebnis, also eine Ostrogenwirkung der Priifsubstanz, hindeuten.

Die uterotrophe Reaktion ist nicht ausschlieBlich ostrogenen Ursprungs. Ein
positives Testergebnis des uterotrophen Bioassays sollte jedoch allgemein als
Nachweis fiir ein Ostrogenes Potenzial im lebenden Organismus gewertet werden
und normalerweise den Anstof3 fiir weitere Abkldrungsmafinahmen liefern (siehe
Nummer 9 und OECD Conceptual Framework for the Testing and Assessment of
Endocrine Disrupting Chemicals, Anlage 2).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der operativen Entfernung der Ovarien

/ Ovary

Incision

Mesometrium, vasculature
and fat pad not shown

Die Operation beginnt mit der Erdffnung der dorsolateralen Bauchwand in der Mitte
zwischen unterem Rippenbogenrand und Beckenkamm sowie einige Millimeter neben dem
lateralen Rand des Lendenmuskels. Die Ovarien sind innerhalb der Bauchhohle zu
lokalisieren. AnschlieBend werden die Ovarien jeweils auf einem sterilen Feld aus der
Bauchhohle vorgelagert, der Bereich zwischen Ovar und Uterus wird zur Blutstillung ligiert,
und die Ovarien werden jeweils oberhalb der Ligatur an der Verbindungsstelle zwischen
Ovidukt und Uterushorn abgeschnitten. Wenn sichergestellt ist, dass keine starke Blutung
mehr besteht, ist die Bauchhohle zuzundhen und die Haut mit Klammern oder einer Naht zu
schlieBen. Die Tiere sollten sich, bevor sie verwendet werden, mindestens 14 Tage lang
erholen konnen; in dieser Zeit kann sich auch der Uterus zuriickbilden.
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Abbildung 2: Entfernung und Vorbereitung der Uterusgewebe fiir die Gewichtsbestimmung

v

UTERINE
WEIGHT

\Inl\i\lwlwl L %

Discomear{on lina st nacropey

Die Sektion beginnt mit der Er6ffnung der Bauchwand ab der Schambeinfuge. AnschlieBend
werden die Ovarien (sofern vorhanden) und die Uterushérner von der dorsalen Bauchwand
gelost. Harnblase und Harnleiter werden von der ventralen und lateralen Seite des Uterus und
der Vagina entfernt. Die fibrose Adhésion zwischen Rektum und Vagina wird gelost, bis die
Verbindung zwischen Vaginaloffnung und Perinealhaut erkennbar ist. Uterus und Vagina
werden vom Korper getrennt, indem die Vaginalwand genau oberhalb der Verbindung zur
Perinealhaut abgeschnitten wird (sieche Abbildung). Der Uterus sollte durch vorsichtiges
Abtrennen des Mesometriums an der Stelle, an der es jeweils dorsolateral mit der Langsseite
eines Uterushorns verbunden ist, von der Korperwand gelost werden. Nach Entfernung aus
dem Korper ist iiberschiissiges Fett- und Bindegewebe abzuschaben. Wenn Ovarien
vorhanden sind, werden sie so am Ovidukt entfernt, dass keine Gebarmutterfliissigkeit aus
dem Uterushorn verloren geht. Bei ovarektomierten Tieren sind die Ovarialstiimpfe auf Reste
von Ovarialgewebe zu untersuchen. Die Vagina wird genau unterhalb des Gebarmutterhalses
vom Uterus getrennt, so dass der Gebarmutterhals mit dem Uteruskérper verbunden bleibt.
Der Uterus kann nun gewogen werden.
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Anlage 1

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Antiéstrogene Wirkung: die Fihigkeit einer Chemikalie, die Wirkung von Ostradiol 178 in
einem Sdugetierorganismus zu unterdriicken.

Chemikalie: Ein Stoff oder eine Mischung.

Dosierung: ein allgemeiner Begriff, der die Dosis, ihre Hé&ufigkeit und die Dauer der
Verabreichung umfasst.

Dosis: die Menge der verabreichten Priifsubstanz. Fiir die Zwecke des uterotrophen
Bioassays wird die Dosis ausgedriickt als Masse der Priifsubstanz je Einheit Korpergewicht
des Versuchstiers pro Tag (z. B. mg pro kg Korpergewicht und Tag).

Empfindlichkeit: Der Anteil aller positiven/wirkenden Chemikalien, die durch den Test
korrekt eingestuft werden. Die Empfindlichkeit ist ein Mall fiir die Genauigkeit einer
Priifmethode mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der Bewertung ihrer
Relevanz.

Maximal vertrigliche Dosis (MTD): die hochstmdgliche Dosis der Priifsubstanz, die nach
Einbringen in den Korper nicht zum Tod von Versuchstieren fiihrt (bezeichnet als LDy)
(IUPAC, 1993).

Ostrogene Wirkung: die Fihigkeit einer Chemikalie, in einem Siugetierorganismus wie
Ostradiol 178 zu wirken.

Postnataler Tag X: der x-te Lebenstag nach der Geburt.
Priifsubstanz: jede(r) mittels dieser Priifmethode getestete Stoff bzw. Mischung..

Spezifizitit: Der Anteil aller negativen/wirkungslosen Stoffe, die durch den Test korrekt
eingestuft werden. Die Spezifizitit ist ein Mal fiir die Genauigkeit einer Priifmethode mit
kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der Bewertung ihrer Relevanz.

Tag der Geburt: der postnatale Tag 0.

Uterotroph: Begriff zur Beschreibung einer positiven Wirkung auf das Gewicht der
Uterusgewebe.

Validierung: wissenschaftlicher Prozess zur Beschreibung der operationellen Anforderungen

und Grenzen einer Priifmethode und zum Nachweis threr Zuverldssigkeit und Eignung fiir
einen bestimmten Zweck.
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ANMERKUNGEN ZUM RAHMENKONZEPT

Anmerkung 1: FEin Finstieg in das Rahmenkonzept und ein Ausstieg sind auf allen Stufen
moglich und abhédngig davon, welche Informationen fiir Gefahren- und Risikobeurteilungszwecke
bendtigt werden.

Anmerkung 2: Bei Stufe 5 sollte der Aspekt der Okotoxikologie Endpunkte beinhalten, die
Hinweise auf schiddliche Wirkmechanismen und eine potenzielle Schiadigung der Population
liefern.

Anmerkung 3: Wenn ein multimodales Modell mehrere Assays mit nur einem Endpunkt (Single-
Endpoint-Assays) umfasst, ersetzt dieses Modell die Durchfiihrung der Single-Endpoint-Assays.

Anmerkung 4: Die Bewertung der einzelnen Chemikalien sollte von Fall zu Fall und unter
Beriicksichtigung aller verfiigbaren Daten sowie vor dem Hintergrund des Zwecks der Stufen des
Rahmenkonzepts erfolgen.

Anmerkung 5: Das Rahmenkonzept ist derzeit noch nicht als vollstdndig anzusehen. Auf Stufe 3,
4 und 5 beinhaltet es Assays, die entweder schon verfligbar sind oder sich gerade in der
Validierungsphase befinden. Bei Letzteren ist die Aufnahme in das Rahmenkonzept noch
vorldufig. Sobald ihre Entwicklung und Validierung abgeschlossen ist, werden sie offizieller
Bestandteil des Konzepts.

Anmerkung 6: Stufe 5 ist nicht so zu verstehen, dass es sich bei den darin enthaltenen Tests nur

um endgiiltige Priifungen handelt. Die Priifungen dieser Stufe sollen vielmehr einen Beitrag zur
allgemeinen Gefahren- und Risikobewertung leisten.
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B.55. Hershberger-Bioassay mit Ratten: Ein Kurzzeit-Screening-Test auf (anti-)androgene
Eigenschaften

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 441 (2009). Die OECD
setzte sich 1998 zur Prioritit, bestehende Priifrichtlinien fiir Screening und Testung
potenzieller endokriner Disruptoren zu iiberarbeiten und neue Richtlinien zu entwickeln
(1). Ein Aspekt der Maflnahme war die Ausarbeitung einer Priifrichtlinie fiir den
Hershberger-Bioassay (Hershberger-Test) mit Ratten. Diese Priifung wurde, nachdem sie
tiber mehrere Jahrzehnte hinweg von der pharmazeutischen Industrie angewendet worden
war, erstmals 1962 durch einen offiziellen Fachausschuss als Screening-Instrument fiir
androgene Chemikalien standardisiert (2). Im Zeitraum 2001-2007 wurde der
Hershberger-Test mit Ratten einem umfassenden Validierungsprogramm unterzogen, in
dessen Rahmen ein Hintergrunddokument (23), ein ausfiihrliches Methodikpapier (3)
und ein Sektionsleitfaden (21) erstellt sowie umfassende Intra- und Interlaborstudien
durchgefiihrt wurden, um die Zuverldssigkeit und Reproduzierbarkeit des Bioassays
nachzuweisen. Diese Validierungsstudien wurden mit einem starken Referenzandrogen
(Testosteronpropionat, TP), zwei starken synthetischen Androgenen (Trenbolonacetat
und Methyltestosteron), einem stark antiandrogenen Arzneistoff (Flutamid), einem
starken Inhibitor  (Finasterid) der Synthese des natiirlichen Androgens
(Dihydrotestosteron, DHT), mehreren schwach antiandrogenen Pestiziden (Linuron,
Vinclozolin, Procymidon, p,p’-DDE), einem starken Inhibitor der So-Reduktase
(Finasterid) und zwei bekannt negativen Chemikalien (Dinitrophenol und Nonylphenol)
A (S)(6)(7)(8) durchgefiihrt. Die vorliegende Priifmethode ist das Resultat der
jahrzehntelangen Anwendung des Bioassays in der Praxis und der bei der Validierung
des Priifprogramms gewonnenen Erfahrungen und Ergebnisse auf diesem Gebiet.

2. Der Hershberger-Test ist ein in vivo durchgefiihrter Kurzzeit-Screening-Test, bei dem
akzessorische Gewebe des ménnlichen Reproduktionstrakts untersucht werden. Der Test
wurde erstmals in den 1930er Jahren durchgefiihrt und in den 1940er Jahren um die
Anwendung auf Muskeln des maénnlichen Fortpflanzungstrakts erweitert, die auf
Androgene reagieren (2)(9-15). In den 1960er Jahren wurden iiber 700 potenzielle
Androgene anhand eines standardisierten Priifplans (2)(14) beurteilt; die Verwendung
des Tests galt damals sowohl fiir Androgene als auch fiir Antiandrogene als
Standardmethode (2)(15). Bei der vorliegenden In-vivo-Priifung werden die
Gewichtsveranderungen bei fiinf Arten androgenabhédngiger Gewebe an kastrierten,
peripubertiren Rattenmidnnchen untersucht. Es wird beurteilt, ob eine Chemikalie
biologische = Abldufe auslost, die der Wirkung von Androgenagonisten,
Androgenantagonisten oder Sa-Reduktaseinhibitoren entsprechen. Bei den flnf
androgenabhéngigen Zielgeweben der vorliegenden Priifmethode handelt es sich um die
ventrale Prostata (VP), das Samenbldschen (SB) (einschlieBlich Fliissigkeiten und
Koagulationsdriise), den Muskelkomplex Musculus levator ani und bulbospongiosus



(LABC), die paarigen Cowperschen Driisen (COW) und die Glans penis (GP). Bei der
kastrierten, peripubertdren médnnlichen Ratte reagieren alle diese fiinf Gewebe mit einer
Erhohung ihres absoluten Gewichts auf Androgene. Wird bei denselben fiinf Geweben
eine Gewichtszunahme durch Verabreichung eines starken Referenzandrogens stimuliert,
so reagieren diese auf die Gabe von Antiandrogenen mit einer Verringerung ihres
absoluten Gewichts. Das primédre Modell fiir den Hershberger-Test, das in den Phasen 1,
2 und 3 des Hershberger-Validierungsprogramms validiert wurde, war das chirurgisch
kastrierte, peripubertidre Rattenménnchen.

3. Der Hershberger-Bioassay wird als mechanistischer In-vivo-Screening-Test auf
Androgenagonisten, Androgenantagonisten und So-Reduktaseinhibitoren eingesetzt und
ist im Kontext des Rahmenkonzepts der OECD ,,Conceptual Framework for the Testing
and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals* (Testung und Bewertung endokrin
wirksamer Substanzen (endokrine Disruptoren) (Anlage 2) zu sehen. In diesem
Rahmenkonzept ist der Hershberger-Test ein In-vivo-Test der Stufe 3, mit dem Daten
iiber einen einzelnen endokrinen Mechanismus gewonnen werden sollen, namlich die
(anti-)androgene Wirkung. Die Priifung ist als Teil einer Reihe von In-vitro- und In-vivo-
Tests zur Bestimmung von Chemikalien konzipiert, die das Potenzial haben, mit dem
endokrinen System in Wechselwirkung zu treten, und soll letztendlich der Bewertung des
Risikos fiir die Umwelt und die menschliche Gesundheit dienen.

4. Da aus Tierschutzgriinden Bedenken gegen das Kastrationsverfahren bestanden, wurde
als alternatives Modell fiir den Hershberger-Test die Verwendung des intakten
(unkastrierten) abgesetzten, stimulierten méannlichen Jungtiers angestrebt, damit die
Kastration vermieden werden kann. Die Priifmethode mit dem stimulierten, abgesetzten
Tier wurde einer Validierung unterzogen (24), bei der sich allerdings herausstellte, dass
diese Variante des Hershberger-Tests offenbar nicht geeignet ist, die Auswirkungen
schwach wirksamer Antiandrogene in den gepriiften Dosierungen auf das Gewicht
androgenabhdngiger Organe zuverldssig nachzuweisen. Daher wurde sie nicht in die
vorliegende Priifmethode aufgenommen. Da diese Priifvariante jedoch nicht nur unter
Tierschutzgesichtspunkten sinnvoll ist, sondern moglicherweise auch Aufschluss iiber
andere Wirkungsweisen geben kann, ist sie im OECD Guidance Document Nr. 115 (25)
beschrieben.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

5. Androgenagonisten und -antagonisten konnen an die Androgenrezeptoren binden und die
vom Rezeptor gesteuerte Gentranskription aktivieren bzw. hemmen. Dariiber hinaus
hemmen manche Chemikalien bei einigen androgenempfindlichen Zielgeweben die
Umwandlung von Testosteron in das stirker wirksame natiirliche Androgen
Dihydrotestosteron (5o-Reduktasehemmer). Solche Chemikalien sind potenziell
gesundheitsschiadlich und konnen wunter anderem negative Auswirkungen auf
Reproduktion und Entwicklung haben. Aus diesem Grund miissen Chemikalien
moglichst schnell darauthin gepriift und beurteilt werden konnen, ob es sich um
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potenzielle Androgenagonisten, -antagonisten oder Sa-Reduktaseinhibitoren handelt. Die
Affinitdt eines Liganden fiir einen Androgenrezeptor, die in vitro durch
Rezeptorbindungstests oder transkriptionelle Aktivierung von Reportergenen bestimmt
werden kann, liefert zwar wertvolle Informationen, ist aber nur eine von mehreren
Determinanten flir das Gefahrenpotenzial. Andere Determinanten koénnen die
metabolische Aktivierung und Deaktivierung beim Eintritt in den Korper, die Verteilung
auf die Zielgewebe und die Ausscheidung aus dem Korper sein. Daraus ergibt sich die
Notwendigkeit, die potenzielle Wirkung einer Chemikalie in vivo unter einschligigen
Bedingungen und bei entsprechender Exposition zu priifen. Die In-vivo-Beurteilung ist
weniger kritisch, wenn die Eigenschaften der Chemikalie hinsichtlich Resorption,
Verteilung, = Metabolismus  und  Ausscheidung (ADME)  bekannt  sind.
Androgenabhingige Gewebe reagieren mit schnellem und starkem Wachstum auf eine
Stimulation mit Androgenen, was insbesondere fiir kastrierte, peripubertire
Rattenménnchen gilt. Die Verwendung von Nagerarten, insbesondere Ratten, ist zudem
bei Toxizitdtsstudien zur Beurteilung des Gefahrenpotenzials weit verbreitet. Daher ist
die vorliegende Variante der Priifmethode, bei der die fiinf genannten Zielgewebe an
kastrierten, peripubertdren Ratten untersucht werden, fiir das In-vivo-Screening von
Androgenagonisten, Androgenantagonisten und 5Sa-Reduktaseinhibitoren geeignet.

6. Dieser Priifmethode liegen die Priifpline der OECD-Validierungsstudie zugrunde, sich in
Intra- und Interlaborstudien als zuverldssig und wiederholbar erwiesen haben
(A)(5)(6)(7)(8). Die Priifmethode umfasst Nachweisverfahren sowohl fiir eine androgene
als auch fiir eine antiandrogene Wirkung.

7. Obgleich die verschiedenen Laboratorien, die den Hershberger-Bioassay im Rahmen des
Validierungsprogramms der OECD durchgefiihrt haben, relativ unterschiedliche TP-
Dosen fiir den Nachweis von Antiandrogenen verwendeten (0,2 versus 0,4 mg pro kg
und Tag, subkutane Injektion), unterschieden sich diese beiden Priifplanvarianten in
Bezug auf die Eignung fiir den Nachweis schwacher oder starker antiandrogener
Wirkungen nur geringfiigig. Selbstverstindlich darf jedoch die TP-Dosis weder so hoch
sein, dass die Wirkungen von schwachen Androgenrezeptor-Antagonisten (AR-
Antagonisten) blockiert werden, noch so niedrig, dass die androgenen Gewebe selbst
dann kaum Wachstum zeigen, wenn nicht gleichzeitig Antiandrogene verabreicht
werden.

8. Die Wachstumsreaktion der einzelnen androgenabhingigen Gewebe ist nicht
ausschlieflich  androgenen  Ursprungs, d.h. auch Chemikalien, die keine
Androgenagonisten sind, konnen das Gewicht bestimmter Gewebe beeinflussen. Wenn
mehrere Gewebe gleichzeitig mit Wachstum reagieren, erhértet das jedoch den Verdacht,
dass ein Tlberwiegend androgenspezifischer Mechanismus vorliegt. Beispielsweise
kénnen hohe Dosen starker Ostrogene zu einer Gewichtszunahme der Samenblidschen
fiihren; die anderen androgenabhingigen Gewebe des Tests reagieren jedoch nicht in
dhnlicher ~ Weise. Antiandrogene Chemikalien = konnen entweder  als
Androgenrezeptorantagonisten oder als So-Reduktaseinhibitoren wirken. So-
Reduktaseinhibitoren wirken unterschiedlich, weil die Umwandlung in das wirksamere
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9.

10.

11.

Dihydrotestosteron von Gewebe zu Gewebe variiert. Antiandrogene, die die Soa-
Reduktase hemmen, wie zum Beispiel Finasterid, wirken sich im Vergleich zu einem
starken AR-Antagonisten wie Flutamid stirker auf die ventrale Prostata aus als auf
andere Gewebe. Diese unterschiedliche Gewebereaktion kann fiir eine Differenzierung
zwischen AR-vermittelter und Sa-Reduktase-vermittelter Wirkungsweise herangezogen
werden. Ferner ist der Androgenrezeptor evolutionsbedingt mit den Rezeptoren anderer
Steroidhormone verwandt, und einige andere Hormone koénnen in hohen,
supraphysiologischen Dosen die wachstumsférdernden Effekte von TP binden und ihnen
entgegenwirken (13). Des Weiteren leuchtet es ein, dass ein verbesserter
Steroidmetabolismus und eine darauf folgende Senkung des Testosterons im Serum das
Wachstum androgenabhingiger Gewebe verringern kann. Jedes positive Ergebnis des
Hershberger-Tests sollte daher normalerweise anhand eines WoE-Ansatzes beurteilt
werden; dazu gehdren In-vitro-Tests wie die AR- und ER-Bindungstests (ER —
Ostrogenrezeptor) und entsprechende Tests zur transkriptionellen Aktivierung oder die
Ergebnisse anderer In-vivo-Tests, bei denen dhnliche androgene Zielgewebe untersucht
werden, zum Beispiel der Test am pubertdren Méannchen, die 15-Tage-Untersuchung am
intakten Ménnchen oder Studien mit wiederholter Gabe {iber 28 oder 90 Tage.

Die Erfahrung hat gezeigt, dass xenobiotische Androgene seltener vorkommen als
xenobiotische Antiandrogene. Es ist daher davon auszugehen, dass der Hershberger-
Bioassay iiberwiegend fiir das Screening von Antiandrogenen eingesetzt werden wird.
Die Priifung auf androgene Wirkungen wiére dennoch fiir steroidale oder steroidédhnliche
Chemikalien oder auch fiir Chemikalien zu empfehlen, bei denen die Priifungen der
Stufe 1 oder 2 des Rahmenkonzepts (Anlage 2) Hinweise auf ein androgenes Potenzial
ergeben haben. Ebenso konnen bei Priifungen der Stufe 5 unerwiinschte Wirkungen
beobachtet werden, die mit (anti-)androgenen Profilen assoziiert sind, so dass bewertet
werden muss, ob eine Chemikalie eine endokrine Wirkungsweise hat.

Es wird bestitigt, dass bei allen tierexperimentellen Verfahren die ortlichen Standards
der  Versuchstierpflege  einzuhalten sind; die  folgenden  Pflege- und
Behandlungsbeschreibungen sind Mindestanforderungen; Vorrang vor diesen Standards
haben lokale Bestimmungen, zum Beispiel die Richtlinie 2010/63/EU des Européischen
Parlaments und des Rates vom 22. September 2010 zum Schutz der fiir wissenschaftliche
Zwecke verwendeten Tiere (26). Eine weiterfilhrende Anleitung fiir tierschutzgerechte
Behandlung von Versuchstieren ist in dem OECD Guidance Document (17) enthalten.

Wie bei allen Bioassays mit Versuchstieren ist sorgfiltig abzuwégen, ob die
Durchfithrung der Studie notwendig ist. Grundsitzlich sprechen die folgenden beiden
Griinde fiir eine Durchfiihrung:

- es liegt ein hohes Expositionspotenzial (Stufe 1 des Rahmenkonzepts) vor oder bei In-
vitro-Tests (Stufe 2) werden Anzeichen fiir eine (anti-)androgene Wirkung
festgestellt, aufgrund deren abgeklart werden muss, ob solche Effekte auch in vivo
vorkommen konnen;

- Dbei den In-vivo-Tests der Stufe 4 oder 5 werden Effekte festgestellt, die einer (anti-
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12.

)androgenen Wirkung entsprechen; in diesem Fall sollte bei weiteren Untersuchungen
die spezifische Wirkungsweise untersucht bzw. bestimmt werden, ob die Effekte auf
einen (anti-)androgenen Mechanismus zuriickzufiihren sind.

Die fiir die Zwecke dieser Priifmethode verwendeten Begriffe sind in Anlage 1 definiert.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

13.

14.

15.

Die Empfindlichkeit des Hershberger-Bioassays beruht auf der Verwendung ménnlicher
Tiere mit minimaler endogener Androgenproduktion. Dies wird durch den Einsatz
kastrierter Méannchen erreicht, denen nach der Kastration ausreichend Zeit eingerdumt
wurde, damit die Zielgewebe sich wieder auf eine einheitliche Mindestgrofle, die
Baseline- bzw. Ausgangsgrofle des Versuchs, zuriickbilden konnen. Dadurch ist beim
Screening auf ein androgenes Potenzial der Spiegel an zirkulierenden endogenen
Androgenen niedrig, die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse kann dies nicht
iiber Feedbackmechanismen kompensieren, die Reaktionsfdhigkeit der Gewebe ist
maximiert, und das Gewebegewicht bei Studienbeginn schwankt so wenig wie moglich.
Wenn das antiandrogene Potenzial untersucht werden soll, kann durch die Stimulation
mit einem Referenzandrogen eine konsistentere Gewebegewichtszunahme erreicht
werden. Folglich sind beim Hershberger-Bioassay nur sechs Tiere pro Dosisgruppe
erforderlich, wihrend bei anderen Tests mit intakten pubertéren oder adulten Ménnchen
15 Tiere pro Dosisgruppe verwendet werden sollten.

Die peripubertiren Rattenmédnnchen werden in geeigneter Weise unter Verwendung
zugelassener Narkosemittel und steriler Arbeitstechniken kastriert. In den ersten Tagen
nach dem Eingriff sollten zur Vermeidung postoperativer Beschwerden Analgetika
verabreicht werden. Durch eine Kastration wird die Genauigkeit der Priifung verbessert:
schwache Androgene und Antiandrogene sind leichter nachweisbar, weil
kompensatorische endokrine Feedbackmechanismen ausgeschaltet werden, die beim
intakten Tier die Wirkungen der verabreichten Androgene und Antiandrogene
abschwiéchen konnen, und weil die starken Schwankungen der Serumtestosteronspiegel
zwischen den einzelnen Tieren beseitigt werden. Demzufolge wird durch die Kastration
die Anzahl der Tiere verringert, die fiir das Screening dieser endokrinen Wirkungen
bendtigt werden.

Beim Screening auf eine potenzielle androgene Wirkung ist die Priifsubstanz téglich iiber
einen Zeitraum von zehn aufeinanderfolgenden Tagen per Schlundsonde oder durch
subkutane Injektion zu verabreichen. Es sind mindestens zwei Versuchstiergruppen mit
den Priifsubstanzen zu behandeln, wobei pro Gruppe eine Dosisstufe getestet wird. Etwa
24 Stunden nach der letzten Dosisgabe werden die Tiere seziert. Eine statistisch
signifikante ~ Gewichtszunahme  bei  mindestens  zwei  Zielorganen  der
Priifsubstanzgruppen im Vergleich zur Vehikelkontrollgruppe ist ein Hinweis darauf,
dass die Priifsubstanz potenziell eine androgene Wirkung hat (vgl. Nummer 60).
Androgene wie Trenbolon, die nicht durch die So-Reduktase umgewandelt werden
konnen, haben ausgeprigtere Wirkungen auf den LABC-Komplex und die GP als TP,
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16.

doch sollte bei allen Geweben eine Gewichtszunahme zu verzeichnen sein.

Beim Screening auf eine potenzielle antiandrogene Wirkung ist die Priifsubstanz tdglich
iiber einen Zeitraum von zehn aufeinanderfolgenden Tagen per Schlundsonde oder durch
subkutane Injektion zu verabreichen, und zwar bei gleichzeitiger subkutaner Gabe von
TP (0,2 bzw. 0,4 mg pro kg und Tag). Im Laufe des Validierungsverfahrens wurde
festgelegt, dass entweder 0,2 oder 0,4 mg TP pro kg und Tag gegeben werden konnen, da
Antiandrogene mit beiden Dosen wirksam nachgewiesen werden konnten und deshalb
nur eine der beiden Dosen zur Verwendung bei der Priifung ausgewéhlt werden sollte.
Die abgestuften Dosen der Priifsubstanz werden mindestens drei Behandlungsgruppen
verabreicht, wobei pro Gruppe eine Dosisstufe getestet wird. Etwa 24 Stunden nach der
letzten Dosisgabe werden die Tiere seziert. FEine statistisch signifikante
Gewichtsabnahme bei mindestens zwei Zielorganen der Gruppen, die die Priifsubstanz
plus TP erhalten haben, im Vergleich zur Kontrollgruppe, die nur TP erhalten hat, ist ein
Hinweis darauf, dass die Priifsubstanz potenziell eine antiandrogene Wirkung hat (vgl.
Nummer 61).

BESCHREIBUNG DER METHODE

Auswahl der Tierart und des Stamms

17.

18.

Ratten werden seit den 1930er Jahren routinemdBig fiir den Hershberger-Bioassay
verwendet. Obwohl aus biologischer Sicht plausibel ist, dass Ratten und Mause dhnliche
Reaktionen zeigen wiirden, ist die Ratte nach 70 Jahren Erfahrung mit dem Rattenmodell
die Spezies der Wahl fiir den Hershberger-Test. Da die anhand des Hershberger-Tests
erhobenen Daten gegebenenfalls spiter als Vorstudie flir eine mehrere Generationen
umfassende Langzeitstudie dienen, kdnnen somit ferner Tiere derselben Art, desselben
Stamms und derselben Herkunft fiir beide Studienarten verwendet werden.

Laut dem vorliegenden Priifplan konnen die Labore den fiir die Priifung zu
verwendenden Rattenstamm selbst auswéhlen, wobei es sich im Allgemeinen um den
bereits in der Vergangenheit liblicherweise von dem teilnehmenden Labor verwendeten
Stamm handeln sollte. Es konnen {iblicherweise verwendete Laborrattenstimme
eingesetzt werden; allerdings ist von der Verwendung von Stimmen abzusehen, bei
denen die Geschlechtsreife wesentlich spiter als am 42. Lebenstag einsetzt, da die
Kastration dieser Mdnnchen am 42. Lebenstag die Gewichtsbestimmung der Glans Penis,
die nur nach der Separation des Praputiums vom Penisschaft erfolgen kann, unmdoglich
machen kann. Aus diesem Grund sollten, auler in Ausnahmefillen, keine von der Fisher-
344-Ratte abstammenden Stamme eingesetzt werden. Bei der Fisher-344-Ratte hat die
sexuelle Entwicklung einen anderen =zeitlichen Verlauf als bei anderen hiufiger
verwendeten Stimmen, wie zum Beispiel Sprague Dawley oder Wistar (16). Wenn ein
solcher Stamm verwendet werden soll, sollte das Labor die Tiere zu einem etwas
spéteren Zeitpunkt kastrieren und es sollte die Empfindlichkeit des eingesetzten Stamms
belegen konnen. Das Labor muss die Wahl des Rattenstamms klar begriinden. Dient der
Screening-Test gegebenenfalls als Vorstudie zu einer Priifung mit wiederholter oraler
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Gabe, einer Priifung auf Reproduktions- und Entwicklungstoxizitit oder einer
Langzeitstudie, sollten fiir alle Priifungen mdglichst Tiere desselben Stamms und
derselben Herkunft verwendet werden.

Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

19.

20.

21.

22.

Bei allen Verfahren sind die ortlichen Standards der Versuchstierpflege einzuhalten. Bei
diesen  Pflege- und Behandlungsbeschreibungen  handelt es sich um
Mindestanforderungen; Vorrang haben strengere lokale Rechtsvorschriften, wie zum
Beispiel die Richtlinie 2010/63/EU des Europdischen Parlaments und des Rates vom
22. September 2010 zum Schutz der fiir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere
(26). Die Temperatur im Versuchstierraum sollte 22 °C (+ 3 °C) betragen. Die relative
Luftfeuchtigkeit sollte mindestens 30 % betragen und — aufBler beim Reinigen des
Raums — 70 % nicht tiberschreiten. Angestrebt werden sollte eine Luftfeuchtigkeit von
50-60 %. Die Beleuchtung sollte kiinstlich sein. Die Hell- und Dunkelphasen sollten sich
im Abstand von 12 Stunden abwechseln.

Eine Unterbringung in der Gruppe ist aufgrund des geringen Alters der Tiere und der
Tatsache, dass Ratten soziale Wesen sind, einer Haltung im Einzelkéfig vorzuziehen.
Durch eine Unterbringung von zwei oder drei Tieren pro Kifig werden Enge und damit
verbundener Stress vermieden, der sich wiederum auf die hormonelle Steuerung der
Entwicklung der akzessorischen Gewebe des Reproduktionstrakts auswirken kann. Die
Kaifige sollten griindlich gereinigt werden, um etwaige Schad- und Schmutzstoffe zu
beseitigen, und so angeordnet werden, dass etwaige Einflisse der Kéfigplatzierung
minimiert werden. Eine Uberbelegung ist durch angemessen groBe Kifige (~2000 cm?)
zu vermeiden.

Die Tiere sind einzeln und auf mdglichst schmerzlose Weise zu kennzeichnen (z. B.
durch eine Ohrmarke). Die Kennzeichnungsmethode ist zu protokollieren.

Labornahrung und Trinkwasser sind ad libitum bereitzustellen. Laboratorien, die den
Hershberger-Bioassay durchfiithren, sollten die Labornahrung verfiittern, die sie
iiblicherweise bei Chemikalienpriifungen verwenden. Im Laufe der Validierungsstudien
zu dem Bioassay traten keine Wirkungen oder Schwankungen auf, die der Nahrung
zugeschrieben werden konnten. Die verwendete Nahrung ist zu protokollieren, und eine
Probe des Laborfutters ist fiir potenzielle zukiinftige Analysezwecke aufzubewahren.

Leistungskriterien fiir androgenabhingige Organgewichte

23.

24.

Wihrend der Validierungsstudie gab es keinerlei Anzeichen dafiir, dass sich eine
Verringerung des Korpergewichts auf die Erh6hung oder Verringerung der Gewichte der
Zielgewebe (also der im Laufe des Tests zu wiegenden Gewebe) auswirkt.

Bei den verschiedenen, im Rahmen des Validierungsprogramms erfolgreich eingesetzten
Rattenstimmen waren die Gewichte der androgenabhéngigen Organe bei den schwereren
Rattenstimmen hdoher als bei den leichteren Stidmmen. Daher beinhalten die
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Leistungskriterien des Hershberger-Bioassays keine absoluten erwarteten Organgewichte
fiir die positiven und negativen Kontrollen.

25. Da der Variationskoeffizient (VK) fiir ein Gewebe umgekehrt proportional zur Teststirke
ist, basieren die Leistungskriterien des Hershberger-Bioassays auf maximalen VK-
Werten fiir jedes Gewebe (Tabellel). Die VK-Werte stammen aus den
Validierungsstudien der OECD. Bei negativen Ergebnissen sollten die Laboratorien die
VK der Kontrollgruppe und der Behandlungsgruppe mit der hochsten Dosis priifen, um
feststellen zu konnen, ob die maximalen VK-Leistungskriterien iiberschritten wurden.

26. Die Studie sollte wiederholt werden, wenn 1) mindestens drei der zehn moglichen
Einzel-VK in der Kontroll- und in der Hochdosisgruppe die fiir Priifungen auf Agonisten
und Antagonisten in Tabelle 1 festgelegten Hochstwerte iiberschreiten und 2) wenn
mindestens zwei Zielgewebe marginal nicht signifikant sind (d. h. p-Werte zwischen
0,05 und 0,10).

Tabelle 1: Maximal zuldssige VK fiir akzessorische Zielgewebe des Reproduktionstrakts im Modell mit
kastrierten Tieren laut OECD-Validierungsstudien’

Gewebe Antiandrogene Wirkungen Androgene Wirkungen
Samenbldschen 40 % 40 %
Ventrale Prostata 40 % 45 %
LABC 20 % 30 %
Cowpersche Driisen 35 % 55 %
Glans penis 17 % 22 %

VERFAHREN
Konformitit mit Vorschriften und Eignungspriifung des Priiflaboratoriums

27. Anders als bei dem Uterotrophie-Test (Kapitel B.54 dieses Anhangs) ist ein Nachweis
der Laborkompetenz vor Studienbeginn beim Hershberger-Test nicht notwendig, weil
gleichzeitige Positivkontrollen (mit Testosteronpropionat und Flutamid) und
Negativkontrollen integraler Bestandteil der Priifung sind.

' Der Schwellenwert des Variationskoeffizienten fiir ein gegebenes Gewebe wurde anhand einer (fortlaufend vom
kleinsten zum groBten Wert aufgebauten) VK-Kurve ermittelt, in der alle Durchschnittswerte aller Versuche der
Validierungspriifung unter Verwendung eines spezifischen Modells (Agonisten oder Antagonisten) enthalten waren.
Der VK-Schwellenwert wurde vom ,,Bruchpunkt® abgeleitet, also dem Punkt, ab dem die Abstinde zu den
nichsthoheren VK in der Reihe erheblich grofer sind als zu den vorhergehenden VK. Es ist anzumerken, dass mit
dieser Analyse zwar relativ zuverldssige ,,Bruchpunkte* fiir das antagonistische Priifmodell ermittelt werden
konnten, dass die VK-Kurven fiir die Priifung auf Agonisten allerdings einen einheitlicheren Anstieg zeigten, was
dazu fiihrte, dass die Festlegung eines Schwellen-VK mittels dieser Methode in gewisser Weise willkiirlich erfolgte.
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Zahl und Zustand der Versuchstiere

28.

Die Behandlungs- und Kontrollgruppen bestehen jeweils aus mindestens sechs Tieren.
Dies gilt sowohl fiir den Priifplan zur Untersuchung androgener Wirkungen als auch fiir
den zur Untersuchung antiandrogener Wirkungen.

Kastration

29.

Den Tieren sollte nach ihrer Ankunft mehrere Tage Zeit gegeben werden, sich zu
akklimatisieren, um sicherzugehen, dass sie gesund sind und gut gedeihen. Da Tiere, die
vor dem 42. Lebenstag bzw. dem postnatalen Tag 42 (PND 42) kastriert werden,
gegebenenfalls noch keine Praputialseparation zeigen, sollte die Kastration frithestens am
PND 42 durchgefiihrt werden, nicht vorher. Die Tiere werden unter Narkose durch
Aufschneiden des Skrotums und Entfernung beider Hoden und Nebenhoden kastriert; die
Blutgefdle und Samenleiter werden ligiert. Wenn sichergestellt ist, dass keine Blutung
besteht, sollte das Skrotum verndht oder mit chirurgischen Klammern geschlossen
werden. In den ersten Tagen nach dem Eingriff sollten die Tiere Analgetika erhalten, um
die postoperativen Beschwerden zu lindern. Wenn bereits kastrierte Tiere von einem
Versuchstieranbieter erworben werden, sind Alter und Stadium der Geschlechtsreife vom
Anbieter zu bescheinigen.

Akklimatisierung nach der Kastration

30. Die Anpassung der Tiere an die Laborbedingungen sollte nach der Kastration mindestens

sieben Tage lang fortgesetzt werden, damit sich das Gewicht der Zielorgane
zuriickbilden kann. Die Tiere sollten tdglich beobachtet werden, und Tiere, die
Anzeichen fiir eine Krankheit oder physische Abnormititen zeigen, sind aus der Studie
zu nehmen. Mit der Behandlung bzw. der ersten Dosisgabe (der Studie) kann somit
zwischen PND 49 (friihester Termin) und PND 60 (spétester Termin) begonnen werden.
Die Nekropsie sollte spitestens am Tag PND 70 durchgefiihrt werden. Diese Flexibilitét
lasst den Laboratorien geniigend Raum fiir eine effiziente Versuchsplanung.

Korpergewicht und Randomisierung der Gruppen

31.

32.

Unterschiede beim individuellen Korpergewicht tragen zu Schwankungen der
Gewebegewichte bei, und zwar sowohl innerhalb der Tiergruppen als auch zwischen den
Gruppen. Verstiarkte Gewebegewichtsschwankungen filhren zu einem hoéheren
Variationskoeffizienten (VK) und verringern die  (manchmal auch als
Testempfindlichkeit bezeichnete) Teststiarke der Priifung. Daher sollten Schwankungen
des Korpergewichts sowohl experimentell als auch statistisch begrenzt werden.

Auf experimenteller Ebene sollte angestrebt werden, die Schwankungen der
Korpergewichte sowohl innerhalb der Priifgruppen als auch zwischen ihnen zu
verringern. Erstens ist die Verwendung ungewohnlich kleiner oder grofBer Tiere zu
vermeiden. Diese sollten nicht in die Studienkohorte aufgenommen werden. Zu Beginn
der Studie sollte das Gewicht der Versuchstiere nicht um mehr als +20 % des
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33.

Durchschnittsgewichts schwanken (z. B. 175 g + 35 g bei kastrierten, peripubertiren
Ratten). Zweitens sollten die Tiere durch randomisierte Gewichtsverteilung den
Kontroll- und Behandlungsgruppen zugewiesen werden, so dass das durchschnittliche
Korpergewicht der einzelnen Gruppen sich statistisch nicht von dem der anderen
Gruppen unterscheidet. Das angewendete Block-Randomisierungsverfahren ist zu
protokollieren.

Da Toxizitdt zu einer Abnahme des Korpergewichts bei den Behandlungsgruppen im
Vergleich zur Kontrollgruppe fiihren kann, konnte statt des Korpergewichts bei
Nekropsie das Korpergewicht am ersten Verabreichungstag der Priifsubstanz als
statistische Kovariate herangezogen werden.

Dosierung

34. Um festzustellen, ob eine Priifsubstanz in vivo eine androgene Wirkung entfalten kann,

35.

sind normalerweise zwei Dosisgruppen mit Priifsubstanz plus positive Kontrollgruppe
und Vehikelkontrollgruppe (negative Kontrollgruppe) (siche Nummer 43) ausreichend,
weshalb dieser Versuchsanordnung aus Tierschutzgriinden der Vorrang eingerdumt
werden sollte. Wenn der Zweck des Versuchs entweder die Erstellung einer Dosis-
Wirkungs-Kurve oder die Umrechnung auf niedrigere Dosen ist, sind mindestens drei
Dosisgruppen erforderlich. Wenn Informationen gewonnen werden sollen, die iiber das
Vorhandensein einer androgenen Wirkung hinausgehen (wie zum Beispiel eine
Einschitzung der Wirkstirke), sollte ein anderer Dosierungsplan in Betracht gezogen
werden. Bei einem Test auf antiandrogene Eigenschaften wird die Priifsubstanz
zusammen mit einem Referenz-Androgenagonisten verabreicht. Es sind mindestens drei
Priifgruppen mit verschiedenen Dosen der Priifsubstanz sowie eine positive und eine
negative Kontrollgruppe (vgl. Nummer 44) zu verwenden. Abgesehen von der
Behandlung mit der Priifsubstanz sollten die Tiere der Kontrollgruppe genauso behandelt
werden wie die Tiere in den Priifgruppen. Wird die Priifsubstanz mit einem Vehikel
verabreicht, erhdlt die Kontrollgruppe das Vehikel im hochsten bei den Priifgruppen
verwendeten Volumen.

Bei der Wahl der Dosisstufen sind sémtliche fiir die Priifsubstanz oder verwandte Stoffe
vorliegenden Daten zur Toxizitdt und (Toxiko-)Kinetik zu beriicksichtigen. Bei der
Festlegung der hochsten Dosisstufe sollten erstens der LDsp-Wert und/oder Angaben zu
einer akuten Toxizitdt beriicksichtigt werden, um den Tod oder starkes Leiden und
Qualen der Tiere zu vermeiden (17)(18)(19)(20), und zweitens sind Daten zu Priifungen
auf subchronische und chronische Toxizitdt heranzuziehen. Im Allgemeinen sollte die
hochste Dosis nicht zu einer Verringerung des finalen Kdorpergewichts der Tiere um
mehr als 10% im Vergleich zur Kontrollgruppe fiihren. Die hochste Dosis sollte
entweder 1) die hochste Dosis sein, bei der die Tiere auf jeden Fall iiberleben und nach
Verabreichung an zehn aufeinanderfolgenden Tagen von bis zu 1000 mg pro kg und Tag
(Hochstdosis) (vgl. Nummer 36) keine signifikanten Toxizitdts- oder Leidenszeichen
aufweisen, oder 2) eine Dosis, die (anti-)androgene Wirkungen hervorruft, je nachdem,
welche der beiden Dosen niedriger ist. Fiir Screeningzwecke sind grof3e Intervalle, z. B.
eine halbe logarithmische Einheit (entsprechend einer Dosissteigerung um den Faktor
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3,2) oder sogar eine volle logarithmische Einheit zwischen den Dosierungen akzeptabel.
Liegen keine geeigneten Daten vor, kann unterstiitzend eine Dosisfindungsstudie (siehe
Nummer 37) zur Bestimmung der zu verwendenden Dosen durchgefiihrt werden.

Grenzdosisstufe

36. Treten bei der Grenzdosis von 1000 mg pro kg Korpergewicht und Tag und bei einer

niedrigeren Dosis unter Anwendung der fiir diese Studie beschriebenen Verfahren keine
statistisch signifikanten Anderungen bei den Gewichten der Reproduktionsorgane auf, so
kann auf zusitzliche Dosisstufen gegebenenfalls verzichtet werden. Vom Konzept der
Grenzdosis ist nur dann abzuweichen, wenn die Daten zur menschlichen Exposition
darauf hindeuten, dass eine hohere Dosisstufe notwendig ist.

Ausfiihrungen zur Dosisfindung

37.

Sofern erforderlich konnen die geeigneten Dosisgruppen in einer Dosisfindungsstudie
mit wenigen Tieren ausgewdhlt [unter Anwendung der Methoden fiir die Priifung auf
akute Toxizitdt (Kapitel B.1 bis und B.1 tris des vorliegenden Anhangs (27), OECD
TG 425 (19))]. Das Ziel beim Hershberger-Test ist die Auswahl von Dosen, bei denen
die Tiere auf jeden Fall {iberleben und nach zehn aufeinanderfolgenden Tagen mit einer
Chemikaliengabe von maximal 1000 mg pro Kilogramm und Tag (siche Nummern 35
und 36) keine signifikante Toxizitdt oder sonstiges Leiden aufweisen. Fiir eine Definition
der klinischen Toxizitits- oder Leidenszeichen bei den Tieren wird auf das OECD
Guidance Document (17) verwiesen. Sofern es im Rahmen dieser Dosisfindungsstudie
nach zehn Verabreichungstagen praktikabel ist, konnen die Zielgewebe etwa 24 Stunden
nach der letzten Dosisgabe operativ entfernt und gewogen werden. Diese Daten kénnen
dann bei der Dosiswahl fiir die Hauptstudie unterstiitzend herangezogen werden.

Referenzchemikalien und Vehikel

38.

39.

Als Referenzandrogenagonist sollte Testosteronpropionat (TP), CAS Nr. 57-82-5,
dienen. Die TP-Dosierungsmenge kann entweder 0,2 mg pro kg Korpergewicht und Tag
oder 0,4 mg pro kg Korpergewicht und Tag betragen. Als Referenzandrogenantagonist
sollte Flutamid (FT), CAS Nr. 1311-84-7, verwendet werden. Die FT-Dosierungsmenge
sollte 3 mg pro kg Korpergewicht und Tag betragen, und FT sollte gleichzeitig mit der
TP-Dosierung verabreicht werden.

Als Erstes sollte moglichst immer die Verwendung einer wiéssrigen Losung/Suspension
in Erwédgung gezogen werden. Da aber viele Androgenliganden beziehungsweise ihre
metabolischen Vorldufern eher hydrophob sind, ist der géngigste Ansatz die Verwendung
einer Losung/Suspension auf Olbasis (z. B. Mais-, Erdnuss-, Sesam- oder Olivendl). Die
Priifsubstanzen konnen in einer sehr kleinen Menge 95 %igem Ethanol oder anderen
geeigneten Losungsmitteln gelost und im  Priifvehikel auf ihre endgiiltigen
Arbeitskonzentrationen  verdiinnt werden. Die toxischen FEigenschaften des
Losungsmittels sollten bekannt sein und in einer separaten Kontrollgruppe, in der nur das
Losungsmittel gepriift wird, getestet werden. Wenn die Priifsubstanz als stabil erachtet
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wird, kann der Losungsvorgang durch schonende Erwidrmung und kréftige mechanische
Einwirkung unterstiitzt werden. Die Stabilitit der Priifsubstanz im Vehikel sollte
bestimmt werden. Ist die Priifsubstanz fiir die Dauer der Studie stabil, kann eine Start-
Aliquote ~ der  Substanz  vorbereitet = werden und die  spezifizierten
Dosierungsverdiinnungen kdnnen téglich zubereitet werden, wobei darauf zu achten ist,
dass die Proben nicht verunreinigt werden.

Verabreichung der Dosen

40.

41.

42.

TP sollte durch subkutane Injektion verabreicht werden, FT {iber eine Schlundsonde.

Die Priifsubstanz wird oral per Schlundsonde oder durch subkutane Injektion verabreicht.
Bei der Wahl des Verabreichungswegs sind Tierschutzaspekte und die physikalisch-
chemischen Eigenschaften der Priifsubstanz zu beriicksichtigen. Zusitzlich sind
toxikologische Aspekte wie die Art der Humanexposition gegeniiber der Chemikalie
(z. B. Schlundsonde, um eine Aufnahme mit der Nahrung zu simulieren; subkutane
Injektion, um Einatmen oder Aufnahme iiber die Haut am Modell zu testen) und die in
der Fachliteratur genannten toxikologischen Angaben und Daten zu Verstoffwechselung
und Kinetik (z. B. die Notwendigkeit, eine First-pass-Metabolisierung zu vermeiden;
bessere Effizienz iiber einen bestimmten Verabreichungsweg) in die Planung mit
einzubeziehen, bevor umfassende Langzeitpriifungen durchgefiihrt werden, wenn durch
Injektion positive Ergebnisse erzielt werden.

Die Tiere sollten die Dosierung an zehn aufeinanderfolgenden Tagen jeweils auf die
gleiche Art und Weise, in der gleichen zeitlichen Abfolge und im Abstand von jeweils
etwa 24 Stunden erhalten. Die Dosierungsstufe ist téglich auf der Grundlage des
ebenfalls tiglich bestimmten Kdrpergewichts anzupassen. Fiir jeden Expositionstag sind
Dosisvolumen und Verabreichungszeit zu notieren. Es ist sorgféltig darauf zu achten,
dass die unter Nummer 35 genannte Hochstdosis nicht tiberschritten wird, weil die
Interpretation der Daten sonst nicht aussagekriftig ist. Vor diesem Hintergrund sind ein
verringertes Korpergewicht, klinische Anzeichen und andere Befunde sorgfiltig zu
prifen. Wird die Priifsubstanz iiber eine Sonde verabreicht, sollte eine Schlundsonde
oder eine geeignete Intubationskaniile verwendet werden. Das maximale
Fliissigkeitsvolumen, das jeweils verabreicht werden kann, hingt von der GrofBe des
Versuchstiers ab. Es sind die ortlichen Tierschutzrichtlinien zu befolgen, das Volumen
sollte jedoch 5 ml pro kg Korpergewicht nicht {iberschreiten, auller bei wissrigen
Losungen, von denen 10 ml pro kg Korpergewicht gegeben werden konnen. Die
subkutanen Injektionen sind mittels steriler Nadel (z.B. 23 oder 25 Gauge) und
Tuberkulinspritze dorsal im Bereich der Schulterblitter oder in die Lendenregion zu
applizieren. Die Injektionsstelle kann rasiert werden. Wenn Injektionsfliissigkeit verloren
geht, an der Injektionsstelle auslduft oder unvollstindig verabreicht wird, ist dies zu
protokollieren. Das insgesamt pro Ratte und Tag injizierte Volumen sollte 0,5 ml pro kg
Korpergewicht nicht iiberschreiten.

Spezifische Vorgehensweise fiir Androgenagonisten
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43.

Bei der Priifung auf Androgenagonisten ist die Vehikelkontrollgruppe die negative
Kontrollgruppe und die mit TP behandelte Gruppe die positive Kontrollgruppe. Fiir die
Untersuchung auf biologische Abléufe, die der Wirkung von Androgenagonisten
entsprechen, werden den Behandlungsgruppen an zehn aufeinanderfolgenden Tagen
ausgewdhlte Dosen einer Priifsubstanz verabreicht wird. Die Gewichte der fiinf
akzessorischen Gewebe des Reproduktionstrakts der Tiere der Priifgruppen werden mit
denen der Vehikelgruppe verglichen, um zu untersuchen, ob statistisch signifikante
Gewichtserhohungen feststellbar sind.

Spezifische Vorgehensweise fiir Androgenantagonisten und Sa-Reduktaseinhibitoren

44,

Bei der Priifung auf Androgenantagonisten und 5o-Reduktaseinhibitoren ist die mit TP
behandelte Gruppe die negative Kontrollgruppe und die Gruppe, die gleichzeitig
Referenzdosen von TP und FT erhilt, ist die positive Kontrollgruppe. Fiir die
Untersuchung auf biologische Abldufe, die der Wirkung von Androgenantagonisten und
Sa-Reduktaseinhibitoren entsprechen, werden den Behandlungsgruppen an zehn
aufeinanderfolgenden Tagen ausgewihlte Dosen einer TP-Referenzdosis und einer
Priifsubstanz verabreicht. Die Gewichte der fiinf akzessorischen Gewebe des
Reproduktionstrakts der Tiere der Priifgruppen, die TP plus die Priifsubstanz erhalten
haben, werden mit denen der Referenzgruppe verglichen, die nur TP erhalten hat, um zu
untersuchen, ob statistisch signifikante Gewichtsverringerungen feststellbar sind.

BEOBACHTUNGEN

Klinische Beobachtungen

45.

46.

Allgemeine klinische Beobachtungen sollten mindestens einmal téglich durchgefiihrt
werden, bei Anzeichen fiir Toxizitdt hdufiger. Die Beobachtungen sind moglichst immer
zur selben Tageszeit/zu denselben Tageszeiten und unter Beriicksichtigung des
Zeitraums nach der Verabreichung, in dem voraussichtlich die Wirkungsgipfel zu
erwarten sind, durchzufiithren. Alle Tiere sind auf Anzeichen von Mortalitdt, Morbiditét
und allgemeine klinische Zeichen wie Verhaltensinderungen, Anderungen an Haut, Fell,
Augen und Schleimhduten, Sekrete und Exkrete sowie autonome Kdorperfunktionen (z. B.
Tranensekretion, Piloerektion, Pupillengrole, ungewohnliche Atemmuster) zu
beobachten.

Tot aufgefundene Tiere sind zu entfernen und ohne weitere Datenanalyse zu beseitigen.
Vor der Nekropsie verendete Tiere sind mit den offenkundigen Todesursachen zu
protokollieren. Moribunde Tiere sind auf humane Weise zu téten. Vor der Nekropsie in
moribundem Zustand aufgefundene und anschlieBend getdtete Tiere sind mit den
offenkundigen Krankheitsursachen zu protokollieren.

Korpergewicht und Futteraufnahme

47.

Alle Tiere sind tédglich auf 0,1 g genau zu wiegen, wobei unmittelbar vor
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Behandlungsbeginn, also wenn die Tiere den Gruppen zugeteilt werden, mit dem Wiegen
zu beginnen ist. Optional kann die aufgenommene Futtermenge wihrend des
Behandlungszeitraums pro Kéfig durch Wiegen der Futterspender bestimmt werden. Die
Daten zur Futteraufnahme sind in Gramm pro Ratte und Tag auszudriicken.

Sektion und Bestimmung der Gewebe- und Organgewichte

48.

49.

50.

51.

Die Ratten sollten etwa 24 Stunden nach der letzten Priifsubstanzgabe nach der iiblichen
Vorgehensweise des durchfiihrenden Labors getdtet und ausgeblutet und anschlieSend
seziert werden. Die humane Tétungsmethode ist im Laborbericht zu protokollieren.

Idealerweise werden die Nekropsien iiber die Gruppen hinweg randomisiert
durchgefiihrt, um ein unmittelbares Abarbeiten der Dosisgruppen nach oben oder unten
zu vermeiden, da dies die Daten geringfiigig beeinflussen konnte. Alle
Nekropsiebefunde, d.h. pathologische Verdnderungen/sichtbare Lisionen, sind zu
notieren und zu protokollieren.

Die fiinf androgenabhédngigen Gewebe (VP, SB, LABC, COW, GP) sind zu wiegen.
Diese Gewebe sollten herausgeschnitten, sorgfiltig von iiberschiissigem anhaftendem
Gewebe und Fett befreit und ihr frisches (unfixiertes) Gewicht einzeln bestimmt werden.
Jedes Gewebe ist mit besonderer Umsicht zu behandeln, um Fliissigkeitsverluste zu
vermeiden und so ein Austrocknen zu verhindern, da dies zu niedrigeren Gewichten und
damit zu signifikanten Fehlern und Schwankungen der dokumentierten Werte fiihren
kann. Bestimmte Gewebe konnen sehr klein oder schwierig zu sezieren sein, was
zwangsldufig zu Schwankungen fiihrt. Daher sollte die Sektion der akzessorischen
Gewebe des Reproduktionstrakts unbedingt von Personen durchgefithrt werden, die mit
den  Standard-Sektionsverfahren fiir diese Gewebe vertraut sind. FEine
Standardarbeitsanweisung (SOP) fiir Sektionen ist in Form eines Handbuchs bei der
OECD erhiltlich (21). Mit einer griindlichen Schulung nach diesem SOP-Handbuch lésst
sich diese potenzielle Schwankungsquelle der Studie minimieren. Um eine
unterschiedliche Aufbereitung der Gewebe zu vermeiden, sollte eine bestimmte
Gewebeart immer von demselben Prosektor bearbeitet werden. Ist dies nicht moglich,
sollte die Nekropsie so geplant werden, dass jeder Prosektor bei allen
Behandlungsgruppen ein bestimmtes Gewebe seziert, und nicht so, dass eine Person alle
Gewebe einer Kontrollgruppe seziert, wihrend eine andere Person fiir die Gewebe der
behandelten Gruppen zustindig ist. Jedes akzessorische Gewebe des Reproduktionstrakts
ist ohne vorheriges Blotten auf 0,1 mg genau zu wiegen, und das Gewicht ist fiir jedes
Tier einzeln zu dokumentieren.

Bestimmte Gewebe konnen sehr klein oder schwierig zu sezieren sein, was zwangsldufig
zu  Schwankungen fiihrt. Frithere Arbeiten haben einen Bereich von
Variationskoeffizienten (VK) ergeben, der anscheinend je nach Befdhigung des Labors
unterschiedlich ist. In einigen wenigen Fillen wurden groe Unterschiede bei absoluten
Gewebegewichten, zum Beispiel der VP und der COW, innerhalb ein und desselben
Labors beobachtet.
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52.

53.

54.

Optional konnen die Gewichte von Leber, paarigen Nieren und paarigen Nebennieren
bestimmt werden. Auch hier sind die Gewebe von anhaftendem Bindegewebe und Fett
zu befreien. Die Leber ist zu wiegen und der Messwert auf 0,1 g genau zu
dokumentieren; die paarigen Nieren und paarigen Nebennieren sind jeweils zu wiegen
und die Messwerte auf 0,1 mg genau zu dokumentieren. Leber, Nieren und Nebennieren
werden nicht nur durch Androgene beeinflusst, sie liefern auch niitzliche Hinweise auf
systemische Toxizitét.

Eine Bestimmung des Iuteinisierenden Hormons (LH), des follikelstimulierenden
Hormons (FSH) und des Testosterons (T) im Serum ist optional. Mithilfe der T-Spiegel
im Serum kann bestimmt werden, ob die Priifsubstanz eine Metabolisierung des
Testosterons durch die Leber induziert, was zu niedrigeren Serumspiegeln fiihrt. Ohne
die T-Daten kann ein solcher Effekt auf einen antiandrogenen Mechanismus
zuriickzufiihren sein. Die LH-Spiegel liefern Informationen dariiber, ob ein Antiandrogen
nicht nur in der Lage ist, Organgewichte zu verringern, sondern auch die
hypothalamisch-hypophysdre Funktion zu beeinflussen, was in Langzeitstudien zu
Hodentumoren fithren kann. FSH ist ein wichtiges Hormon fiir die Spermatogenese.
Bestimmungen von T4 und T3 im Serum sind ebenfalls optionale Messungen, die
niitzliche Zusatzhinweise liber die Fiahigkeit zur Stérung der Schilddriisenhormon-
Homdostase liefern konnen. Wenn Hormonwerte bestimmt werden sollen, ist den Ratten
vor der Nekropsie unter Narkose per Herzpunktion Blut zu entnehmen, wobei bei der
Wahl der Narkosemethode darauf zu achten ist, dass sie die Hormonmessung nicht
beeinflusst. Die Methode der Serumgewinnung, die Herkunft von Kits fiir
Radioimmunassays (RIA) oder andere Messverfahren, die Analyseverfahren und die
Ergebnisse sind zu dokumentieren. Die Serumspiegel von LH und T sind als ng/ml
Serum zu dokumentieren.

Die nachstehend beschriebene Sektion der Gewebe basiert auf einem ausfiihrlichen
Sektionsleitfaden mit Fotos, der im Rahmen des Validierungsprogramms als zusitzliches
Informationsmaterial veroffentlicht wurde (21). Dariiber hinaus ist ein Video zur Sektion
iber die Website der koreanischen Nahrungs- und Arzneimittelbehorde erhiltlich (22).

- Bei dem mit der ventralen Seite nach oben gelagerten Tier wird bestimmt, ob sich das

Praputium des Penis von der Glans penis getrennt hat. Wenn das der Fall ist, wird das
Praputium zuriickgeschoben und die Glans penis entfernt, auf 0,1 mg genau gewogen
und das Gewicht aufgezeichnet.

- Die abdominale Haut und Bauchwand werden erdffnet und die Eingeweide freigelegt.

Wenn die optionalen Organe gewogen werden sollen, ist die Leber zu entnehmen und
auf 0,1 g genau zu wiegen; Magen und Eingeweide sind zu entnehmen, dann sind die
paarigen Nieren und die paarigen Nebennieren zu entnehmen und auf 0,1 mg genau
zu wiegen. Nach diesen Sektionsschritten ist die Blase freigelegt und die Sektion der
akzessorischen ménnlichen Zielgewebe beginnt.

- Fiir die Sektion der VP ist die Blase durch Schneiden des Bindegewebes entlang der
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Mittellinie von der ventralen Muskelschicht zu trennen. Die Blase ist nach anterior in
Richtung der Samenbldschen (SB) zu verlagern, so dass der linke und der rechte
Lappen der ventralen Prostata (die von einer Fettschicht bedeckt sind) freigelegt
werden. Das Fett wird vorsichtig vom rechten und linken Lappen der VP gelost. Der
rechte Lappen der VP wird vorsichtig von der Harnréhre weggelagert und von der
Harnrohre abgetrennt. Wihrend der rechte Lappen der VP noch gehalten wird, wird
vorsichtig der linke Lappen der VP von der Harnrohre weggelagert und abgeschnitten;
das Gewicht wird auf 0,1 mg genau bestimmt und dokumentiert.

- Um Samenblédschen und Koagulationsdriise (SBKD) zu sezieren, wird die Blase nach
kaudal verlagert und so der Samenleiter sowie der rechte und linke Lappen der
Samenblédschen plus Koagulationsdriisen freigelegt. Um Fliissigkeitsverluste zu
vermeiden, ist an der Basis der SBKD, an der Stelle, an der der Samenleiter auf die
Harnréhre trifft, eine GefaBklemme zu befestigen. Die SBKD sind vorsichtig
abzuschneiden, und Fett und Adnexe sind bei noch befestigter Gefaflklemme
abzuschaben und in ein tariertes Wégeschiffchen zu legen. Anschlieend wird die
GefaBklemme abgenommen, das Gewicht auf 0,1 mg genau bestimmt und das
Ergebnis dokumentiert.

- Um den Komplex Musculus levator ani und bulbospongiosus (LABC) zu sezieren,
werden die Muskeln und die Penisbasis freigelegt. Die LA-Muskeln umschlingen das
Kolon, wéhrend die anterioren LA- und BC-Muskeln mit dem Bulbus penis
verbunden sind. Die Haut und Adnexe der Perianalregion, die sich von der Penisbasis
zum anterioren Ende des Anus erstreckt, werden entfernt. Die BC-Muskeln werden
nach und nach vom Bulbus penis und den Geweben freigelegt. Das Kolon wird
durchgeschnitten, dann konnen die vollstindigen LABC-Muskeln seziert und
entnommen werden. Die LABC-Muskeln sind von Fett und Adnexen zu befreien, auf
0,1 mg genau zu wiegen, und die Ergebnisse sind festzuhalten.

- Nach Entfernung der LABC-Muskeln sind die runden Cowperschen oder
Bulbourethraldriisen (COW) an der Basis und leicht dorsal des Bulbus penis sichtbar.
Sie sind vorsichtig zu sezieren, um eine Beschddigung der diinnen Kapsel und damit
einen Fliissigkeitsverlust zu vermeiden. Die paarigen COW sind auf 0,1 mg genau zu
wiegen, und das Ergebnis ist festzuhalten.

- Wenn wéhrend der Nekropsie bzw. des Sezierens Fliissigkeitsverluste aus einer Driise
auftreten, sind diese ebenfalls zu dokumentieren.

55. Wenn zur Beurteilung der einzelnen Chemikalien mehr Tiere seziert werden miissen, als
pro Tag angemessen wire, kann der Studienbeginn auf zwei aufeinanderfolgende Tage
verteilt werden, so dass sowohl die Nekropsie als auch die damit zusammenhéngenden
Arbeiten auf zwei Tage verteilt werden. Bei einer derart gestaffelten Vorgehensweise ist
pro Tag jeweils die Hilfte der Tiere pro Behandlungsgruppe zu verwenden.

56. Die Tierkorper sind nach der Nekropsie auf geeignete Weise zu entsorgen.

BERICHTERSTATTUNG
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Daten

57.

58.

Pri

Die Daten sind einzeln zu protokollieren (d.h. Korpergewicht, Gewichte der
akzessorischen Gewebe des Reproduktionstrakts, optionale Messungen sowie andere
Wirkungen und Beobachtungen) und fiir jede Tiergruppe (Durchschnittswerte und
Standardabweichungen aller Messungen) zu dokumentieren. Die Daten sind in
tabellarischer Form zusammenzufassen. Aus den Daten muss Folgendes hervorgehen:
Anzahl der Tiere zu Beginn der Priifung, Anzahl der Tiere, die wahrend der Priifung tot
aufgefunden werden oder die Toxizitdtszeichen aufweisen, und eine Beschreibung der
beobachteten Toxizititszeichen einschlieBlich Zeitpunkt des Einsetzens, Dauer und
Schweregrad.

Der Abschlussbericht sollte Folgendes enthalten:

feinrichtung

- Name und Ort der Einrichtung

- Priifungsleiter und anderes Personal sowie Zustdndigkeiten wéhrend der Priifung

- Beginn und Ende der Priifung, d. h. Datum der ersten Verabreichung der Priifsubstanz

Pru

und Datum der letzten Nekropsie

fsubstanz

- Herkunft, Los-/Chargennummer, Identitit, Reinheit, vollstindige Anschrift des

Lieferanten und Eigenschaften der Priifsubstanz(en)

- physikalische Beschaffenheit und, sofern zutreffend, physikalisch-chemische

Eigenschaften

- Lagerungsbedingungen und Methode und Haufigkeit der Verdiinnungszubereitung

- etwaige Daten iiber die Stabilitét

- etwaige Analysen der Dosierungslosungen/Suspensionen

Veh

ikel
Beschreibung des Vehikels (Art, Lieferant und Chargennr.)
Begriindung der Wahl des Vehikels (sofern anders als Wasser)

Versuchstiere und Tierhaltungsverfahren

Tierart und -stamm und Begriindung der getroffenen Wahl

Herkunft oder Lieferant der Versuchstiere mit vollstindiger Anschrift
Anzahl und Alter der gelieferten Tiere

Haltungsbedingungen (Temperatur, Beleuchtung usw.)

Futter (Bezeichnung, Art, Lieferant, Chargennr., Inhalt und, sofern bekannt,
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Phytodstrogengehalte)
Einstreu (Bezeichnung, Art, Lieferant, Inhalt)
Kafighaltungsbedingungen und Anzahl der Tiere pro Kifig

Prufbedingungen

Alter bei Kastration und Dauer der Akklimatisierung nach Kastration
Gewicht der einzelnen Tiere bei Priifungsbeginn (auf 0,1 g genau)

Randomisierungsverfahren und  Protokoll ~der Zuteilung zu  Vehikel-,
Referenzchemikalien- und Priifsubstanzgruppen und Kéfigen

Durchschnittswerte und Standardabweichungen der Korpergewichte der einzelnen
Gruppen pro Wégetag wihrend der Priifung

Begriindung der Dosiswahl

Art und Weise der Verabreichung der Priifsubstanz und Begriindung des gewdhlten
Expositionswegs

Falls es sich um eine Priifung auf antiandrogene Wirkungen handelt, die Behandlung
mit TP (Dosis und Volumen)

Behandlung mit der Priifsubstanz (Dosis und Volumen)
Zeitpunkt der Dosierung
Nekropsieverfahren einschlieSlich Angaben zu Entblutung und Narkosemitteln

Wenn Serumanalysen durchgefiihrt werden, sind Angaben zum Analyseverfahren zu
machen. Wenn zum Beispiel RIA angewendet wird, sind das RIA-Verfahren, die
Herkunft der RIA-Kits, die Ablaufdaten der Kits, das Szintillationszahlungsverfahren
und das Standardisierungsverfahren zu protokollieren.

Ergebnisse

tiagliche Beobachtungen fiir jedes Tier wahrend der Dosierung einschlief3lich:

- Korpergewicht (auf 0,1 g genau)

- klinische Zeichen (falls vorhanden)

- etwaige Messungen oder Aufzeichnungen zur Nahrungsaufnahme
Nekropsiebefunde fiir jedes Tier einschlieBlich:

- Datum der Nekropsie

- Behandlungsgruppe

- Kennziffer des Tiers

- Prosektor

- Uhrzeit der Nekropsie/Sektion
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_ Alter des Tiers

- finales Korpergewicht bei Nekropsie, wobei etwaige statistisch signifikante
Erhohungen oder Verringerungen zu vermerken sind

- Reihenfolge des Entblutens und Sezierens der einzelnen Tiere bei der
Nekropsie

- Gewichte der flinf androgenabhéngigen Zielgewebe:
-ventrale Prostata (auf 0,1 mg genau)

-Samenbldschen plus Koagulationsdriisen einschlieBlich Fliissigkeit
(paarig, auf 0,1 mg genau)

-Muskelkomplex Levator ani/bulbospongiosus (auf 0,1 mg genau)
- Cowpersche Driisen (Frischgewicht — paarig, auf 0,1 mg genau)
- Glans penis (Frischgewicht, auf 0,1 mg genau)

- Gewichte der optionalen Gewebe, falls bestimmt:
-Leber (auf 0,1 g genau)
~Niere (paarig, auf 0,1 mg genau)
-Nebenniere (paarig, auf 0,1 mg genau)

- Allgemeine Bemerkungen und Kommentare

- Analyse von Serumhormonen, falls bestimmt
- - Serum-LH (optional — ng pro ml Serum) und
_ - Serum-T (optional — ng pro ml Serum)

- Allgemeine Bemerkungen und Kommentare
Datenzusammenfassung

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen, und zwar mit Stichprobengrof3e
fiir jede Gruppe, Mittelwert und Standardfehler des Mittelwerts oder Standardabweichung.
Ebenfalls in tabellarischer Form aufgefiihrt sein miissen die Korpergewichte bei Nekropsie,
Korpergewichtsdnderungen ab  Dosierungsbeginn  bis  Nekropsie, Gewichte der
akzessorischen Zielgewebe des Reproduktionstrakts und optional bestimmte Organgewichte.

Diskussion der Ergebnisse
Analyse der Ergebnisse

59. Das Korpergewicht und das Gewicht der einzelnen Organe bei Nekropsie sind statistisch
auf Parameter wie die Varianzhomogenitit mit entsprechender bedarfsgerechter
Datentransformation zu analysieren. Die Behandlungsgruppen sind anhand einer
Varianzanalyse oder &hnlicher Analysetechniken mit einer Kontrollgruppe zu
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60.

61.

62.

vergleichen, gefolgt von paarweisen Vergleichen (z. B. dem einseitigen Test nach
Dunnett) und dem Kriterium der statistischen Differenz, z. B. p < 0,05. Es ist zu
ermitteln, welche Gruppen eine statistische Signifikanz aufweisen. ,Relative
Organgewichte* sind jedoch aufgrund der dieser Datenbearbeitung zugrunde liegenden
ungiiltigen statistischen Hypothesen zu vermeiden.

Bei der Priifung auf Androgenagonismus sollte die Priifgruppe, die nur das Vehikel
erhilt, die Kontrollgruppe sein. Die Parameter der Wirkungsweise einer Priifsubstanz
konnen bei den Zielgeweben zu unterschiedlichen relativen Reaktionen fiithren; so kann
z. B. Trenbolon, das nicht durch die 5a-Reduktase umgewandelt werden kann, eine
starkere Wirkung auf den LABC-Komplex und die GP haben als TP. Eine statistisch
signifikante ~ Gewichtserhohung (p <0,05) bei mindestens zwei der fiinf
androgenabhéngigen Zielgewebe (VP, LABC, GP, KD und SBKD) ist als positives
Ergebnis im Sinne einer Wirkung als Androgenagonist zu werten; ferner sollte bei allen
Zielgeweben ein gewisses erhohtes Wachstum zu beobachten sein. Eine kombinierte
Beurteilung der Reaktionen aller akzessorischen Gewebe des Reproduktionstrakts kann
mittels geeigneter multivariater Datenanalysemethoden erfolgen. Dies kann zu besseren
Analyseergebnissen fithren, insbesondere dann, wenn nur bei einem einzigen Gewebe
eine statistisch signifikante Reaktion feststellbar ist.

Bei der Priifung auf Androgenantagonismus sollte die Prifgruppe, die das
Referenzandrogen (also nur Testosteronpropionat) erhilt, die Kontrollgruppe sein. Die
Parameter der Wirkungsweise einer Priifsubstanz konnen bei den Zielgeweben zu
unterschiedlichen relativen Reaktionen fithren; so haben z. B. 5a-Reduktaseinhibitoren
wie Finasterid im Vergleich zu wirksamen AR-Antagonisten wie Flutamid eine starkere
Wirkung auf die ventrale Prostata als auf andere Gewebe. Eine statistisch signifikante
Gewichtsverringerung (p <0,05) bei mindestens zwei der fiinf androgenabhidngigen
Zielgewebe (VP, LABC, GP, KD und SBKD) im Verhéltnis zu der nur mit TP
behandelten Gruppe ist als positives FErgebnis im Sinne einer Wirkung als
Androgenantagonist zu werten; ferner sollte bei allen Zielgeweben eine gewisse
Wachstumsverringerung zu beobachten sein. Eine kombinierte Beurteilung der
Reaktionen aller akzessorischen Gewebe des Reproduktionstrakts kann mittels
geeigneter multivariater Datenanalysemethoden erfolgen. Dies kann zu besseren
Analyseergebnissen fiihren, insbesondere dann, wenn nur bei einem einzigen Gewebe
eine statistisch signifikante Reaktion feststellbar ist.

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen, und zwar mit Mittelwert,
Standardfehler des Mittelwerts (Standardabweichung wire ebenfalls akzeptabel) und
Stichprobengrdfe fiir jede Gruppe. Es sollten auch Tabellen mit Einzeldaten beigefiigt
werden. Die Einzelwerte, Mittelwerte und die Werte fiir Standardfehler
(Standardabweichung) und Variationskoeffizienten fiir die Kontrolldaten sind daraufhin
zu priifen, ob sie die akzeptablen Kriterien fiir die Konsistenz mit erwarteten historischen
Werten erfiillen. Ubersteigen die Variationskoeffizienten (VK) die Werte in Tabelle 1
(vgl. Nummern 25 und 26) fiir die einzelnen Organgewichte, so ist zu priifen, ob Fehler
bei der Datenerfassung oder -eingabe vorliegen oder ob das Labor die Sektion der
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63.

64.

androgenabhédngigen Gewebe noch nicht exakt beherrscht, so dass weitere
SchulungsmafBnahmen/praktische Erfahrung gerechtfertigt sind. Im Allgemeinen sind die
VK (die Standardabweichung geteilt durch das mittlere Organgewicht) von Labor zu
Labor und von Priifung zu Priifung reproduzierbar. Die vorgelegten Daten sollten
mindestens umfassen: ventrale Prostata, Samenbldschen, Musculus levator ani plus
bulbospongiosus, Cowpersche Driisen, Glans penis, Leber und Korpergewichte sowie
Korpergewichtsdnderungen von Dosierungsbeginn bis Nekropsie. Die Daten konnen
auch nach Kovarianzanpassung fiir das Korpergewicht eingereicht werden, doch dies
sollte eine Einreichung der nicht angepassten Daten nicht ersetzen. Zusitzlich sollte die
Praputialseparation, wenn sie bei einer der Gruppen nicht erfolgt ist, bei ihrem Eintreten
erfasst und statistisch anhand des exakten Tests nach Fisher mit der Kontrollgruppe
verglichen werden.

Wenn beim Vergleich der Computerdateneintrage mit den urspriinglichen Datenblattern
Organgewichtswerte auffallen, die nicht biologisch plausibel sind oder um mehr als drei
Standardabweichungen vom Behandlungsgruppendurchschnitt abweichen, sollten diese
sorgfiltig auf ihre Richtigkeit iiberpriift und gegebenenfalls verworfen werden, da es sich
wahrscheinlich um Erfassungsfehler handelt.

Ein Vergleich der Priifungsergebnisse mit den VK-Werten der OECD (siehe Tabelle 1)
ist haufig ein wichtiger Schritt bei der Interpretation der Validitdt der
Priifungsergebnisse. Die historischen Daten der Vehikelkontrollgruppen sollten vom
Labor in dessen Datenbestand eingepflegt werden. Die historischen Daten zur Wirkung
positiver Referenzchemikalien, zum Beispiel TP und FT, sind ebenfalls vom Labor
einzupflegen. Die Laboratorien konnen ferner die Reaktion auf bekannt schwache
Androgenagonisten und -antagonisten in regelmiBigen Abstédnden testen und diese Daten
einpflegen. Diese Daten konnen mit den verfiigbaren OECD-Daten verglichen werden,
um sicherzustellen, dass mit den Methoden des Labors eine ausreichende statistische
Prézision und Aussagekraft erzielt wird.
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Anlage 1

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Androgen (Adj.): Begriff zur Beschreibung einer positiven Wirkung auf das Wachstum
androgenabhéngiger Gewebe.

Antiandrogen (Adj.): die Fahigkeit einer Chemikalie, die Wirkung von TP in einem
Saugetierorganismus zu unterdriicken.

Chemikalie: Ein Stoff oder eine Mischung.

Dosierung: ein allgemeiner Begriff, der die Dosis, ihre H&ufigkeit und die Dauer der
Verabreichung umfasst.

Dosis: die Menge der verabreichten Priifsubstanz. Fiir die Zwecke des Hershberger-Bioassays
wird die Dosis ausgedriickt als Masse der Priifsubstanz je Einheit Korpergewicht des
Versuchstiers pro Tag (z. B. mg pro kg Korpergewicht und Tag).

Empfindlichkeit: die Féhigkeit einer Priifmethode, Chemikalien korrekt anhand derjenigen
Eigenschaft zu erkennen, auf die diese getestet werden.

Moribund (Adj.): Begriff zur Beschreibung des Zustands eines sterbenden, todgeweihten Tiers.
Postnataler Tag X: der x-te Lebenstag nach der Geburt.
Priifsubstanz: jede(r) mittels dieser Priifmethode getestete Stoff bzw. Mischung.

Spezifizitit: die Fihigkeit einer Priifmethode, Chemikalien korrekt anhand des Fehlens
derjenigen Eigenschaft zu erkennen, auf die diese getestet werden.

Tag der Geburt: der postnatale Tag 0.
Validierung: wissenschaftlicher Prozess zur Beschreibung der operationellen Anforderungen und

Grenzen einer Priifmethode und zum Nachweis ihrer Zuverldssigkeit und Eignung fiir einen
bestimmten Zweck.
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ANMERKUNGEN ZUM RAHMENKONZEPT

Anmerkung 1: Ein Einstieg in das Rahmenkonzept und ein Ausstieg sind auf allen Stufen
mdglich und abhingig davon, welche Informationen fiir Gefahren- und Risikobeurteilungszwecke
bendtigt werden.

Anmerkung 2: Bei Stufe 5 sollte der Aspekt der Okotoxikologie Endpunkte beinhalten, die
Hinweise auf schéddliche Wirkmechanismen und eine potenzielle Schidigung der Population
liefern.

Anmerkung 3: Wenn ein multimodales Modell mehrere Assays mit nur einem Endpunkt (Single-
Endpoint-Assays) umfasst, ersetzt dieses Modell die Durchfiihrung der Single-Endpoint-Assays.

Anmerkung 4: Die Bewertung der einzelnen Chemikalien sollte von Fall zu Fall und unter
Beriicksichtigung aller verfiigbaren Daten sowie vor dem Hintergrund des Zwecks der Stufen des
Rahmenkonzepts erfolgen.

Anmerkung 5: Das Rahmenkonzept ist derzeit noch nicht als vollstindig anzusehen. Auf Stufe 3,
4 und 5 beinhaltet es Assays, die entweder schon verfligbar sind oder sich gerade in der
Validierungsphase befinden. Bei Letzteren ist die Aufnahme in das Rahmenkonzept noch
vorldufig. Sobald ihre Entwicklung und Validierung abgeschlossen ist, werden sie offizieller
Bestandteil des Konzepts.

Anmerkung 6: Stufe 5 ist nicht so zu verstehen, dass es sich bei den darin enthaltenen Tests nur
um endgiiltige Priifungen handelt. Die Priifungen dieser Stufe sollen vielmehr einen Beitrag zur
allgemeinen Gefahren- und Risikobewertung leisten.
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B.56 Erweiterte Ein-Generationen-Priifung auf Reproduktionstoxizitit

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 443 (2012). Sie basiert
auf dem Vorschlag des Fachausschusses Agricultural Chemical Safety Assessment
(ACSA) des ILSI Health and Environmental Sciences Institute (HESI) fiir eine in
Bezug die Lebensphase F; erweiterte Ein-Generationen-Priifung auf
Reproduktionstoxizitit (EOGRTS), wie in Cooper et al., 2006 (1) verdftentlicht. Der
Priifplan wurde in einigen Punkten verbessert und prézisiert, um Flexibilitit zu
gewihrleisten und deutlich zu machen, dass auf vorhandenem Wissen aufgebaut
wird, gleichzeitig jedoch Beobachtungen am lebenden Tier genutzt werden, um den
Priifungsablauf zu steuern und zu maBschneidern. Die nachstehende Priifmethode
beschreibt die Verfahrensschritte einer EOGRTS-Priifung im Einzelnen. Sie basiert
auf drei Kohorten von F,-Tieren:

- Kohorte 1: Bewertung reproduktionstoxischer/entwicklungstoxischer Endpunkte;
diese Kohorte kann auf eine F,-Generation erweitert werden.

- Kohorte 2: Bewertung der potenziellen Auswirkung der Exposition gegentiiber
der Priifsubstanz auf das sich entwickelnde Nervensystem.

- Kohorte 3: Bewertung der potenziellen Auswirkung der Exposition gegeniiber
der Priifsubstanz auf das sich entwickelnde Immunsystem.

2. Bei Entscheidungen dariiber, ob auch die zweite Generation bewertet und die
Kohorten fiir Entwicklungsneurotoxizitit und/oder Entwicklungsimmuntoxizitét
ausgelassen werden sollten, sollte vorhandenes Wissen iiber die Priifsubstanz ebenso
berlicksichtigt ~ werden  wie die Bediirfnisse der  verschiedenen
Regulierungsbehorden. Zweck der Priifmethode ist es, die mdglichen
Verfahrenschritte fiir die Bewertung der einzelnen Kohorten im Detail zu
beschreiben.

3. Fir Regulierungsbehorden, die zur Produktion einer zweiten Generation interne
Ausloser (trigger) verwenden, enthilt das OECD Guidance Document Nr. 117 (39)
entsprechende Verfahrensvorschriften.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND ZIELE

4. Hauptziel der EOGRTS-Priifung ist es, bestimmte Lebensphasen zu evaluieren, die
von anderen Arten von Toxizitdtsstudien nicht abgedeckt werden, und nach
etwaigen Wirkungen einer prd- und postnatalen Chemikalienexposition zu suchen.
Zur Bestimmung der reproduktionstoxischen Endpunkte ist vorgesehen, in einem
ersten Schritt - und soweit sie vorliegen - Informationen aus Priifungen auf Toxizitdt
bei wiederholter Verabreichung einer Priifsubstanz (einschlielich Screeningstests
auf Reproduktionstoxizitit, z.B. OECD TG 422 (32)), oder kurzfristige
Screeningtests auf endokrine Disruptoren, (z. B. Uterotropher Bioassay -
Priifmethode B.54 (36); und Hershberger-Test — Priifmethode B.55 (37))
heranzuziehen, um Auswirkungen auf die Fortpflanzungsorgane von maéannlichen
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und weiblichen Tieren festzustellen. Diese konnten bei minnlichen Tieren Daten
tiber die Spermatogenese (Testikular-Histopathologie) und bei weiblichen Tieren
Daten iiber Ostruszyklen, Follikelzahlen/Eizellenreifung und die Integritit der
Eierstocke (Histopathologie) umfassen. AnschlieBend werden durch die EOGRTS-
Priifung die reproduktionstoxischen Endpunkte untersucht, die die Interaktion von
maéannlichen mit weiblichen Tieren, von weiblichen Tieren mit befruchteten Eizellen
(Conceptus) und von weiblichen Tieren mit ihren Nachkommen und der F;-
Generation bis nach der Geschlechtsreife voraussetzen (siche OECD Guidance
Document Nr. 151, das diese Priifmethode (40) unterstiitzt).

5. Der Priifplan ermdglicht die Bewertung der pri- und postnatalen Auswirkungen von
Chemikalien auf die Entwicklung sowie eine detaillierte Bewertung der
systemischen Toxizitdt bei trichtigen und laktierenden weiblichen Tieren sowie
jungen und adulten Nachkommen. Durch ausfiihrliche Untersuchung der wichtigsten
entwicklungstoxischen Endpunkte (wie Lebensfdahigkeit der Nachkommen,
Gesundheit der Neugeborenen, Entwicklungsstand bei der Geburt und korperliche
sowie funktionale Entwicklung bis zum Erwachsenenalter) sollen spezifische
Zielorgane bei den Nachkommen ermittelt werden. Die Priifung liefert und/oder
bestitigt auBerdem Informationen iiber die Auswirkungen einer Priifsubstanz auf die
Integritdt und Leistungsfihigkeit der Fortpflanzungsorgane adulter méinnlicher und
weiblicher Tiere. Es werden speziell - aber nicht ausschlieBlich - die folgenden
Parameter gepriift: Gonadenfunktion, Ostruszyklus, epididymale Spermienreifung,
Paarungsverhalten, Empfiangnis, Trachtigkeit, Geburt und Laktation. AuBlerdem
werden die Erkenntnisse aus den Untersuchungen der Entwicklungsneurotoxizitdt
und Immuntoxizitét potenzielle Wirkungen in diesen Systemen charakterisieren. Die
aus diesen Priifungen gewonnenen Daten diirften die Bestimmung der NOAEL-
Werte (No Observed Adverse Effect Level), der LOAEL-Werte (lowest-observed-
adverse-effect-level) und/oder Benchmark-Dosen fiir die verschiedenen Endpunkte
ermoglichen und/oder sollten zur Charakterisierung der in fritheren Untersuchungen
der Toxizitit bei wiederholter Verabreichung (repeat-dose-studies) festgestellten
Wirkungen verwendet werden und/oder als Richtwerte fiir spitere Tests dienen.

6. Ein Schema des Protokolls ist in Abbildung 1 gegeben. Die Priifsubstanz wird in
abgestuften Dosen kontinuierlich an mehrere Gruppen geschlechtsreifer méannlicher
und weiblicher Versuchstiere verabreicht. Diese Parentalgeneration (P) erhilt die
Dosen vor der Paarung wihrend eines vorgegebenen Expositionszeitraums
(ausgewdhlt auf Basis der fiir die Priifsubstanz vorliegenden Informationen;
mindestens aber zwei Wochen) wund wihrend eines zweiwdchigen
Paarungszeitraums. P-Miannchen werden mindestens bis zum Entwohnen der Fi-
Nachkommen weiterbehandelt. Die Behandlung sollte mindestens zehn Wochen
dauern. Sie konnen auch lidnger behandelt werden, falls Auswirkungen auf die
Fortpflanzung unschliissig sind. Die Behandlung der P-Weibchen wird wéhrend
Trachtigkeit und Laktation bis nach der Entwohnung ihrer Wiirfe fortgesetzt (d. h.
acht- bis zehnwochige Behandlung). Die F;-Nachkommen werden vom Zeitpunkt
ihrer Entwohnung bis zum Erwachsenenalter mit der Priifsubstanz weiterbehandelt.
Wird eine zweite Generation untersucht (siehe OECD Guidance Document Nr. 117
(39)), so werden die F;-Nachkommen so lange behandelt, bis die F,-Generation
entwohnt ist bzw. bis die Priifung abgeschlossen ist.
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7. Alle Tiere werden klinisch und pathologisch auf Anzeichen von Toxizitit untersucht,
wobei insbesondere auf die Integritdit und Leistungsfdhigkeit der
Fortpflanzungsorgane der ménnlichen und der weiblichen adulten Tiere sowie auf
Gesundheit, Wachstum, Entwicklung und Fortpflanzungsfahigkeit der Nachkommen
geachtet wird. Am Tag des Absetzens werden ausgewéhlte Nachkommen fiir weitere
Untersuchungen, einschlieBlich Untersuchungen der Geschlechtsreife, der Integritat
und Funktionsfdhigkeit der Fortpflanzungsorgane, der neurologischen Endpunkte
und der Verhaltensendpunkte sowie der Immunfunktionen in bestimmte
Untergruppen (Kohorten 1-3, siche die Nummern 33 und 34 sowie Abbildung 1)
eingeteilt.

8. Bei der Priifung sollten die im OECD Guidance Document Nr. 19 on the recognition,
assessment, and use of clinical signs as humane endpoints for experimental animals
used in safety evaluation (34) genannten Grundsitze und Erwidgungen beachtet
werden.

9. Wurden geniigend Priifungen durchgefiihrt, um iiber die Eignung dieses neuen
Priifplans zu befinden, wird die Priifmethode iiberpriift und auf der anhand der
gewonnenen Erfahrungen gegebenenfalls iiberarbeitet.
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Abbildung 1: Schema der erweiterten Ein-Generationen-Priifung auf Reproduktionstoxizitit
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BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE/VORBEREITUNGEN FUR DEN TEST
Versuchstiere
Auswahl von Versuchstierart und -stamm

10. Die Art der Versuchstiere fiir die Priifung auf Reproduktionstoxizitét sollte unter
Berticksichtigung aller verfiigbaren Informationen sorgféltig ausgewdhlt werden.
Wegen der Fiille der vorliegenden Hintergrundinformationen und der
Vergleichbarkeit mit allgemeinen Toxizitétspriifungen ist die Ratte in der Regel das
Versuchstier der Wahl, und die in dieser Priifmethode angegebenen Kriterien und
Empfehlungen beziehen sich auf diese Tierart. Falls eine andere Tierart verwendet
wird, ist dies zu begriinden, und das Protokoll ist entsprechend abzuidndern. Stimme
mit geringer Fruchtbarkeit oder allgemein anerkanntem spontanem Vorkommen von
Entwicklungsstorungen sollten nicht verwendet werden.

Alter, Korpergewicht und Aufnahmekriterien

11. Es sind gesunde Elterntiere zu verwenden, die zuvor nicht in anderen Versuchen
verwendet wurden. Es sind sowohl ménnliche als auch weibliche Tiere zu
untersuchen, wobei die weiblichen Tiere nicht geworfen haben noch trichtig sein
diirfen. Die P-Tiere sollten geschlechtsreif sein, bei der ersten Dosisverabreichung
iiber ein dhnliches Gewicht (innerhalb des Geschlechts) verfiigen, bei der Paarung
etwa gleich alt (ungefihr 90 Tage) und fiir die Priifart und den Priifstamm
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reprasentativ sein. Die Tiere sind nach ihrem Eintreffen im Labor mindestens fiinf
Tage lang einzugewohnen. Sie werden nach dem Zufallsprinzip so auf die Kontroll-
und Behandlungsgruppen verteilt, dass die verschiedenen Gruppen vergleichbare
mittlere Korpergewichtswerte aufweisen (d. h. + 20% des Mittelwerts).

Unterbringungs- und Fltterungsbedingungen

12. Die Temperatur im Versuchstierraum sollte 22 °C (£ 3°) betragen. Die relative
Luftfeuchtigkeit sollte bei 30-70% liegen, wobei eine Luftfeuchtigkeit von 50-60%
ideal ist. Die Hell- und Dunkelphasen der kiinstlichen Beleuchtung sollten jeweils
12 Stunden dauern. Es kann herkommliches Laborfutter verfiittert werden, die Tiere
sollten jedoch unbegrenzten Zugang zu Trinkwasser haben. Es ist besonders auf den
Phytodstrogengehalt des Futters zu achten, da einige reproduktionstoxische
Endpunkte durch einen zu hohen Phytodstrogengehalt im Futter beeintriachtigt
werden konnten. Es wird standardisiertes Futter mit offener Rezeptur empfohlen,
dessen Gehalt an Gstrogen wirkenden chemischen Substanzen reduziert wurde (2)
(30). Die Auswabhl des Futters kann eventuell dadurch beeinflusst werden, dass eine
geeignete Menge Priifsubstanz beigemischt werden muss, wenn die Priifsubstanz
tiber das Futter verabreicht werden soll. Der Gehalt, die Homogenitit und die
Stabilitdt der Priifsubstanz in den Futterrationen sind zu tberpriifen. Futter und
Trinkwasser sind regelméBig auf Schadstoffe zu analysieren. Proben jeder im Laufe
des Versuchs verwendeten Futtercharge sind bis zur Fertigstellung des
Abschlussberichts unter geeigneten Bedingungen (z. B. durch Einfrieren bei -20°C)
aufzubewahren, falls die Ergebnisse eine weitere Analyse der Futterbestandteile
erfordern.

13. Die Tiere sollten in kleinen Gruppen gleichen Geschlechts und gleicher Behandlung
untergebracht werden. Sie konnen auch einzeln untergebracht werden, um
potenzielle Verletzungen zu vermeiden (z.B. maénnliche Tiere nach der
Paarungszeit). Die Paarung sollte in zweckbestimmten Kéfigen erfolgen. Nach dem
nachweislich erfolgten Deckakt sind weibliche Tiere, von denen angenommen wird,
dass sie trachtig sind, in separaten Kéfigen speziell fiir trachtige Tiere bzw. in
Wurfkéfigen zu halten, in denen ihnen vorgegebene und geeignete Nistmaterialien
zur Verfiigung stehen. Wiirfe werden bis zur Entwohnung bei ihren Miittern
gehalten. Fi-Tiere sollten ab dem Tag ihres Absetzens bis zum Versuchsende in
kleinen Gruppen gleichen Geschlechts und gleicher Behandlung gehalten werden.
Sie konnen auch einzeln gehalten werden, soweit dies wissenschaftlich
gerechtfertigt ist. Der Phytodstrogengehalt der gewédhlten Einstreu sollte so gering
wie moglich sein.

Zahl und Kennzeichnung der Versuchstiere

14. Normalerweise sollte sich in jeder Priif- und Kontrollgruppe eine ausreichende
Menge Begattungspaare befinden, um pro Dosisgruppe mindestens 20 trachtige
Weibchen zu ergeben. Das Ziel besteht darin, so viele trichtige Weibchen zu
erhalten, dass eine aussagekriftige Bewertung des Potenzials der Priifsubstanz, die
Fruchtbarkeit, die Trachtigkeit und das Verhalten der Muttertiere der P-Generation
sowie Wachstum und Entwicklung der F;-Nachkommen von der Befruchtung bis
hin zur Geschlechtsreife zu beeintriachtigen, gewidhrleistet ist. Wird die gewiinschte
Zahl trachtiger Tiere nicht erzielt, so wird die Studie dadurch nicht zwangsldufig
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15.

unbrauchbar. Hier ist der jeweilige Einzelfall zu bewerten, wobei zu priifen ist, ob
eine mogliche kausale Beziehung zur Priifsubstanz hergestellt werden kann.

Jedes P-Tier erhdlt eine individuelle Kennnummer, bevor mit der
Dosisverabreichung begonnen wird. Wenn historische Labordaten darauf hindeuten,
dass ein erheblicher Teil der weiblichen Tiere mdglicherweise keinen regelmifligen
(4- oder 5-tigigen) Ostruszyklus aufweist, wird empfohlen, die Ostruszyklen vor
Beginn der Behandlung zu untersuchen. Alternativ kann die Gruppe vergrofert
werden, um sicherzustellen, dass zu Beginn der Behandlung mindestens 20
weibliche Tiere in jeder Gruppe einen regelmifligen (4- oder 5-tdgigen) Zyklus
aufweisen. Alle F;-Nachkommen werden bei der ersten Untersuchung der
Neugeborenen am Tag der Geburt (Tag 0) oder am Tag 1 nach der Geburt (postnatal
day, PND) einzeln gekennzeichnet. Aufzeichnungen, aus denen der Wurf, dem sie
entstammen, hervorgeht, sind fiir alle F;-Tiere und gegebenenfalls auch fiir alle F,-
Tiere wihrend der gesamten Versuchsdauer aufzubewahren.
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Priifsubstanz
Verfugbare Informationen tber die Prufsubstanz

16. Die  Uberpriifung vorliegender Informationen ist fiir die Wahl des
Verabreichungswegs, des Vehikels der Tierart und der Dosisabstufungen sowie fiir
potenzielle Anderungen des Verabreichungszeitplans wichtig. Daher sollten bei der
Planung der EOGRTS-Priifung alle iiber die Priifsubstanz vorliegenden
sachdienlichen  Informationen wie physikalisch-chemische  Eigenschaften,
toxikokinetische Eigenschaften (einschlieflich des artenspezifischen Stoffwechsels),
toxikodynamische Eigenschaften, Struktur-Wirkungs-Beziehungen (SAR), In-vitro-
Stoffwechselprozesse, Ergebnisse fritherer Toxizitdtsstudien und sachdienliche
Informationen Ttber strukturelle Analogien beriicksichtigt werden. Vorldufige
Informationen iiber Resorption, Verteilung, Metabolismus und Elimination (ADME)
sowie Bioakkumulation konnen aus der chemischen Struktur, physikalisch-
chemischen Daten, dem Umfang der Plasmaproteinbindung oder toxikokinetischen
Studien abgeleitet werden, wéhrend Ergebnisse aus Toxizitdtsstudien zusitzliche
Informationen, z.B. iiber den NOAEL-Wert, den Stoffwechsel oder -eine
Stoffwechselinduktion liefern.

Beriicksichtigung toxikokinetischer Daten

17. Obwohl nicht erforderlich, konnen toxikokinetische Daten (TK-Daten) aus fritheren
Dosisfindungs- oder anderen Studien bei der Erstellung des Priifplans, der
Dosisabstufung und der Auswertung der Ergebnisse duBerst niitzlich sein. Ganz
besonders zweckdienlich sind dabei Daten, die 1) die Exposition von Fdten und
Jungtieren gegeniiber der Priifsubstanz (oder relevanten Metaboliten) bestétigen, 2)
zur Ableitung einer internen Dosimetrie beitragen und 3) eine potenzielle
dosisabhdngige Sattigung kinetischer Prozesse bewerten. Falls weitere TK-Daten
vorliegen, beispielsweise Metabolitprofile, Konzentrations-Zeit-Kurven, usw. sind
diese ebenfalls zu beriicksichtigen. Ergdnzende TK-Daten konnen auch wihrend des
Hauptversuchs erhoben werden, vorausgesetzt die Erhebung und Interpretation der
wichtigsten Versuchsendpunkte wird dadurch nicht beeintrachtigt.

Grundsatzlich wéren folgende TK-Datensétze bei der Planung der EOGRTS-Priifung
niitzlich:

- spite Trachtigkeitsphase (z. B. Trichtigkeitstag (GD) 20) - miitterliches und
fetales Blut,

- Mitt-Laktation (PND 10) — miitterliches Blut, Jungtierblut und/oder Milch,

- kurz nach der Entwohnung (z. B. PND 28) - Blutproben der entwohnten
Jungtiere.

Die Bestimmung der spezifischen Analyten (wie Ausgangssubstanz und/oder
Metaboliten) und des Probenahmeplans sollte flexibel gehandhabt werden.
Beispielsweise hidngen Zahl und Zeitpunkt der Probenahmen an einem beliebigen
Entnahmetag vom Expositionsweg und der Vorabkenntnis der toxikokinetischen
Merkmale nicht trachtiger Tiere ab. Bei Versuchen mit Verabreichung iiber das Futter
sind Probenahmen stets zum selben Zeitpunkt an jedem dieser Tage ausreichend,
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wohingegen bei Verabreichungen iliber eine Schlundsonde unter Umstidnden zusétzliche
Probenahmen erforderlich sind, um einen besseren Schitzwert fiir den Bereich der
internen Dosen zu erhalten. Eine vollstindige Konzentrations-Zeit-Kurve muss jedoch
nicht fiir jeden Probenahmetag erstellt werden. Erforderlichenfalls konnen Blutproben
nach Geschlechtern innerhalb der Wiirfe fiir fetale und neonatale Analysen gepoolt
werden.

Verabreichungsweg

18. Bei der Wahl des Verabreichungswegs sollten die Routen beriicksichtigt werden, die

fiir die menschliche Exposition am relevantesten sind. Obwohl das Protokoll fiir die
Verabreichung der Priifsubstanz iiber das Futter ausgelegt ist, kann es fiir eine
Verabreichung iiber andere Wege (Trinkwasser, Schlundsonde, Inhalation, dermal)
je nach Eigenschaften der Priifsubstanz und den erforderlichen Informationen
abgedndert werden.

Wahl des Vehikels

19. Bei Bedarf wird die Priifsubstanz in einem geeigneten Vehikel geldst oder

suspendiert. Es wird empfohlen, nach Moglichkeit zundchst die Verwendung einer
wissrigen Losung/Suspension und erst dann eine Losung/Emulsion in Ol (z. B.
Maisol) in Betracht zu ziehen. Bei anderen Vehikeln als Wasser sollten deren
toxische Merkmale bekannt sein. Die Verwendung von Vehikeln mit einer
potenziellen intrinsischen Toxizitdt (z. B. Aceton, DMSO) ist zu vermeiden. Die
Stabilitdt der Priifsubstanz im Vehikel sollte bestimmt werden. Wird ein Vehikel
oder ein anderes Additiv zur Erleichterung der Dosierung verwendet, so sollten
folgende Aspekte beriicksichtigt werden: die Auswirkungen auf die Resorption, die
Verteilung, die Verstoffwechselung oder die Retention der Priifsubstanz,
Auswirkungen auf die chemischen FEigenschaften der Priifsubstanz, die deren
toxische Eigenschaften verdndern konnen, und ferner Auswirkungen auf die Futter-
oder Wasseraufnahme oder den Erndhrungszustand der Versuchstiere.

Wahl der Dosis

20. Normalerweise sollten im Versuch mindestens drei Dosisstufen und eine

21.

gleichzeitige Kontrolle verwendet werden. Bei der Wahl der geeigneten Dosisstufen
sollte der Priifer alle vorliegenden Informationen berticksichtigen, einschlieflich der
Dosierungsinformationen aus fritheren Versuchen, TK-Daten zu trachtigen und nicht
trichtigen Tieren, das AusmaB der Ubertragung iiber die Muttermilch und die
Schatzwerte fiir die menschliche Exposition. Falls toxikokinetische Daten vorliegen,
die auf eine dosisbedingte Sattigung der toxikokinetischen Prozesse hindeuten, ist
darauf zu achten, dass hohe Dosisstufen vermieden werden, die eindeutig eine hohe
Sattigung aufweisen, natiirlich nur unter der Voraussetzung, dass menschliche
Expositionen moglichst deutlich unter dem Séttigungspunkt liegen. In solchen
Fillen sollte die hochste Dosisstufe auf oder knapp liber dem Wendepunkt zum
Ubergang zu nichtlinearem toxikokinetischem Verhalten liegen.

Sind keine relevanten toxikokinetischen Daten verfiigbar, sollten die Dosisstufen auf
der Grundlage der toxischen Wirkungen gewihlt werden, es sei denn, es bestehen
Beschrinkungen aufgrund der physikalisch-chemischen Beschaffenheit der
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Priifsubstanz. Werden die Dosisstufen auf der Grundlage der Toxizitit gewahlt, ist
die hochste Dosisstufe so anzusetzen, dass bei den Tieren zwar toxische Wirkungen,
aber keine Todesfille oder schwere Leiden hervorgerufen werden.

22.Die Dosisstufen sind in absteigender Reihenfolge zu wihlen, um etwaige
dosisabhingige Wirkungen nachzuweisen und NOAEL-Werte oder Dosen an der
Nachweisgrenze zu ermitteln, iiber die eine Benchmark-Dosis (BMD) fiir die
empfindlichsten Endpunkte abgeleitet werden kann. Zwei- bis vierfache Abstinde
erweisen sich hdufig als optimale Dosisabstufungen, um grofe Dosisstufenabstidnde
zwischen NOAEL- und LOAEL-Werten zu vermeiden. Auflerdem ist es oft besser,
eine vierte Priifgruppe einzurichten, statt zwischen den Dosen sehr grof3e Abstidnde
(z. B. mehr als x 10) zu verwenden.

23. Bis auf die Behandlung mit der Priifsubstanz sind die Tiere in der Kontrollgruppe
genauso zu behandeln wie die Tiere in den Priifgruppen. Diese Gruppe sollte eine
unbehandelte oder scheinbehandelte Gruppe oder eine Vehikelkontrollgruppe sein,
sofern ein Vehikel zur Verabreichung der Priifsubstanz verwendet wird. Wird ein
Vehikel verwendet, erhdlt die Kontrollgruppe das Vehikel im hochsten verwendeten
Volumen.

Limit-Test

24. Wenn in Versuchen mit wiederholter Verabreichung bei einer Dosis von mindestens
1000 mg/kg Korpergewicht/Tag keine Anzeichen von Toxizitdt zu erkennen sind
oder wenn aufgrund von Daten liber struktur- und/oder stoffwechselverwandte
Stoffe, die auf dhnliche In-vivo/In-vitro-Stoffwechseleigenschaften hindeuten, keine
Toxizitdt zu erwarten ist, kann mdglicherweise auf einen Versuch mit mehreren
Dosisstufen verzichtet werden. In solchen Fillen konnte die EOGRTS-Priifung mit
einer Kontrollgruppe und mit einer einzelnen Dosis von mindestens 1000 mg/kg
Korpergewicht/Tag durchgefiihrt werden. Sollten jedoch bei dieser Grenzdosis
Nachweise einer Reproduktions- oder Entwicklungstoxizitit festgestellt werden,
sind zur Ermittlung eines NOAEL-Wertes weitere Versuche bei niedrigeren
Dosisstufen erforderlich. Das Kriterium des Limit-Tests findet jedoch nur
Anwendung, wenn das Niveau der menschlichen Exposition keine hohere Dosisstufe
erfordert.

VERFAHREN
Exposition der Nachkommen

25. Die bevorzugte Verabreichungsmethode ist die Aufnahme iiber die Nahrung. Falls
die Untersuchungen mit Schlundsonden durchgefiihrt werden, wird darauf
hingewiesen, dass die Jungtiere die Priifsubstanz in der Regel nur indirekt iiber die
Milch erhalten, bis nach der Entwohnung auch fiir sie die Direktverabreichung
beginnt. Bei Futter- oder Trinkwasserversuchen erhalten die Jungtiere die
Priifsubstanz zusédtzlich direkt, sobald sie wihrend der letzten Woche der
Laktationszeit beginnen, selbst zu fressen. Wenn zu wenig Priifsubstanz in die
Muttermilch tibergeht und nicht nachwiesen werden kann, dass die Nachkommen
kontinuierlich exponiert sind, sollte eine Anderung des Priifplans in Betracht
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gezogen werden. In diesem Fall sollte auf der Grundlage vorliegender
toxikokinetischer Erkenntnisse, der Toxizitdt bei den Nachkommen oder veranderter
Biomarker bei Jungtieren wéhrend der Laktationszeit eine Direktverabreichung in
Betracht gezogen werden (3) (4). Vor der Durchfiihrung von
Direktverabreichungsversuchen mit sdugenden Jungtieren sind die Vor- und
Nachteile sorgfiltig gegeneinander abzuwégen (5).

Verabreichungszeitplan und Verabfolgung der Dosen

26.

27.

28.

Unter Umstdnden liegen aus fritheren ausreichend langen Priifungen mit
wiederholter Verabreichung Informationen zum Ostruszyklus, zur Histopathologie
des maénnlichen und weiblichen Fortpflanzungsapparats und zur Analyse
testikuldrer/epididymaler Spermien vor. Daher soll bei der EOGRTS-Priifung die
Dauer der Behandlung vor der Paarung die Feststellung von Auswirkungen auf
funktionale Verdnderungen ermdglichen, die das Paarungsverhalten und die
Fruchtbarkeit beeintrdchtigen konnen. Die Behandlung vor der Paarung sollte so
lange dauern, bis bei P-Minnchen und P-Weibchen ein Expositionsgleichgewicht
(Steady-State) erreicht ist. Eine zweiwdchige Behandlung vor der Paarung wird in
den meisten Féllen fiir beide Geschlechter als angemessen angesehen. Bei Weibchen
werden damit drei bis vier vollstindige Ostruszyklen abgedeckt, was geniigen sollte,
um etwaige Auswirkungen auf den Zyklus festzustellen. Bei ménnlichen Tieren
entspricht dies der Zeit, die fiir den epididymalen Ubergang der reifenden Spermien
erforderlich ist; dieser Zeitraum sollte fiir die Feststellung posttestikuldrer
Auswirkungen auf Spermien (wédhrend der Endphasen der Spermiation und der
epididymalen Spermienreifung) bei der Paarung ausreichen. Am Ende des Versuchs,
d. h. der Zeitpunkt, fiir den die testikuldre und epididymale Histopathologie und die
Analyse der Spermienparameter anberaumt sind, waren die P- und F;-Ménnchen
zumindest fiir die Dauer eines vollstdndigen Spermatogeneseprozesses exponiert (6)
(7) (8) (9) und OECD Guidance Document Nr. 151 (40).

Die Expositionsszenarien fiir Madnnchen vor der Paarung kénnten angepasst werden,
wenn in  frilheren Untersuchungen nachweislich testikuldre  Toxizitdt
(Beeintrichtigung der Spermatogenese) oder Beeintrdchtigungen der Integritit und
Funktionsfahigkeit der Spermien festgestellt wurden. Gleichermallen kénnen auch
bei Weibchen vor der Paarung andere Expositionsszenarien gerechtfertigt sein, wenn
Auswirkungen der Priifsubstanz auf den Ostruszyklus und damit auf die
Empfinglichkeit bekannt sind. In besonderen Féllen kann es unter Umstinden
akzeptabel sein, dass mit der Behandlung der P-Weibchen erst nach einem
spermienpositiven Abstrich begonnen wird (siche OECD Guidance Document
Nr. 151 (40)).

Sobald die Phase der Verabreichung vor der Paarung feststeht, sollten die Tiere bis
zur Nekropsie nach einem 7 Tage/Woche-Schema mit der Priifsubstanz behandelt
werden. Allen Tieren sollte die Priifsubstanz nach derselben Methode verabreicht
werden. Die Verabreichung sollte wihrend der zweiwdchigen Paarungszeit und —
bei P-Weibchen — wihrend der gesamten Trachtigkeitsdauer und Laktationsperiode
bis zu ihrer Totung am Tag nach dem Absetzen fortgefithrt werden. Mannchen
sollten bis zu ihrer Tétung am Tag der Absetzung der F;-Tiere in derselben Weise
zu behandeln. Bei der Nekropsie ist weiblichen Tieren Prioritdt einzurdumen; sie
sollten am selben/einem @hnlichen Laktationstag seziert werden. Die Nekropsie der
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mannlichen Tiere kann sich je nach Verfiigbarkeit der Laboreinrichtungen tiber
mehrere Tage erstrecken. Sofern mit der direkten Verabreichung der Priifsubstanz
nicht bereits widhrend der Laktationsperiode begonnen wurde, sollte die
Direktverabfolgung an ausgewihlte F;-Ménnchen und F;-Weibchen am Tag des
Absetzens beginnen und bis zur geplanten Nekropsie (je nach in
Kohorteneinteilung) fortgesetzt werden.

29. Bei liber das Futter oder das Trinkwasser verabreichten Priifsubstanzen ist unbedingt
sicherzustellen, dass die Mengen der jeweiligen Priifsubstanz den normalen
Nahrstoff- oder Wasserhaushalt nicht beeintrachtigen. Wird die Priifsubstanz iiber
die Nahrung verabreicht, kann entweder eine konstante Konzentration im
Futter/Wasser (ppm) oder eine konstante Dosis, bezogen auf das Korpergewicht des
Tieres, verwendet werden. Dabei ist anzugeben, welche Option gewihlt wurde.

30. Wird die Priifsubstanz iiber eine Schlundsonde verabreicht, sollte die Menge der
jeweils verabreichten Fliissigkeit grundsdtzlich 1 ml/100 g Korpergewicht nicht
{ibersteigen (0,4 ml/100 g Kdrpergewicht ist der Hochstwert fiir Ol, z. B. Maisol).
AuBler bei reizenden oder é&tzenden Stoffen, die in der Regel in hoheren
Konzentrationen eine verstirkte Wirkung hervorrufen, sollten Abweichungen bei
den verabreichten Priifsubstanzmengen minimiert werden, indem die Konzentration
so angepasst wird, dass auf allen Dosisstufen ein konstantes Volumen gewihrleistet
ist. Die Behandlung sollte jeden Tag etwa zur gleichen Uhrzeit erfolgen. Die Dosis
fiir jedes Tier sollte sich auf das aktuelle Korpergewicht stiitzen und ist bei adulten
Mainnchen und nicht-trachtigen adulten Weibchen mindestens wdchentlich und bei
trichtigen Weibchen und F;-Tieren alle zwei Tage anzupassen, wenn die
Verabreichung vor dem Absetzen und wihrend der zwei Wochen nach der
Entwohnung erfolgt. Falls toxikokinetische Daten auf eine schwache plazentare
Ubertragung der Priifsubstanz  hindeuten, muss die in der der letzten
Trachtigkeitswoche iiber die Schlundsonde verabreichte Dosis unter Umstinden
angepasst werden, um die Verabreichung einer zu giftigen Dosis an das Muttertier
zu verhindern. Weibliche Tiere sollten am Wurftag nicht mit einer Schlundsonde
oder auf andere Weise behandelt werden, die eine Hantierung der Tiere erfordert; es
ist besser, am Wurftag keine Priifsubstanz zu verabreichen, als den Geburtsvorgang
zu beeintrichtigen.

Paarung

31.Jedes P-Weibchen sollte so lange einem einzigen nach dem Zufallsprinzip
ausgewdhlten nicht verwandten Ménnchen aus derselben Dosisgruppe zugefiihrt
werden (1:1-Paarung), bis die Kopulation nachweislich stattgefunden hat oder zwei
Wochen abgelaufen sind. Falls nicht geniigend Miannchen vorhanden sind, weil
mannliche Tiere beispielsweise noch vor der Paarung gestorben sind, konnen
Minnchen, die bereits ein Weibchen gedeckt haben (1:1) mit einem zweiten
Weibchen angepaart werden, damit alle Weibchen gedeckt werden. Tag O der
Tréachtigkeit wird als der Tag festgelegt, an dem die Deckung (durch Vaginalpfropf
oder Spermaspuren) nachgewiesen werden kann. Die Tiere sind nach der
nachweislichen Kopulation so bald wie moglich zu trennen. Falls nach zwei Wochen
keine Paarung stattgefunden hat, sollten die Tiere ohne weitere Paarungsmoglichkeit
getrennt werden. Begattungspaare sind in den Aufzeichnungen als solche zu
vermerken.
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Wurfgrofle

32.An PND 4 kann die Grofe eines jeden Wurfs angepasst werden, indem
iiberschiissige Jungtiere nach dem Zufallsprinzip aussortiert werden, um pro Wurf
nach Moglichkeit fiinf ménnliche und fiinf weibliche Tiere zu erhalten. Die selektive
Eliminierung von Jungtieren, z. B. auf der Grundlage des Korpergewichts, wird
nicht empfohlen. Wenn es wegen der Anzahl ménnlicher bzw. weiblicher Jungtiere
nicht moglich ist, pro Wurf jeweils fiinf Jungtiere eines jeden Geschlechts zu
erhalten, ist auch eine grobe Anpassung (beispielsweise sechs Madnnchen und vier
Weibchen) akzeptabel.

Auswahl von Jungtieren fiir Untersuchungen nach der Entwohnung (siehe
Abbildung 1)

33. Zum Zeitpunkt der Entwohnung (um PND 21) werden aus allen verfiigbaren Wiirfen
bis zu 20 Jungtiere pro Dosis- und Kontrollgruppe flir weitere Untersuchungen
ausgewdhlt und bis zur Geschlechtsreife gehalten (sofern keine fritheren Tests
erforderlich sind). Die Jungtiere werden nach dem Zufallsprinzip ausgewahlt, wobei
offensichtliche Kiimmerlinge (Tiere mit mehr als zwei Standardabweichungen unter
dem mittleren Jungtiergewicht des betreffenden Wurfes) grundsétzlich nicht
einbezogen werden, da sie flir die Behandlungsgruppe kaum représentativ sind.

An PND 21 werden die ausgewihlten F-Jungtiere nach dem Zufallsprinzip in eine der
drei folgenden Tierkohorten eingeteilt:

- Kohorte 1 (1A und 1B) = Testung auf Reproduktions-/Entwicklungstoxizitét
- Kohorte 2 (2A und 2B) = Testung auf Entwicklungsneurotoxizitat

- Kohorte 3 = Testung auf Entwicklungsimmuntoxizitat

Kohorte 1A: Ein Mainnchen und ein Weibchen pro Wurf/Gruppe (20 pro
Geschlecht/Gruppe): prioritdire Auswahl fiir die primire Untersuchung der
Auswirkungen auf die Fortpflanzungsorgane und der allgemeinen Toxizitét.

Kohorte 1B: Ein Miénnchen und ein Weibchen pro Wurf/Gruppe (20 pro
Geschlecht/Gruppe):  prioritdire =~ Auswahl  fir = Folgeuntersuchungen  der
Reproduktionsleistung durch Paarung von F1-Tieren (siche OECD Guidance Document
Nr. 117 (39)) und zur Generierung zusétzlicher histopathologischer Daten in Féllen
mutmallich reproduktionstoxischer oder endokrin wirksamer Stoffe oder wenn
Ergebnisse fiir Kohorte 1A unschliissig sind.

Kohorte 2A: Insgesamt 20 Jungtiere pro Gruppe (10 Méannchen und 10 Weibchen pro
Gruppe; ein Ménnchen oder ein Weibchen pro Wurf), eingeteilt fiir Untersuchungen
neurologisch bedingten Verhaltens mit anschlieBender neurohistopathologischer
Untersuchung im adulten Alter.

Kohorte 2B: Insgesamt 20 Jungtiere pro Gruppe (10 Madnnchen und 10 Weibchen pro
Gruppe; ein  Maénnchen oder ein Weibchen pro Wurf), eingeteilt fiir
neurohistopathologische Untersuchungen am Tag des Absetzens (PND 21 oder 22).
Wenn nicht geniigend Tiere vorhanden sind, sollten Tiere vorrangig der Kohorte 2A
zugewiesen werden.
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Kohorte 3: Insgesamt 20 Jungtiere pro Gruppe (10 Méannchen und 10 Weibchen pro
Gruppe; ein Ménnchen oder ein Weibchen pro Wurf, soweit moglich). Unter Umstidnden
werden zusédtzliche Jungtiere aus der Kontrollgruppe benoétigt, die im TDAR-Assay (T-
Zell-abhdngige Antikorperantwort) an PND 56 + 3 Tage als positive Kontrolltiere
dienen.

34. Sollte ein Wurf nicht gentigend Tieren umfassen, um alle Kohorten zu bedienen, so

wird Kohorte 1 Vorrang eingerdumt, da sie zur Produktion einer F,-Generation
erweitert werden kann. Zusitzliche Jungtiere konnen bei speziellem Bedarf, z. B.
wenn es sich bei einer Chemikalie moglicherweise um ein Neurotoxin, ein
Immuntoxin oder ein Reproduktionstoxin handelt, jeder beliebigen Kohorte
zugewiesen werden. Diese Jungtiere konnen flir Untersuchungen zu anderen
Zeitpunkten oder ergéinzender Endpunkte verwendet werden. Jungtiere, die keinen
Kohorten zugeteilt werden, werden klinisch und biochemisch (Nummer 55)
untersucht und seziert (Nummer 68) untersucht.

Zweite Paarung von P-Tieren

35.

Eine zweite Paarung wird fiir P-Tiere in der Regel nicht empfohlen, denn sie geht
mit dem Verlust wichtiger Informationen iiber die Zahl der Implantationsstellen
(und somit Angaben iiber Abgidnge nach der Implantation und {iber perinatale
Abgingen - Indikatoren eines teratogenen Potenzials) flir den ersten Wurf einher.
Wirkungen in exponierten weiblichen Tieren lieBen sich durch eine Erweiterung der
Priifung durch Paarung der F;-Generation leichter bestitigen oder kliren. Eine
zweite Paarung der P-Ménnchen mit unbehandelten weiblichen Tieren ist jedoch
stets eine Moglichkeit, um unschliissige Ergebnisse zu kldren oder um bei der ersten
Paarung festgestellte Auswirkungen auf die Fruchtbarkeit niher zu charakterisieren.

BEOBACHTUNGEN AM LEBENDEN TIER

Klinische Beobachtungen

36.

37.

Bei den P-Tieren und den ausgewdhlten F;-Tieren wird einmal téglich eine
allgemeine klinische Untersuchung vorgenommen. Bei Verabreichung der
Priifsubstanz iiber eine Schlundsonde sind die klinischen Beobachtungen (auf
mogliche Toxizitdtsanzeichen, die Plasmakonzentrationsspitzen zugeordnet werden)
vor und nach der Verabreichung vorzunehmen. Pertinente Verhaltensénderungen,
Anzeichen fiir eine schwierige oder langwierige Geburt und alle Toxizitdtsanzeichen
werden festgehalten. Zweimal tiglich — am Wochenende einmal tdglich — werden
alle Tiere auf Anzeichen von schwerer Toxizitdt, Morbiditit und Mortalitét
untersucht.

Dariiber hinaus werden alle P- und F; -Tiere (nach dem Entwohnen) einmal
wochentlich eingehender untersucht; diese Untersuchung konnte praktischerweise
durchgefiihrt werden, wenn das Tier gewogen wird, um den umgangsbedingten
Stress auf ein Mindestmall zu reduzieren. Die Untersuchungen sind sorgfiltig
durchzufiihren und nach einer speziell vom Priiflabor entwickelten Bewertungsskala
zu dokumentieren. Die Testbedingungen sollten moglichst konstant sein. Die
festzuhaltenden Anzeichen umfassen, ohne darauf beschrankt 2zu sein,
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u. a.Verdnderungen an Haut, Fell, Augen, Schleimhduten sowie Sekrete und
Exkretionen und autonome Korperfunktionen (wie Tranensekretion, Piloerektion,
Pupillenverdanderung, ungewdohnliche Atmungsmuster). Gang- und
Haltungsstorungen, Reaktionen auf Beriihrungen sowie etwaige klonisch-tonische
Anfille, stereotype Verhaltensweisen (z. B. iibermafliges Putzen, wiederholte
Kreisbewegungen) oder abnormes Verhalten (z.B. Selbstverstimmelung,
Riickwirtsgehen) sollten ebenfalls dokumentiert werden.

Korpergewicht und Futter-/Trinkwasseraufnahme

38.

39.

P-Tiere werden am ersten Tag der Verabreichung der Priifsubstanz und danach
mindestens einmal wochentlich gewogen. Dariiber hinaus werden P-Weibchen
wiahrend der Laktation an denselben Tagen gewogen wie die Jungtiere in ihren
Wiirfen (sieche Nummer 44). Alle F,-Tiere werden am Tag des Absetzens (PND 21)
und danach mindestens einmal wochentlich einzeln gewogen. Das Korpergewicht
wird auch an dem Tag aufgezeichnet, an dem die Pubertit eintritt (Abschluss der
Priputialseparation oder Offnung der Vagina). Alle Tiere werden bei der Totung
gewogen.

Im Laufe des Versuchs werden Futter- und Wasseraufnahme (bei Verabreichung der
Priifsubstanz im Trinkwasser) mindestens einmal wochentlich stets an denselben
Tagen gemessen und erfasst, an denen auch das Korpergewicht gemessen und
dokumentiert wird (auer wihrend der Kohabitation). Die Futteraufnahme der F;-
Tiere jedes Kéfigs wird ab der Einteilung in eine Kohorte einmal wdchentlich
dokumentiert.

Ostruszyklen

40.

41.

Es existieren moglicherweise bereits vorldufige Informationen tber die
Auswirkungen der Priifsubstanz auf den Ostruszyklus aus friiheren Priifungen auf
Toxizitdit bei wiederholter —Verabreichung, die zur Festlegung eines
priifsubstanzspezifischen Protokolls fiir die EOGRTS-Priifung herangezogen werden
konnen. In der Regel beginnt die Bewertung der weiblichen Zyklizitidt (durch
Vaginalzytologie) zu Beginn des Behandlungszeitraums und wird bis zur
Paarungsbestitigung bzw. bis zum Ende der zweiwdchigen Paarungszeit fortgesetzt.
Falls weibliche Tiere vor der Behandlung auf einen normalen Ostruszyklus hin
untersucht wurden, ist es zweckdienlich, die Abstriche auch nach Beginn der
Behandlung fortzusetzen; wenn jedoch zu Beginn der Behandlung Bedenken in
Bezug auf unspezifische Auswirkungen bestehen (beispielsweise eine beginnende
ausgeprigte Futterverweigerung), kann den Tieren bis zu zwei Wochen Zeit
gelassen werden, um sich der Behandlung anzupasen, bevor die zweiwochige
Abstrichperiode anliuft, die der Paarung vorausgeht. Wenn die Behandlungszeit fiir
die weiblichen Tiere auf diese Art und Weise (d.h. auf eine vierwdchige
Behandlung vor der Paarung) verlédngert wird, sollte der Erwerb jiingerer Tiere und
die Verldangerung des Behandlungszeitraums fiir mannliche Tiere vor der Paarung in
Erwigung gezogen werden. Bei der Entnahme vaginaler/zervikaler Zellen ist
sorgfiltig darauf zu achten, dass die Schleimhaut nicht gereizt und infolgedessen
eine Pseudograviditit eingeleitet wird (10) (11).

Vaginalabstriche sind bei allen F;-Weibchen in der Kohorte 1A nach beginnender
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Offnung der Vagina bis zur Erfassung des ersten verhornten Abstrichs tiglich zu
untersuchen, um den zeitlichen Abstand zwischen diesen beiden Ereignissen zu
bestimmen. Auflerdem sollten die Ostruszyklen bei allen F;-Weibchen
in Kohorte 1A {iiber einen Zeitraum von zwei Wochen, etwa ab PND 75, tiberwacht
werden. Sollte sich die Paarung der F;.Generation als notig erweisen, wird die
Vaginalzytologie in Kohorte 1B vom Zeitpunkt der Paarung an bis zur
nachweislichen Deckung iiberwacht.

Deckung und Graviditit

42. Zusdtzlich zu den Standardendpunkten (z. B. Korpergewicht, Futteraufnahme,

43.

klinische Beobachtungen, einschlieSlich Mortalitédts-/Morbidititskontrollen) werden
die Zeitpunkte der Paarung, der Befruchtung und der Geburt aufgezeichnet und das
prikoitale Intervall (Paarung bis Befruchtung) sowie die Dauer der Graviditit
(Befruchtung bis Geburt) berechnet. Die P-Weibchen sind zum Zeitpunkt des
voraussichtlichen Partus sorgfaltig auf Anzeichen von Dystokie zu untersuchen. Alle
Abnormitéten beim Nistverhalten oder bei der Saugeleistung sind zu dokumentieren.

Der Wurftag ist fiir das Muttertier Laktationstag (LD) 0 und fiir die Nachkommen
der postnatale Tag (PND) 0. Alternativ dazu konnen auch die Tage nach der
Kopulation herangezogen werden, um Fehler bei den Daten iiber die postnatale
Entwicklung zu vermeiden, die auf Unterschiede bei der Trichtigkeitsdauer
zuriickzufilhren sind; die Zeit nach der Geburt ist jedoch ebenfalls zu
dokumentieren. Dies ist vor allem wichtig, wenn sich die Priifsubstanz auf die
Tréachtigkeitsdauer auswirkt.

Parameter fiir die Nachkommen

44. Jeder Wurf ist so bald wie moglich nach der Geburt (PND 0 oder 1) zu untersuchen,

45.

um die Anzahl und Geschlecht der Jungtiere, Totgeburten, Lebendgeburten und
etwaige grobe Anomalien (extern sichtbare Abnormalititen, einschlieBlich
Gaumenspalten;  subkutane = H&morrhagien;, anormale  Hautfarbe  oder
Hautbeschaffenheit; Vorhandensein der Nabelschnur; Abwesenheit von Milch im
Magen; Priasenz von trockener Absonderungen) festzustellen. Dariiber hinaus sollte
die erste klinische Untersuchung der Neugeborenen auch eine qualitative
Beurteilung der Korpertemperatur, des Bewegungsmusters und der Reaktion auf
Beriihrungen beinhalten. Jungtiere, die am PND 0 oder zu einem spiteren Zeitpunkt
tot aufgefunden werden, sind auf mogliche Defekte und auf die Todesursache hin zu
untersuchen. Lebende Jungtiere werden am PND O oder 1 gezdhlt und danach
regelméBig, mindestens jedoch an PND 4, 7, 14 und 21, einzeln gewogen. Klinische
Untersuchungen, die je nach dem Alter der Tiere durchzufiihren sind, sollten
wiederholt werden, wenn die Nachkommen gewogen werden, oder auch ofter, wenn
bei ihrer Geburt fallspezifische Befunde festgestellt wurden. Zu achten ist
insbesondere auf Verdnderungen an Haut, Fell, Augen und Schleimhiuten, auf
Absonderungen und Ausscheidungen sowie autonome Korperfunktionen. Gang- und
Haltungsstorungen sowie Reaktionen auf Beriihrungen und etwaige klonisch-
tonische Anfille, stereotype oder bizarre Verhaltensweisen sind ebenfalls zu
dokumentieren.

Der anogenitale Abstand (AGD) sollte bei jedem Jungtier mindestens einmal

110



46.

(zwischen PND 0 und PND 4) gemessen werden. Das Korpergewicht des Jungtiers
wird am Tag der Messung des AGD erfasst, der auf Jungtiergrofle - vorzugsweise
die Quadratwurzel des Korpergewichts — genormt sein sollte (12). Das
Vorhandensein von Brustwarzen/Warzenhofen bei médnnlichen Jungtieren ist am
PND 12 oder 13 zu kontrollieren.

Alle ausgewdhlten F;-Tiere werden tiglich auf Vorhaut-Eichel-Trennung bei
minnlichen Tieren bzw. Offnung der Vagina bei weiblichen Tieren untersucht, und
zwar vor dem Tag, an dem das Erreichen dieser Endpunkte erwartet wird, um
festzustellen, ob die Geschlechtsreife eventuell friih eintritt. Alle Abnormalitidten der
Geschlechtsorgane (wie persistente Vaginalfilamente, Hypospadie oder Spaltpenis)
sind festzuhalten. Die Geschlechtsreife der F;-Tiere wird mit der korperlichen
Entwicklung verglichen, indem Alter und Korpergewicht zum Zeitpunkt der
Vorhaut-Eichel-Trennung bei ménnlichen Tieren bzw. der Offnung der Vagina bei
weiblichen Tieren bestimmt werden (13).

Bewertung der potenziellen Entwicklungsneurotoxizitiat (Kohorten 2A und 2B)

47.

48.

49.

Fiir Bewertungen der Neurotoxizitit sind aus jeder Behandlungsgruppe zehn
méinnliche und zehn weibliche Tiere der Kohorte 2A sowie zehn méinnliche und
zehn weibliche Tiere der Kohorte 2B zu verwenden (fiir jede Kohorte: ein
ménnliches oder ein weibliches Tier pro Wurf; alle Wiirfe miissen durch mindestens
ein nach dem Zufallsprinzip ausgewihltes Jungtier vertreten sein). Tiere der
Kohorte 2A  sind FOB-Tests (Functional Observational Battery) sowie
Untersuchungen auf akustische Schreckreaktion und motorische Aktivitdt (siehe
Nummern 48-50) sowie neuropathologischen Tests (siche Nummern 74-75) zu
unterziehen. Dabei ist nach Moglichkeit sicherzustellen, dass die Priifbedingungen
moglichst wenig variieren und dass diese Variationen nicht systematisch mit der
Behandlung zusammenhéngen. Zu den Variablen, die das Verhalten beeinflussen
konnen, gehdren Gerduschpegel (beispielsweise intermittierender Larm),
Temperatur, Feuchtigkeit, Beleuchtung, Geriiche, Tageszeit und Ablenkungen aus
der Umgebung. Die Ergebnisse der Neurotoxizititstests sind bezogen auf
entsprechende  historische = Kontrollreferenzbereiche auszulegen. Tiere der
Kohorte 2B sollten an PND 21 oder 22 neuropathologisch untersucht werden (siehe
Nummern 74-75).

Ein Test auf akustische Schreckreaktion sollte am PND 24 (1 Tag) mit Tieren der
Kohorte 2A durchgefiihrt werden. Die Untersuchung der Behandlungsgruppe und
der Kontrollgruppe ist ausgewogen iiber den Tag zu verteilen. Jede Testreihe
umfasst 50 Priifungen. Bei diesen Tests wird die mittlere Reaktionsamplitude fiir
jeden Block von 10 Priifungen (5 Blocke mit je 10 Priifungen) berechnet, dessen
Priifbedingungen optimiert wurden, um wéahrend der Testreihe Habituation zu
erzeugen. Diese Verfahren sollten mit der Priifmethode B.53 (35) iibereinstimmen.

Zu einem geeigneten Zeitpunkt zwischen PND 63 und PND 75 werden die Tiere der
Kohorte 2A einem FOB-Test und einem automatisierten Motoriktest unterzogen.
Diese Verfahren sollten mit den Priifmethoden B.43 (33) und B.53 (35)
tibereinstimmen. Der FOB-Test beinhaltet eine ausfiihrliche Beschreibung des
duBeren Erscheinungsbildes, des Verhaltens und der funktionalen Integritidt des
Versuchstiers. Diese Bewertungen beruhen auf Beobachtungen im Haltungskifig, in
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einem Standardgehege (offenes Feld), in dem sich das Tier frei bewegen kann,
sowie durch Manipulationstests. Die Untersuchungen sollten in der aufsteigender
Reihenfolge der Interaktivitit durchgefiihrt werden. Anhang 1 enthilt eine Liste von
MafBnahmen. Alle Tiere sollten von geschulten Beobachtern untersucht werden,
denen die Behandlungsphase des jeweiligen Tieres nicht bekannt ist. Dabei sind
standardisierte Verfahren anzuwenden, um beobachterbedingte Abweichungen auf
ein Mindestmall zu begrenzen. Nach Moglichkeit sollten die Tiere in einem
bestimmten Test stets durch denselben Beobachter untersucht werden. Falls dies
nicht moglich ist, ist die Zuverldssigkeit bei verschiedenen Beobachtern auf andere
Weise nachzuweisen. Fiir jeden Parameter der Verhaltenspriifbatterie sind Skalen
und Bewertungskriterien zu verwenden, deren Anwendung genau festgelegt ist.
Nach Maoglichkeit sind fiir Beobachtungsendpunkte, die subjektive Einstufungen
beinhalten, objektive quantitative Messungen durchzufiihren. In Bezug auf die
Motorik wird jedes Tier einzeln getestet. Die Testreihe sollte so lange dauern, bis
bei Kontrollen eine Habituation innerhalb der Testreihe nachgewiesen werden kann.
Die Motorik sollte mithilfe eines automatischen Bewegungsmessgerits untersucht
werden, das in der Lage ist, sowohl eine Zunahme als auch ein Nachlassen der
Bewegung zu erfassen (d. h. die vom Gerdt gemessene Basisbewegung sollte weder
so schwach sein, dass dadurch die Erfassung eines Nachlassen der Bewegung
unmdglich wird,, noch so stark, dass Bewegungszunahmen nicht erfasst werden
konnen). Jedes einzelne Gerét sollte im Rahmen standardisierter Verfahren gepriift
worden sein, um bei Einsatz mehrerer Gerdte iiber mehrere Tage eine moglichst
hohe Betriebssicherheit zu gewihrleisten. Die Behandlungsgruppen sollten soweit
wie moglich gleichméfig auf die Gerite verteilt werden. Die Untersuchung
Beobachtung der Behandlungsgruppen sollte iiber den Tag verteilt werden, um
zirkadianen Aktivitatsrhythmus zu beriicksichtigen.

50. Falls vorhandene Informationen auf die Notwendigkeit hindeuten, weitere
funktionelle Tests durchzufiihren (z. B. sensorische, soziale oder kognitive Tests),
sind diese zu beriicksichtigen, ohne die Integritit der anderen durchgefiihrten
Untersuchungen zu beeintrdchtigen. Falls diese Tests an denselben Tieren
durchgefiihrt werden, die auch fiir den Standardtest auf akustische Schreckreaktion,
den FOB-Test und den Motoriktest verwendet wurden, sind andere Tests
einzuplanen, um das Risiko, dass die Integritit dieser Tests beeintrachtigt wird, auf
ein Mindestmal} zu begrenzen. Zusitzliche Priifverfahren kdnnen insbesondere dann
sinnvoll sein, wenn die empirische Beobachtung, die erwarteten Wirkungen oder der
Wirkmechanismus/die Wirkungsweise auf eine bestimmte Art von Neurotoxizitdt
hindeuten.

Bewertung einer potenziellen Entwicklungsimmuntoxizitit (Kohorte 3)

51. Am postnatalen PND 56 (£3 Tage) sollten aus jeder Behandlungsgruppe zehn
mannliche und zehn weibliche Tiere der Kohorte 3 (ein ménnliches oder ein
weibliches Tier pro Wurf; alle Wiirfe miissen durch mindestens ein nach dem
Zufallsprinzip ausgewdhltes Jungtier vertreten sein) im Einklang mit den aktuellen
Immuntoxizitétstestverfahren (14) (15) einem Test auf T-Zell-abhdngige
Antikorperantwort (d. h. auf primdre IgM Antikorperantwort auf ein T-Zell-
abhingiges Antigen, wie zum Beispiel rote Blutkorperchen von Schafen oder
Schlitzschnecken-Hédmocyanin (KLH)) unterzogen werden. Die Reaktion kann
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bestimmt werden durch Zéhlung spezifischer plaquebildender Zellen (PFC) in der
Milz oder durch Bestimmung des Titerwertes fiir SRBC- oder KLH-spezifische
IgM-Antikorper im Serum mittels ELISA-Test auf dem Hohepunkt der Reaktion.
Die Maximalreaktionen lassen sich in der Regel vier (PFC-Reaktion) oder fiinf
(ELISA-Test) Tage nach der intravendsen Beimpfung festzustellen. Wird die
primire Antikorperreaktion durch Auszdhlen der plaquebildenden Zellen bestimmt,
so ist die Bewertung von Untergruppen von Tieren an getrennten Tagen zuléssig,
sofern die Immunisierung der Untergruppe und die Toétung der Tiere zeitlich so
geplant sind, dass die plaquebildenden Zellen zum Zeitpunkt der Hochstreaktion
gezdhlt werden, die Untergruppen aus ebenso vielen minnlichen wie weiblichen
Nachkommen aller Dosisgruppen, einschlielich Kontrolltieren, bestehen und die
Tiere der Untergruppen ungefdhr im selben postnatalen Alter untersucht werden. Die
Exposition gegeniiber der Priifsubstanz wird bis zum Tag vor der Entnahme der
Milz zur Bestimmung der PFC-Reaktion oder des Serums fiir den ELISA-Test
fortgesetzt.

Folgeuntersuchung auf potenzielle Reproduktionstoxizitit (Kohorte 1B)

52. Tiere der Kohorte 1B konnen gegebenenfalls auch nach PND 90 weiterbehandelt
und geziichtet werden, um erforderlichenfalls eine F,-Generation zu produzieren.
Mainnliche und weibliche Tiere derselben Dosisgruppen sind ab oder nach PND 90
bis zu zwei Wochen lang, allerdings nicht iiber PND 120 hinaus, zusammenzufiihren
(wobei die Paarung von Geschwistern zu vermeiden ist). Es sollten genau so
vorgegangen werden wie bei den P-Tieren. Sofern dies nachgewiesen weren kann,
reicht es jedoch unter Umsténden jedoch aus, die Wiirfe an PND 4 zu toten, statt sie
bis zur Entwéhnung oder dartiiber hinaus weiter zu untersuchen.

ABSCHLIESSENDE BEOBACHTUNGEN
Klinisch-biochemische / Himatologische Untersuchungen

53. Systemische Wirkungen in P-Tieren sollten iiberwacht werden. An einer
vorgegebenen Stelle werden von zehn nach dem Zufallsprinzip ausgewéhlten P-
Minnchen und -Weibchen pro Dosisgruppe am Versuchsende Niichternblutproben
entenommen, unter angemessenen Bedingungen gelagert und teilweise oder
vollstdndig hamatologischen, klinischen, bio-chemischen Untersuchungen, einer T4-
und TSH-Analyse oder anderen Tests unterzogen, die aufgrund des bekannten
Wirkungsprofils der Priifsubstanz naheliegen (siche OECD Guidance Document
Nr. 151 (40)). Die folgenden hidmatologischen Parameter sollten dabei untersucht
werden: Hamatokrit, Hdmoglobinkonzentration, Erythrozytenzahl, Gesamt- und
Differential-Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl und Blutgerinnungszeit/-fahigkeit.
Die Plasma- oder Serumuntersuchungen sollten Folgendes umfassen: Glucose,
Gesamtcholesterin, Harnstoff, Kreatinin, Gesamtprotein und Albumin sowie
mindestens zwei Enzyme, die auf hepatozelluldire Wirkungen schlieen lassen (wie
Alanin-Aminotransferase, Aspartat-Aminotransferase, alkalische Phosphatase, Y-
Glutamyltranspeptidase und Glutamatdehydrogenase). Die Bestimmung weiterer
Enzyme und Gallensduren kann unter bestimmten Umstinden ebenfalls wertvolle
Hinweise liefern. Dariiber hinaus konnen Blutproben von allen Tieren entnommen
und fiir eine spitere Analyse aufbewahrt werden, um unschliissige
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54.

55.

Wirkungsergebnisse zu kldren oder interne Expositionsdaten zu generieren. Ist keine
zweite Paarung der P-Tiere beabsichtigt, werden die Blutproben unmittelbar vor
oder bei der geplanten Totung der Tiere gezogen. Falls Tiere behalten werden, sind
die Blutproben einige Tage vor der zweiten Paarung der Tiere zu ziehen. Sofern aus
vorliegenden Daten aus Untersuchungen mit wiederholter Verabreichung nicht
hervorgeht, dass der Parameter nicht durch die Priifsubstanz beeintrachtigt wird,
sollten vor Abschluss der Studie eine Urinuntersuchung durchgefiihrt und die
folgenden Parameter bewertet werden: Aussehen, Volumen, Osmolalitit oder
Dichte, pH-Wert, Protein, Glucose, Blut und Blutzellen, Zelltriimmer. Urin kann
auch gesammelt werden um die Ausscheidung der Priifsubstanz und/oder
Metaboliten zu liberwachen.

Systemische Wirkungen sind auch in F;.Tieren zu liberwachen. Von zehn nach dem
Zufallsprinzip ausgewdhlten Mainnchen und Weibchen der Kohorte 1A pro
Dosisgruppe werden am Versuchsende an einer vorgegebenen Stelle
Niichternblutproben entnommen, unter angemessenen Bedingungen gelagert und
klinischen bio-chemischen Standarduntersuchungen, einschlie8lich einer Bewertung
der Serumspiegel auf Schilddriisenhormone (T4- und TSH), hidmatologischen
Untersuchungen (Gesamt- und Differenzialleukozytenzahl) sowie
Urinuntersuchungen unterzogen.

Die n PND 4 {iberzédhligen Jungtiere werden makroskopisch untersucht, wobei
erwogen werden kann, die Konzentration der Schilddriisenhormone (T4) im Serum
zu bestimmen. Erforderlichenfalls konnen nach Wiirfen Blutproben Neugeborener
(PND 4) fiir biochemische Analysen und zur Bestimmung der Konzentration der
Schilddriisenhormone gepoolt werden. Blutproben fiir die T4- und TSH-Analyse
wird auBlerdem von gerade entwohnten Tieren gezogen, die am PND 22
makroskopisch untersucht werden (F;-Jungtiere, die nicht fiir Kohorten ausgewahlt
werden).

Spermienparameter

56.

57.

58.

Spermienparameter sollten in allen médnnlichen Tieren der P-Generation gemessen
werden, sofern keine Daten vorliegen, die nachweisen, dass Spermienparameter in
einem 90-Tage-Versuch nicht beeintrachtigt werden. Die Untersuchung der
Spermienparameter sollte bei allen minnlichen Tieren der Kohorte 1A durchgefiihrt
werden.

Bei Versuchsabschluss wird fiir alle mdnnlichen P- und F;-Tieren (Kohorte 1A) das
Gewicht der Hoden und Nebenhoden aufgezeichnet. Mindestens ein Hoden und ein
Nebenhoden werden fiir die histopathologische Untersuchung konserviert. Der
verbleibende Nebenhoden wird zur Auszdhlung von Spermienreserven im
Nebenhodenschwanz (Cauda epididymis) (16) (17) verwendet. Dariiber hinaus
werden Spermien aus dem Nebenhodenschwanz bzw. aus dem Samenleiter (Vas
deferens) mithilfe von Methoden gewonnen, die Schiden fiir die Bewertung der
Motilitét und Morphologie der Spermien auf ein Mindestmal} begrenzen (18).

Die Spermienmotilitdt kann entweder unverziiglich nach der Totung bewertet oder
fiir eine spdtere Analyse aufgezeichnet werden. Der Anteil der progressiv
beweglichen Spermien konnte entweder subjektiv oder mithilfe einer
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59.

computergestiitzten Bewegungsanalyse objektiv bestimmt werden (19) (20) (21)
(22) (23) (24). Fir die Bewertung der Morphologie der Spermien sollte eine
Spermienprobe aus dem Nebenhoden (oder aus dem Samenleiter) als Fest- oder
Feuchtpréiparat (25) untersucht werden, wobei mindestens 200 Spermien pro Probe
entweder als normal (sowohl Kopf als auch Mittelstiick/Schwanz erscheinen
normal) oder abnormal einzustufen sind. Morphologische Abnormalititen der
Spermien wiren beispielsweise die Verschmelzung von Kopfen, isolierte Képfe und
Kopf- wund/oder Schwanzmissbildungen (26). Missgebildete oder grofle
Spermienkdpfe konnen auf Stérungen bei der Spermiation hindeuten.

Werden zum Zeitpunkt der Sektion Spermienproben eingefroren, Abstriche fixiert
und Bilder zur Analyse der Spermienmotilitit dokumentiert (27), kann die
anschlieBende Analyse auf ménnliche Tiere der Kontrollgruppe und der
Hochdosisgruppe beschrinkt werden. Werden jedoch behandlungsbezogene
Wirkungen beobachtet, sind auch die niedrigeren Dosisgruppen zu bewerten.

Makroskopische Untersuchung

60.

61.

Bei Versuchsende oder bei vorzeitigem Tod werden alle P- und F;-Tiere seziert und
makroskopisch auf etwaige strukturelle Abnormalititen oder pathologische
Verdanderungen hin untersucht. Dabei ist besonders auf die Organe des
Fortpflanzungssystems zu achten. Jungtiere, die in moribundem Zustand auf humane
Weise getotet werden und tote Jungtiere sind zu dokumentieren und sollten — wenn
sie nicht mazeriert werden — auf mogliche Defekte und/oder die Ursache des Todes
untersucht und konserviert werden.

Bei adulten P- und F;-Weibchen ist am Tag der Sektion ein Vaginalabstrich zu
untersuchen, um das Stadium des Ostruszyklus zu bestimmen und eine Korrelation
zur histopathologischen Untersuchung der Fortpflanzungsorgane zu ermdglichen.
Die Uteri aller P-Weibchen (und gegebenenfalls auch aller F;-Weibchen) sind so auf
Vorhandensein und Anzahl von Implantationsstellen zu untersuchen, dass die
histopathologische Bewertung nicht beeintrachtigt wird.

Wiegen der Organe und Konservation von Gewebe —P-Tiere und adulte F; -Tiere

62.

Bei Versuchsende werden von allen P-Tieren und von allen adulten F;-Tieren der
relevanten (nachstehend angefiihrten) Kohorten moglichst bald nach der Sektion
Korpergewicht und Nassgewicht der nachstehend angefiihrten Organe bestimmt, um
Austrocknen zu vermeiden. Die genannten Organe sind anschlieBend unter
geeigneten Bedingungen zu konservieren. Sofern keine anderslautenden Vorgaben
vorliegen, konnen paarige Organe einzeln oder zusammen entsprechend der
iblichen Praxis des ausfiihrenden Labors gewogen werden.

- Uterus (mit Ovidukten und Zervix), Ovarien;

- Hoden, Nebenhoden (Gesamt und Nebenhodenschwanz fiir die zur
Spermienauszidhlung verwendeten Proben);

- Prostata (dorsolaterale und ventrale Teile zusammen). Bei der Entfernung der
anhaftenden Gewebe von der Prostata ist sorgfaltig darauf zu achten, dass die mit
Flissigkeit gefiillten Samenbldschen nicht perforiert werden. Wirkte sich die
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63.

64.

65.

66

Behandlung auf das Gesamtgewicht der Prostata aus, sind die dorsolateralen und
ventralen Segmente nach ihrer Fixierung sorgfiltig zu sezieren und separat zu
wiegen;

- Samenblédschen mit Koagulationsdriisen und ihre Fliissigkeiten (als eine Einheit);

- Gehirn, Leber, Nieren, Herz, Milz, Thymusdriise, Hypophyse, Schilddriise (nach
Fixierung), Nebennieren sowie bekannte Zielorgane oder -gewebe.

Zusitzlich zu den oben angefiihrten Organen sollten auch Proben des peripheren
Nervengewebes, der Muskeln, des Riickenmarks, des Auges mit Sehnerv, des
Magen-Darm-Trakts, der Harnblase, der Lunge, der Trachea (mit anhaftender
Schilddriise und Nebenschilddriise), des Knochenmarks, des Samenleiters (bei
méinnlichen Tieren), der Brustdriise (bei minnlichen und weiblichen Tieren) und der
Vagina unter geeigneten Bedingungen zu konservieren.

Bei Tieren der Kohorte 1A sind alle Organe zu wiegen und fiir die
histopathologische Untersuchung zu konservieren.

Fiir die Ermittlung prd- und postnatal induzierter immuntoxischer Wirkungen sind
zehn minnliche und zehn weibliche Tiere der Kohorte 1A einer jeden
Behandlungsgruppe (ein Ménnchen oder ein Weibchen pro Wurf; alle Wiirfe werden
durch mindestens ein nach dem Zufallsprinzip ausgewihlten Jungtier repriasentiert)
bei Versuchsende den folgenden Untersuchungen zu unterziehen:

- Wiegen der (regiondren) Lymphknoten entlang des Expositionswegs und der
tiberregiondren Lymphknoten (zusdtzlich zum Gewicht der Nebennieren, des
Thymus und der Milz, das bereits fiir alle Tiere der Kohorte 1A bestimmt wurde);

- Untersuchung einer Hilfte der Milz auf Lymphozytensubpopulation in der Milz
(T-Lymphozyten CD4+ und CD8+, B-Lymphozyten und natiirliche Killerzellen);
die andere Milzhilfte wird fiir die histopathologische Auswertung konserviert.

Die Analyse der Lymphozytensubpopulationen in der Milz nicht immunisierter Tiere
(Kohorte 1A) zeigt, ob die Exposition mit einer Verdnderung der immunologischen
Steady-State-Verteilung von ,Helferzellen (CD4+) oder von zytotoxischen T-
Lymphozyten (CD8+) oder von natiirlichen Killerzellen (NK) (schnelle Reaktionen
auf neoplastische Zellen und Pathogene) zusammenhéngt.

.Bei Tieren der Kohorte 1B sollten die folgenden Organe gewogen und die

entsprechenden Gewebe zum Blockstadium umgewandelt werden:
- Vagina (nicht gewogen),

- Uterus mit Zervix,

- Ovarien,

- Hoden (zumindest einer),

- Nebenhoden,

- Samenbldschen und Koagulationsdriisen,

- Prostata,
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- Hypophyse,

- vorgesehene Zielorgane.

Histopathologische Untersuchungen von Kohorte 1B sollten dann durchgefiihrt
werden, wenn die Ergebnisse der Kohorte 1A unschliissig sind oder ein Verdacht auf
Reproduktionstoxine oder endokrine Disruptoren besteht.

67. Kohorten 2A und 2B: Tests auf Entwicklungsneurotoxizitit (PND 21 oder PND 22
sowie adulte Nachkommen). Tiere der Kohorte 2A werden nach den Verhaltenstests
getotet, das Gewicht ihres Gehirns wird aufgezeichnet und sie werden zur
Bewertung der Neurotoxizitdt vollstindig neurohistopathologisch untersucht. Tiere
der Kohorte 2B werden am PND 21 oder PND 22 getétet; das Gewicht ihres Gehirns
wird aufgezeichnet und das Gehirn wird zur Bewertung der Neurotoxizitét
mikroskopisch untersucht. Fiir Tiere der Kohorte 2A und optional fiir Tiere der
Kohorte 2B ist eine Perfusionsfixierung im Sinne der Priifmethode B.53 (35)
erforderlich.

Wiegen der Organe und Konservierung von Gewebe — entwohnte F;_Tiere

68. Nicht fiir die Kohorten ausgewihlte Jungtiere, einschlieBlich Kiimmerlinge, werden
nach dem Absetzen an PND 22 getotet, sofern die Ergebnisse nicht darauf
hindeuten, dass weitere Beobachtungen an lebenden Tieren erforderlich sind.
Getdtete Jungtiere werden seziert und ihre Fortpflanzungsorgane werden, wie unter
den Nummern 62 und 63 beschrieben, untersucht. Bei bis zu zehn Jungtieren pro
Geschlecht und Gruppe aus moglichst vielen Wiirfen sollten Gehirn, Milz und
Thymusdriise gewogen und unter geeigneten Bedingungen konserviert werden.
Dariiber hinaus kann von diesen ménnlichen und weiblichen Jungtieren
Brustdriisengewebe fiir eine weitere mikroskopische Analyse® (siche OECD
Guidance Document Nr. 151 (40)) konserviert werden. Massive Abnormalitdten und
Zielgewebe sollten fiir eine etwaige spitere histologische Untersuchungen
sichergestellt werden.

Histopathologische Untersuchung — P-Tiere

69. Eine vollstindige histopathologische Untersuchung der unter den Nummern 62 und
63 genannten Organe wird bei allen P-Tieren der Hochdosisgruppen und der
Kontrollgruppen durchgefiihrt. Organe, die behandlungsbedingte Verdnderungen
aufweisen, sollten auch bei allen Tieren in Niedrigdosisgruppen untersucht werden,
um die Bestimmung eines NOAEL-Werts zu unterstiitzen. Dariiber hinaus sollten
die Fortpflanzungsorgane aller Tiere mit mutmaBlich verringerter Fruchtbarkeit
histopathologisch zu untersuchen, wie Tiere, die sich nicht gepaart haben, die nicht
empfangen haben, nicht gedeckt wurden, keine gesunden Nachkommen geboren
haben oder bei denen der Ostruszyklus oder die Zahl, die Motilitit oder die
Morphologie der Spermien beeintridchtigt waren, sowie alle makroskopischen
Lisionen histopathologisch untersucht werden.

2 Die Forschung hat gezeigt, dass die Brustdriise, insbesondere in ihrer frithen Entwicklungsphase, einen empfindlichen Endpunkt fiir die Ostrogenwirkung
darstellt. Endpunkte, die Brustdriisen von Jungtieren beiderlei Geschlechts betreffen, sollten deshalb, sobald sie validiert wurde, in diese Priifmethode
einbezogen werden.
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Histopathologische Untersuchung — F;-Tiere

Tiere der Kohorte 1

70.

71.

72.

73.

Eine vollstdndige histopathologische Untersuchung der unter den Nummern 62 und
63 genannten Organe wird bei allen adulten Tieren der Hochdosisgruppen und der
Kontrollgruppen der Kohorte 1A durchgefiihrt. Alle Wiirfe sollten durch mindestens
ein Jungtier pro Geschlecht reprisentiert sein. Organe und Gewebe, die
behandlungsbedingte Verdnderungen aufweisen, sind auch von allen Tieren in
Niedrigdosisgruppen zu untersuchen, um die Bestimmung eines NOAEL-Werts zu
unterstiitzen. Fiir die Bewertung der prd- und postnatal induzierter Wirkungen auf
Lymphorgane sollten neben einer bereits in allen 1A-Tieren durchgefiihrten
histopathologischen Bewertung der Thymusdriise, der Milz und der Nebennieren
auch die gesammelten Lymphknoten und das Knochenmark von zehn ménnlichen
und zehn weiblichen Tieren der Kohorte 1A histopathologisch untersucht werden.

Bei mutmaBlichen Reproduktionstoxinen oder endokrinen Disruptoren sollten nach
der Beschreibung unter Nummer 66 zu Blockstadien umgewandeltes Gewebe der
Fortpflanzungsorgane und des endokrinen Gewebes von allen Tieren der
Kohorte 1B histopathologisch untersucht werden. Falls die Ergebnisse der
Kohorte 1A unschliissig sind, sollte auch die Kohorte 1B histologisch untersucht
werden.

Ovarien adulter Weibchen sollten Primordialfollikel und heranreifende Follikel
sowie Gelbkorper enthalten; daher sollte eine histopathologische Untersuchung
darauf abzielen, Primordialfollikel und kleine heranreifende Follikel sowie
Gelbkorper in Fi-Weibchen quantitativ zu bestimmen; die Zahl der Tiere, die Wahl
der Ovarsektion und der Umfang der Stichprobe fiir die Sektion sollten fiir das
angewandte Bewertungsverfahren statistisch aussagekréftig sein. Zunichst konnen
die Follikel bei Tieren der Kontrollgruppe und der Hochdosisgruppe gezihlt werden;
wenn bei letzteren eine Schadwirkung festgestellt wird, sind auch Tiere der
Niedrigdosisgruppen zu untersuchen. Die Untersuchung sollte auch die Zéhlung der
Primordialfollikel umfassen, die mit der Zahlung der kleinen heranwachsenden
Follikel kombiniert werden kann, um Eierstocke behandelter Tiere mit Eierstocken
unbehandelter Tiere vergleichen zu konnen (siche OECD Guidance Document
Nr. 151 (40)). Die Gelbkorperuntersuchung sollte parallel zur Untersuchung der
Ostruszyklizitit stattfinden, damit das Zyklusstadium bei der Bewertung
beriicksichtigt werden kann. Ovidukt, Uterus und Vagina sind auf eine angemessene
organtypische Entwicklung hin zu untersuchen.

Eine eingehende histopathologische Untersuchung der Hoden wird bei ménnlichen
Fi-Tieren durchgefiihrt, um behandlungsbedingte Wirkungen auf die Entwicklung
der Hoden (Differenzen) sowie auf die Spermatogenese festzustellen (38). Nach
Moglichkeit sind Sektionen des Rete testis zu untersuchen. Caput, Corpus und
Cauda des Nebenhodens und der Samenleiter werden auf angemessene
organtypische Entwicklung sowie auf die fir die P-Ménnchen erforderlichen
Parameter hin untersucht.
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Tiere der Kohorte 2

74. Nach dem Abschluss der Untersuchungen neurologisch bedingter Verhaltensweisen

75.

(nach PND 75 aber vor PND 90) werden alle Tiere der Hochdosisgruppen und der
Kontrollgruppen der Kohorte 2A  nach Geschlecht neurohistopathologisch
untersucht. Das Gehirn aller Tiere der Hochdosisgruppen und der Kontrollgruppen
der Kohorte 2B wird an PND 21 oder 22 nach Geschlecht histopathologisch
untersucht. Organe oder Gewebe, die behandlungsbedingte Verdnderungen
aufweisen, sollten auch bei Tieren in den Niedrigdosisgruppen untersucht werden,
um die Bestimmung eines NOAEL-Wert zu unterstiitzen. Bei Tieren der
Kohorten 2A und 2B werden multiple Sektionen des Gehirns gepriift, um eine
Untersuchung von Riechkolben, GroBhirnrinde (Cortex cerebri), Hippocampus,
Basalganglien, Thalamus, Hypothalamus, Mittelhirn (Tectum, Tegmentum und
Pedunculus cerebri), Pons, Medulla oblongata, Kleinhirn) zu gewéhrleisten. Nur bei
Tieren der Kohorte 2A werden die Augen (Netzhaut und Sehnerv) sowie Proben des
peripheren Nervengewebes, der Muskeln und des Riickenmarks untersucht. Alle
neurohistologischen Verfahren sollten mit der Priifmethode B.53 (35)
iibereinstimmen.

Morphometrische (quantitative) Bewertungen sollten an reprédsentativen Regionen
des Gehirns (homologe und sorgféltig auf der Grundlage zuverlédssiger
mikroskopischer Messpunkte ausgewéhlte Sektionen) durchgefiihrt werden und
konnen auch lineare und/oder areale Messungen der spezifischen Gehirnregionen
umfassen. An jedem Orientierungspunkt (Ebene) sind mindestens drei konsekutive
Schnitte vorzunehmen, damit der einheitlichste und repriasentativste Schnitt fiir die
spezifische Hirnregion bewertet werden kann. Der Neuropathologe sollte mit
angemessenem Urteilsvermogen bewerten, ob die fiir die Messung préparierten
Schnitte mit den anderen Schnitten in der Probenreihe homolog sind und sich daher
fiir die Einbeziehung eignen, da sich insbesondere lineare Messungen iiber einen
relativ kurzen Abstand dndern kénnen (28). Nicht homologe Schnitte sollten nicht
verwendet werden. Das Ziel besteht zwar darin, Proben von allen diesem Zweck
vorbehaltenen Tieren (10 je Geschlecht und Dosisstufe) zu entnehmen, es kann aber
auch eine kleinere Anzahl an Proben angemessen sein. Proben von weniger als
6 Tieren je Geschlecht und Dosisstufe gelten fiir die Zwecke der vorliegenden
Priifmethode in der Regel jedoch nicht als ausreichend. Mithilfe der Stereologie
konnen behandlungsbedingte Wirkungen auf bestimmte Parameter wie Volumen
oder Zellzahl fiir bestimmte neuroanatomische Regionen festgestellt werden. Bei
allen die Gewebepriparation betreffenden Aspekten sollte auf Ausgewogenheit
geachtet werden, d.h. von der Gewebefixierung tber das Schneiden der
Gewebeproben und die Probenvorbereitung bis hin zur Firbung der Objekttrager
sollte jeder Satz reprdsentative Proben einer jeden Dosisgruppe enthalten. Bei
morphometrischen oder stereologischen Analysen sollte Hirngewebe bei allen
Dosisstufen zur gleichen Zeit in ein geeignetes Medium eingebettet werden, um ein
Schrumpfen der Priifgegenstinde zu vermeiden, was bei zu langer Aufbewahrung im
Fixativ auftreten kann.
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BERICHTERSTATTUNG

Daten

76.

T7.

Die Daten sind sowohl einzeln zu protokollieren als auch in tabellarischer Form
zusammenzufassen. Gegebenenfalls sind fiir jede Priifgruppe und fiir jede
Generation die folgenden Angaben aufzuzeichnen: die Zahl der Tiere zu Beginn der
Priifung und die Zahl der wihrend der Priifung tot aufgefundenen oder aus
Tierschutzgriinden getéteten Tiere, ferner der Zeitpunkt des Todes oder der Totung,
die Zahl der fruchtbaren Tiere, die Zahl der trichtigen Weibchen, die Zahl der
Weibchen, die Jungtiere werfen, und die Zahl der Tiere, die Toxizititszeichen
aufweisen, sowie eine Beschreibung der beobachteten Toxizitét, einschlieBlich des
Zeitpunkts, zu dem die toxischen Wirkungen erstmalig aufgetreten sind, ihrer Dauer
und ihres Schweregrads.

Die numerischen Daten sollten nach einem geeigneten statistischen Verfahren
ausgewertet werden. Die Statistikmethoden sollten Teil des Priifplans sowie
geeignet sein, um Nichtnormaldaten (z. B. Zihldaten), zensierte Daten (z. B.
eingeschriankte Beobachtungszeit), Unabhéngigkeit (z. B. Wirkungen der Wiirfe und
wiederholte  Messungen) sowie ungleiche Varianzen zu  bewiltigen.
Allgemeingiiltige lineare gemischte Modelle und Dosis-Wirkungs-Modelle decken
ein breites Spektrum an Analysetools ab, die fiir die im Rahmen dieser Priifmethode
erzeugten Daten geeignet sein konnen. Der Bericht sollte ausreichende
Informationen {iber das angewandte Analyseverfahren und Computerprogramm
enthalten, damit ein unabhingiger Uberpriifer/Statistiker die Analyse bewerten und
nachvollziehen kann.

Auswertung der Ergebnisse

78.

Die Befunde sind im Hinblick auf die beobachteten Wirkungen, einschlieBlich der
Befunde der makroskopischen und mikroskopischen Untersuchungen, zu bewerten.
Ausgewertet werden u. a. die Beziehung oder die fehlende Beziehung zwischen der
Dosis und dem Vorliegen, dem Auftreten und dem Schweregrad von
Abnormalititen, einschlieBlich makroskopischer Verdnderungen. Zielorgane,
Fruchtbarkeit, klinische Abnormalitdten, Reproduktionsleistung und Wurfleistung,
Verdanderungen des Korpergewichts, Mortalitdit und alle sonstigen toxischen
Auswirkungen und Auswirkungen auf die Entwicklung sind ebenfalls zu bewerten.
Besonderes Augenmerk gilt dabei geschlechtsspezifischen Verdnderungen. Bei der
Auswertung der Testergebnisse sind die physikalisch-chemischen Eigenschaften der
Priifsubstanz und — falls verfiigbar — toxikokinetische Daten, einschlieBlich
plazentarer Ubertragung und Milchausscheidung, zu beriicksichtigen.

Priifbericht

79.

Der Priifbericht sollte die folgenden, zu den in dieser Priifung untersuchten P-, F;.
Tieren und gegebenenfalls F,.Tieren generierten Daten enthalten:

Prufsubstanz:

- Alle vorliegenden relevanten Informationen {ber die Priifsubstanz und
toxikokinetische und toxikodynamische Eigenschaften der Priifsubstanz;
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Kenndaten,

Reinheit.

Vehikel (falls verwendet):

Begriindung der Wahl des Vehikels, sofern anders als Wasser.

Versuchstiere:

Tierart/Stamm,

Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere,

Herkunft, Unterbringungsbedingungen, Erndhrung, Nistmaterial usw.,
Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn,

Vaginalabstrichdaten fiir P-Weibchen vor Beginn der Behandlung (falls zu
diesem Zeitpunkt Daten erhoben wurden),

Paarungsdaten zur P-Generation mit Angabe der ménnlichen und weiblichen
Paarungspartner und des Paarungsergebnisses,

Aufzeichnungen iiber den Herkunftswurf bei adulten Tieren der Generation F;.

Prifungsbedingungen:

Begriindung der gewédhlten Dosisstufen,

Einzelheiten zur chemischen Formulierung der Priifsubstanz/Futterzubereitung
und zu den erreichten Konzentrationen,

Stabilitdt und Homogenitét des Priparats im Vehikel oder in der Tragersubstanz
(z. B. Futter, Trinkwasser), im Blut und/oder in der Milch unter den
Verwendungs- und Lagerbedingungen zwischen den Verwendungen,

Einzelheiten der Verabreichung der Priifsubstanz,

gegebenenfalls Angaben zur Umrechnung der Konzentration der Priifsubstanz im
Futter/Wasser (ppm) in die entsprechende Dosis (mg/kg Korpergewicht/Tag);

Angaben zu Futter- und Wasserqualitét (einschlieBlich Futterzusammensetzung,
sofern verfiigbar),

genaue Beschreibung der Verfahren fiir die Zufallsauswahl von Jungtieren
zwecks Totung und fiir die Einteilung von Jungtieren in die Priifgruppen,

Umgebungsbedingungen,

Verzeichnis der am Versuch Studie beteiligten Personen, einschlieBlich
fachlicher Schulung.

Ergebnisse (Sammel- und Einzeldaten, aufgeschlisseltnach Geschlecht und Dosis ):

Futteraufnahme, Wasseraufnahme (falls erfasst), Futtereftizienz
(Korpergewichtszunahme pro Gramm aufgenommenen Futters, ausgenommen
wihrend der Kohabitation und Laktation) und bei P- und F,-Tieren Aufnahme der
Priifsubstanz (bei Verabreichung tliber das Futter/Trinkwasser),

Angaben zur Resorption (falls vorhanden),
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bei P-Tieren: Angaben zum Korpergewicht,
bei ausgewdhlten F;-Tieren nach der Entwohnung: Angaben zum Korpergewicht,

Zeitpunkt des Todes, falls wihrend des Versuchs eingetreten, oder Angabe, ob
Tiere bis zum Versuchsende tiberlebt haben,

Art, Schweregrad und Dauer der klinischen Beobachtungen (mit Angaben zur
Reversibilitit),

Angaben zu h@matologischen Untersuchungen und Urinuntersuchungen sowie
klinisch-chemische Daten, einschlie3lich TSH und T4,

Phinotypanalyse der Milzzellen (T-, B-, NK-Zellen),
Knochenmarkzellularitit,
Daten zur toxischen Reaktion,

Zahl weiblicher P- und F;-Tiere mit normalem oder abnormalem Ostmszyklus
sowie Zyklusdauer,

Zeit bis zur Paarung (prékoitales Intervall, Anzahl Tage zwischen Paarung und
Deckung),

toxische oder andere Wirkungen auf die Fortpflanzung, einschlieflich Zahl und
Anteil der Tiere, die sich gepaart haben, trachtig wurden, geworfen und laktiert
haben, sowie der minnlichen Tiere, die gezeugt haben, und der weiblichen Tiere
mit Anzeichen von Dystokie/langwieriger oder schwieriger Geburt,

Dauer der Graviditit und gegebenenfalls des Partus,
Anzahl an Implantationen, Wurfgrofle und Anteil der ménnlichen Jungtiere,

Anzahl und Anteil der Abgénge nach der Implantation, der Lebendgeburten und
der Totgeburten,

Angaben zum Gewicht des Wurfs und der Jungtiere (Ménnchen und Weibchen,
einzeln und zusammen), Anzahl der Kiimmerlinge, falls diese bestimmt werden,

Anzahl Jungtiere mit deutlich sichtbaren Abnormalititen,

Toxische oder andere Wirkungen in Nachkommen, postnatales Wachstum,
Lebensfdhigkeit, usw.,

Angaben zu physischen Merkmalen bei Jungtieren und anderen postnatalen
Entwicklungsparametern,

Daten zur Geschlechtsreife von Fi-Tieren,

gegebenenfalls Daten zu funktionellen Beobachtungen bei Jungtieren und adulten
Tieren,

Korpergewicht bei der Totung sowie Angaben zum absoluten und relativen
Organgewicht bei P- und adulten F;-Tieren,

Sektionsbefunde,
ausfiihrliche Beschreibung aller histopathologischen Befunde,

fiir minnliche P- und F;-Tiere: Gesamtzahl der Spermien aus dem
Nebenhodenschwanz, Anteil der progressiv beweglichen Spermien, Anteil der
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morphologisch normalen Spermien und Anteil der Spermien, der der jeweils
festgestellten Abnormalitét entspricht,

fiir P- und F;-Weibchen: gegebenenfalls Anzahl und Reifestadium der Follikel in
den Eierstocken,

Zahlung der Gelbkorper in den Ovarien der F;-Weibchen,
nach Moglichkeit statistische Auswertung der Ergebnisse.

Parameter fiir Kohorte 2:

Ausfiihrliche Beschreibung der zur Standardisierung von Beobachtungen und
Verfahren angewendeten Vorgehensweise sowie Vorgaben fiir die Auswertung
der Ergebnisse,

Auflistung aller angewandten Priifverfahren mit Begriindung,

ausfiihrliche Beschreibung der angewandten verhaltensbezogenen/funktionalen,
neuropathologischen und morphometrischen  Verfahren, einschlieBlich
detaillierter Angaben zu automatischen Vorgéingen,

Kalibrierungsverfahren und Verfahren zur Gewihrleistung der Gleichwertigkeit
der verwendeten Gerdte und der Ausgewognenheit der Priifgruppen wéhrend der
Priifung,

kurze Begriindung, warum bestimmte Entscheidungen die Hinzuziehung eines
Sachverstandigen erfordern,

ausfiihrliche  Beschreibung der nach  Geschlecht und Dosisgruppe
aufgeschliisselten verhaltensbezogenen/ funktionalen, neuropathologischen und
morphometrischen Befunde, einschlielich Erhéhung und Verringerung der
Kontrollhdufigkeit,

Hirngewicht,

etwaige Diagnosen aufgrund neurologischer Anzeichen und Lésionen,
einschlieBlich natiirlich aufgetretener Krankheiten oder Zustande,

Abbildungen von Beispielbefunden,

Low-Power-Imaging zur Bewertung der Homologie der fiir die Morphometrie
verwendeten Sektionen,

statistische Auswertung der Ergebnisse, einschlieBlich statistischer Modelle fiir
die Daten- und Ergebnisanalyse, und zwar unabhédngig davon, ob diese Daten
oder Ergebnisse signifikant waren oder nicht,

Beitrag etwaiger anderer toxischer Wirkungen zur Schlussfolgerung beziiglich
des neurotoxischen Potenzials der Priifsubstanz, aufgeschliisselt nach
Geschlechtern und Dosisgruppen,

Auswirkung etwaiger toxikokinetischer Informationen auf  die
Schlussfolgerungen,

Daten zur Untermauerung der Zuverldssigkeit und Empfindlichkeit der
Priifmethode (d. h. positive Daten und historische Kontrolldaten),

Zusammenhdnge zwischen neuropathologischen und funktionalen Wirkungen
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(sofern diese vorliegen),

- NOAEL-Wert oder Benchmark-Dosis fiir Muttertiere und Nachkommen,
aufgeschliisselt nach Geschlechtern und Dosisgruppen,

- Diskussion der Gesamtauswertung der Daten auf Grundlage der Ergebnisse,
einschlieBlich einer Schlussfolgerung dariiber, ob die Priifsubstanz eine
entwicklungsneurotoxische Wirkung hat oder nicht, und des NOAEL-Werts.

Parameter fiir die Kohorte 3:

- IgM-Antikdrper-Titer im Serum (Sensibilisierung fiir SRBC oder KLH) oder
Einheiten IgM-plaquebildender Zellen in der Milz (Sensibilisierung fiir SRBC),

- die Leistung der TDAR-Methode sollte als Teil des Optimierungsprozesses durch
das Labor, das den Test erstmals einrichtet, und regelmiBig (beispielsweise
jéhrlich) durch alle Labore bestétigt werden,

- Diskussion der Gesamtauswertung der Daten auf Grundlage der Ergebnisse,
einschlieBlich einer Schlussfolgerung dariiber, ob die Priifsubstanz eine
entwicklungsimmuntoxische Wirkung hat oder nicht, und des NOAEL-Wertes.

Diskussion der Ergebnisse

Schlussfolgerungen, einschlieBlich der NOAEL-Werte fir Wirkungen bei Elterntieren und
deren Nachkommen

Alle Informationen, die nicht wahrend des Versuchs generiert wurden, fiir die Auswertung
der Ergebnisse jedoch zweckdienlich sind (z. B. Ahnlichkeiten der Wirkungen mit bekannten
Neurotoxinen) sind ebenfalls anzufiihren.

Auswertung der Ergebnisse

80. Eine erweiterte Ein-Generationen-Priifung auf Reproduktionstoxizitit (EOGRTS)

81.

generiert Daten tiber die Wirkungen wiederholter Verabreichungen einer Chemikalie
wiéhrend aller Phasen des Fortpflanzungszyklus. Sie gibt insbesondere Auskunft
{iber das Fortpflanzungssystem sowie iiber Entwicklung, Wachstum, Uberleben und
funktionale Endpunkte der Nachkommen bis zum postnatalen Tag (PND) 90.

Bei der Auswertung der Priifungsergebnisse sollten alle verfiigbaren Daten {iber die
Priifsubstanz, einschlieBlich  physikalisch-chemischer, toxikokinetischer und
toxikodynamischer Eigenschaften, sowie verfiigbare relevante Informationen iiber
strukturelle Analogien und Ergebnisse vorausgegangener Toxizititsstudien mit der
Priifsubstanz (z. B. akute Toxizitdt, Toxizitit bei wiederholter Verabreichung,
mechanistische Studien und Studien, in denen bewertet wird, ob bei den In-vivo-/In-
vitro-Stoffwechseleigenschaften  erhebliche  qualitative  und  quantitative
artspezifische Unterschiede vorliegen) berticksichtigt werden. Die Ergebnisse der
makroskopischen Untersuchung (Nekropsie) und die Organgewichte sollten nach
Moglichkeit im Kontext der Beobachtungen bewertet werden, die bereits in anderen
Versuchen mit wiederholter Verabreichung gemacht wurden.
Wachstumsverlangsamung bei Nachkommen konnte auf den Einfluss der
Priifsubstanz auf die Milchzusammensetzung zuriickgefiihrt werden (29).
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Kohorte 2 (Entwicklungsneurotoxizitat)

82.

Neurologisch bedingtes Verhalten und neuropathologische Ergebnisse sollten unter
Beriicksichtigung aller Befunde von Fachleuten nach einem weight-of-evidence-
Ansatz ausgewertet werden. Die Muster verhaltensbedingter oder morphologischer
Befunde sollten, sofern vorhanden, ebenso erdrtert werden wie eine nachweisliche
Dosis-Wirkungs-Beziehung. In diese Charakterisierung sollte die Beurteilung der
Entwicklungsneurotoxizitit,einschlielich epidemiologischer Untersuchungen beim
Menschen oder Fallberichte sowie tierexperimentelle Studien (z. B. toxikokinetische
Daten, Daten zur Struktur-Wirkungs-Beziehung, Daten aus anderen
Toxizititsstudien) einflieBen. Die Datenauswertung sollte ferner eine Diskussion
sowohl der biologischen als auch der statistischen Signifikanz beinhalten. Sofern ein
Zusammenhang zwischen neuropathologischen Veridnderungen und
Verhaltensédnderungen beobachtet wurde, sollte dieser in die Beurteilung einbezogen
werden. Leitlinien zur Auswertung der entwicklungsneurotoxischen Ergebnisse
finden sich in der Priifmethode B.53 (35) und in Tyl et al., 2008 (31).

Kohorte 3 (Entwicklungsimmuntoxizitat)

3.

&4.

Die mithilfe des TDAR-Assay (T-Zell-abhingigen Antikdrperantwort) ermittelte
Unterdriickung oder Verstirkung der Immunfunktion sollte im Kontext aller
festgestellten Beobachtungen bewertet werden. Die Signifikanz des TDAR-
Ergebnisses kann durch andere Wirkungen auf immunologisch verwandte
Indikatoren (z. B. Knochenmarkzellularitdt, Gewicht und histopathologische
Untersuchung des Lymphdriisengewebes, Lymphozyten-Teilmengenverteilung)
untermauert werden. Die im TDAR ermittelten Wirkungen sind moglicherweise
weniger aussagekriftig bei anderen Toxizititen, die bei niedrigeren
Expositionskonzentrationen festgestellt werden.

Als Hilfe bei der Auswertung der reproduktionstoxischen und neurotoxischen
Ergebnisse ist das OECD Guidance Document Nr. 43 zu Rate zu zichen (26).
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Anlage 1

MASSNAHMEN UND BEOBACHTUNGEN IM RAHMEN DER FOB (FUNCTIONAL
OBSERVATIONAL BATTERY) (KOHORTE 2A)

Kifig & offenes Gehege

Manipulation

Physiologie

Haltung Leicht zu greifen Temperatur
Unfreiwillige  klonische = und Leicht zu hantieren Korpergewicht
tonische Bewegungen
Schliefung der Augenlider Muskeltonus Pupillenreaktion
Piloerektion Reaktion bei Anndherung PupillengrofBle
Salivation Reaktion auf Beriihren
Tranensekretion Akustische Reaktion
LautduBerungen Reaktion bei

Schwanzkneifen
Aufbidumen Aufrichtungsreaktion

Anomaler Gang

Erregung Greifkraft der
Vordergliedmallen

Stereotypie Greifkraft der
Hintergliedmaf3en

Bizarres Verhalten
Féarbungen

Atmungsstorung

Spreizung des Landefufles
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Anlage 2

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Chemikalie: ein Stoff oder eine Mischung.

Priifsubstanz: jede(r) mittels dieser Priifmethode geteste Stoff bzw. Mischung.
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B.57. H295R-Steroidgenese-Assay

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 456 (2011). Die OECD
setzte sich 1998 zur Prioritét, bestehende Priifrichtlinien fiir Screening und Testung
potenziell endokriner Disruptoren zu {berarbeiten und neue Richtlinien zu
entwickeln. Das Rahmenkonzept der OECD fiir die Testung und Bewertung
endokriner Disruptoren von 2002 umfasst fiinf Stufen, wobei jede Stufe einem
anderen Grad der biologischen Komplexitidt entspricht (1). Bei dem in der
vorliegenden Priifmethode beschriebenen In-vitro Testsystem — dem H295R-
Steroidgenese-Assay - wird eine menschliche Adenokarzinom-Zelllinie (NCI-
H295R-Zellen) verwendet. Der Assay stellt einen ,,In-vitro-Assay der Stufe 2 dar,
und liefert mechanistische Daten®, die zum Screening und fiir Priorisierungszwecke
zu verwenden sind. Die Ausarbeitung und Standardisierung des Assays als
Screeningmethode flir chemische Auswirkungen auf die Steroidgenese,
insbesondere auf die Produktion von 17B-Ostradiol (E2) und Testosteron (T),
erfolgte in mehreren Schritten. Der H295R-Assay ist optimiert und validiert worden

2)3) @) ().

2. Das Ziel des H295R-Steroidgenese-Assays besteht darin, Chemikalien
nachzuweisen, durch die die Produktion von E2 und T beeintrichtigt wird. Mit dem
H295R-Assay sollen Xenobiotika ermittelt werden, die diejenigen endogenen
Bestandteile als Zielstelle(n) haben, die den intrazellularen biochemischen Pfad
bilden, der mit den molekularbiologischen Reaktionen von Cholesterin beginnt und
bis zur Produktion von E2 und/oder T fiihrt. Mit dem H295R-Assay sollen keine
Chemikalien bestimmt werden, die die Steroidgenese aufgrund von Auswirkungen
auf die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-Achse (HPG-Achse) beeintrachtigen.
Der Assay zielt vielmehr darauf ab, im Hinblick auf das Potenzial einer Chemikalie,
die Produktion von T und E2 zu induzieren oder zu hemmen, eine JA/NEIN-
Antwort zu liefern; in einigen Fillen konnen jedoch auch quantitative Ergebnisse
erzielt werden (siche Nummern 53 und 54). Die Ergebnisse des Assays werden als
relative Verdnderungen in der Hormonproduktion im Vergleich zu den
Losungsmittelkontrollen (LK) angegeben. Der Assay zielt nicht darauf ab,
spezifische mechanistische Informationen iiber die Interaktion der Priifsubstanz mit
dem endokrinen System zu liefern. Anhand der Zelllinie wurden Forschungen
durchgefiihrt, um Auswirkungen auf bestimmte Enzyme und Zwischenhormone, wie
zum Beispiel Progesteron, zu bestimmen (2).

3. Die in der vorliegenden Priifmethode verwendeten Begriffe und Abkiirzungen sind in
der Anlage beschrieben. Ein detailliertes Protokoll mit Anweisungen zur Herstellung
von Losungen, Kultivierung von Zellen und Durchfiihrung verschiedener Aspekte
der Priifung ist als Anhang I-IIl des OECD-Dokuments ,,Multi-Laboratory
Validation of the H295R Steroidogenesis Assay to Identify Modulators of
Testosterone and Estradiol Production® verfiigbar (4).
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AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND GRENZEN

4. An der Biosynthese sexueller Steroidhormone sind fiinf verschiedene Enzyme, die
sechs unterschiedliche Reaktionen katalysieren, beteiligt. Die enzymatische
Umwandlung von Cholesterin in Pregnenolon durch das Zytochrom P450 (CYP)
Cholesterin-Seitenkettenspaltungsenzym (CYP11A) ist der erste Schritt in einer
Reihe biochemischer Reaktionen, die in der Synthese steroider Endprodukte gipfeln.
Je nach Reihenfolge der beiden nédchsten Reaktionen teilt sich der Pfad der
Steroidgenese in zwei Pfade auf: den A’-Hydroxysteroid-Pfad und den A*-
Ketosteroid-Pfad, die in der Produktion von Androstenedion (Abbildung 1)
zusammenlaufen.

5. Androstenedion wird durch 17B-Hydroxysteroid Dehydrogenase (178-HSD) in
Testosteron (T) umgewandelt. Testosteron ist sowohl ein Zwischen- als auch ein
Endhormonprodukt. Im ménnlichen Organismus kann T durch 5Sa-Reduktase, die in
Zellmembranen, Kernhiille und im Retikulum von Zielgewebe mit androgener
Wirkung, wie zum Beispiel Prostata und Samenbldschen, gefunden wird, in
Dihydrotestosteron (DHT) umgewandelt werden. DHT ist als Androgen erheblich
wirksamer als T und gilt ebenfalls als Endprodukthormon. Der H295R-Assay misst
kein DHT (siehe Nummer 10).

6. Das Enzym im Pfad der Steroidgenese, das androgene Chemikalien in Ostrogene
Chemikalien umwandelt, ist Aromatase (CYP19). CYP19 wandelt T in 178-
Ostradiol (E2) und Androstenedion in Ostron um. E2 und T gelten als
Endprodukthormone des Steroidgenesepfads.

7. Die Spezifizitit der Lyaseaktivitdt von CYP17 ist bei den Zwischensubstraten von
Tierart zu Tierart unterschiedlich. Im Menschen begiinstigt das Enzym Substrate des
A’-Hydroxysteroid-Pfads (Pregnenolon); dagegen werden in der Ratte Substrate im
A*-Ketosteroid-Pfad (Progesteron) begiinstigt (19). Solche Unterschiede in der
CYP17-Lyaseaktivitdt konnen einige artenabhidngige Unterschiede in der Reaktion
auf Chemikalien erklédren, die die Steroidgenese in vivo verdandern (6). Es hat sich
erwiesen, dass die H295-Zellen die Expression des humanen adulten
Nebennierenenzyms und das Muster der Steroidproduktion am genauesten
widerspiegeln (20), aber auch dafiir bekannt sind, Enzyme sowohl fiir den A°-
Hydroxysteroid als auch fiir den A*-Ketosteroid-Pfad fiir Androgensynthese zu
exprimieren (7) (11) (13) (15).
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CYP11A CYP17 CYP17
Cholesterol I:> Pregnenolone I::> 17a-OHPregnenolone I::> DHEA
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CYP11B2
\Y4
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Abbildung 1: Pfad der Steroidgenese in H295R-Zellen. Enzyme sind kursiv gedruckt, Hormone sind
fettgedruckt und Pfeile zeigen die Richtung der Synthese an. Ein grauer Hintergrund zeigt
Corticosteroidpfade/-produkte an. Sexuelle Steroidhormonpfade/-produkte sind eingekreist. CYP =
Cytochrom P450; HSD = Hydroxysteroid-Dehydrogenase; DHEA = Dehydroepiandrosteron.

8. Die menschliche H295R-Adenokarzinom-Zelllinie ist ein niitzliches In-vitro-Modell
fiir die Ermittlung der Auswirkungen auf die Synthese von Steroidhormonen (2) (7)
(8) (9) (10). Die H295R-Zelllinie exprimiert Gene, die alle wichtigen Enzyme fiir
die oben genannte Steroidgenese verschliisseln (11) (15) (Abbildung 1). Das ist eine
einzigartige Eigenschaft, weil die In-vivo-Expression dieser Gene gewebe- und
entwicklungsstadiumspezifisch ist, d. h. kein Gewebe- oder Entwicklungsstadium
exprimiert alle an der Steroidgenese beteiligten Gene (2). H295R-Zellen weisen
physiologische  Eigenschaften = zonal undifferenzierter = Nebennierenzellen
menschlicher Foten auf (11). Die Zellen stellen ein einzigartiges In-vitro-System
dar, da sie die Fahigkeit besitzen, alle in der adulten Nebennierenrinde und den
Gonaden gefundenen Steroidhormone zu produzieren. Mit ihnen konnen
Auswirkungen sowohl auf die Corticosteroidsynthese als auch auf die Produktion
von sexuellen Steroidhormonen, wie zum Beispiel Androgene und Ostrogene,
gepriift werden, auch wenn der Assay nur fiir den Nachweis von T und E2 validiert
wurde. Die durch das Priifsystem erfassten Anderungen in Form einer Verinderung
der Produktion von T und E2 konnen das Ergebnis einer Vielzahl unterschiedlicher
Interaktionen der Priifsubstanzen mit Steroidgenesefunktionen sein, die durch die
H295R-Zellen exprimiert werden. Dazu gehort die Modulation der Expression, die
Synthese oder die Funktion von bei der Produktion, Umwandlung oder Eliminierung
von Steroidhormonen beteiligten Enzymen (12) (13) (14). Die Hemmung der
Hormonproduktion kann auf eine direkte kompetitive Bindung an ein Enzym im
Pfad, einen Einfluss auf Ko-Faktoren, wie zum Beispiel NADPH
(Nicotinamidadenindinukleotidphosphat) und cAMP (zyklisches
Adenosinmonophosphat), und/oder eine Steroidstoffwechselerhéhung oder die
Reprimierung der Genexpression bestimmter Enzyme im Steroidgenesepfad
zurlickgefiihrt werden. Wéhrend die Hemmung sowohl von direkten als auch
indirekten an der Hormonproduktion beteiligten Prozessen abhéngig sein kann,
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erfolgt die Induktion in der Regel indirekt, beispielsweise durch solche
beeinflussenden Ko-Faktoren wie NADPH und cAMP (wie etwa bei Forskolin),
einen sinkenden Steroidstoffwechsel (13) und/oder eine Hochregulierung der
Genexpression der Steroidgenese.

9. Der H295R-Assay weist mehrere Vorteile auf:

Er ermoéglicht den Nachweis von Erhohungen und Riickgéingen bei der
Produktion von T und E2;

er ermoglicht die direkte Bewertung der potenziellen Auswirkung einer
Chemikalie auf die Zellviabilitdat/Zytotoxizitdt. Dies ist ein wichtiges Element,
weil dadurch Wirkungen, die auf die Zytotoxizitit zuriickgehen, von Wirkungen,
die auf die direkte Interaktion der Chemikalien mit steroidogenen Pfaden
zuriickgehen, unterschieden werden konnen, was in Gewebeexplantatsystemen,
die aus einer Vielzahl von Zelltypen unterschiedlicher Empfindlichkeiten und
Funktionalititen bestehen, nicht mdglich ist;

er erfordert keine Versuchstiere;
die H295R-Zelllinie ist im Handel erhéltlich.

10. Die wichtigsten Einschrinkungen des Assays sind folgende:

Seine metabolische Kapazitit ist nicht bekannt, wahrscheinlich aber eher
begrenzt; daher wiirden Chemikalien, die metabolisch aktiviert werden miissen,
in diesem Assay wahrscheinlich iibersehen.

Da H295R von Nebennierengewebe abgeleitet wird, besitzt es die Enzyme, die
Gluco- und  Mineralocorticoide  ebenso  erzeugen  konnen — wie
Geschlechtshormone; daher konnten die Auswirkungen auf die Produktion von
Gluco- und Mineralocorticoiden die in dem Assay festgestellten T- und E2-
Spiegel beeinflussen.

Der Assay misst kein DHT. Aus diesem Grund ist auch nicht davon auszugehen,
dass mit ihm Chemikalien festgestellt werden konnen, die die Sa-Reduktase
hemmen; fiir diesen Zweck kann der Hershberger Assay (16) verwendet werden.

Mit dem H295R-Assay werden keine Chemikalien festgestellt, die die
Steroidgenese dadurch stdren, dass sie die Hypothalamus-Hypophysen-Gonaden-
Achse (HPG-Achse) beeintrachtigen, da dies nur in intakten Tieren untersucht
werden kann.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

11. Zweck des Assays ist der Nachweis von Chemikalien, die die Produktion von T und
E2 beeintrachtigen. T ist auBerdem ein Zwischenprodukt im Produktionspfad von

E2. Mit dem Assay konnen Chemikalien nachgewiesen werden, die die Enzyme des
Steroidgenesepfades in der Regel hemmen oder auslosen.

12. Der Assay wird in der Regel unter Standardzellkulturbedingungen in 24-Mulden-
Kulturplatten durchgefiihrt. Alternativ dazu koénnen andere Plattengréfen fiir die
Durchfithrung des Assays verwendet werden; die Saat- und Versuchsbedingungen

135



sind dabei jedoch so anzupassen, dass die Leistungskriterien erfiillt sind.

13. Nach einer Akklimatisierungsphase von 24 Stunden in Mehrfachmuldenplatten
werden die Zellen 48 Stunden lang mindestens dreifach sieben Konzentrationen der
Priifsubstanz ausgesetzt. Als Negativ- und Positivkontrollen dienen Testreihen mit
Losungsmittel und jeweils einem bekannten Stoff, der die Hormonproduktion
hemmt bzw. induziert, in einer festen Konzentration. Am Ende der Expositionszeit
wird das Medium aus jeder Mulde entfernt. Unmittelbar nach Entfernen des
Mediums wird in jeder Mulde die Zellviabilitdit untersucht. Die
Hormonkonzentrationen im Medium koénnen mit einer Vielzahl von Methoden
gemessen werden, wozu auch im Handel erhéltliche Kits zur Hormonmessung
und/oder Geridtetechniken wie die Fliissigchromatographie-Massenspektrometrie
gehdren. Die Daten werden als ,,Fold Change* (x-fache Anderung) beziiglich der
Losungsmittelkontrolle und der niedrigsten Konzentration mit messbarer Wirkung
(Lowest-Observed-Effect-Concentration, LOEC) angegeben. Falls der Assay negativ
ist, wird die hochste gepriifte Konzentration als gepriifte Konzentration ohne
messbare  schiadliche Wirkung (No-Observed-Effect-Concentration, NOEC)
dokumentiert. Schlussfolgerungen beziiglich der Fahigkeit einer Chemikalie, die
Steroidgenese zu beeintrachtigen, sollten sich auf mindestens zwei unabhéngige
Testreihen stiitzen. Die erste Testreihe kann zur Dosisfindung, gegebenenfalls mit
anschlieender Anpassung der Konzentrationen fiir die Testreihen 2 und 3, dienen,
wenn Probleme mit der Ldslichkeit oder der Zytotoxizitdt auftreten oder die
Aktivitdt der Chemikalie am Ende des gepriiften Konzentrationsbereichs zu liegen
scheint.

KULTURTECHNIK
Zelllinie

14. Die NCI-H295R-Zellen sind nach Unterzeichnung einer
Materialiibertragungsvereinbarung (Material Transfer Agreement, MTA)® im
Handel von der American Type Culture Collections (ATCC) erhéltlich.

Einleitung

15. Wegen Anderungen in der E2-Produktionskapazitit der Zellen mit zunehmendem
Alter/steigender Passagenzahl (2) sollten die Zellen vor ihrer Verwendung unter
Befolgung eines speziellen Protokolls geziichtet werden, und die Zahl der Passagen
nach dem Auftauen der Zellen sollte ebenso dokumentiert werden wie die Zahl der
Passagen, bei denen die Zellen eingefroren und in fliissigem Stickstoff gelagert
wurden. Die erste Zahl gibt die tatsdchliche Anzahl Zellpassagen an und die zweite
Zahl beschreibt die Anzahl Passagen, bei denen die Zellen eingefroren und
eingelagert wurden. So wiirden beispielsweise Zellen, die nach Passage flinf
eingefroren und aufgetaut und anschlieBend dreimal geteilt wurden (vier Passagen,
wenn die frisch aufgetauten Zellen als Passage 1 gezdhlt werden), nachdem sie

3 ATCC CRL-2128; ATCC, Manassas, VA, USA, [http://www.lgcstandards-atce.org/].
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wieder geziichtet wurden, als Passage 4.5 gekennzeichnet. Ein Beispiel flir ein
Nummerierungsschema ist in Anhang 1 des Validierungsberichts angefiihrt (4).

16. Als Basis flir angereichertes Medium und Einfriermedium wird Stammmedium
verwendet. Angereichertes Medium ist zur Ziichtung von Zellen ein notwendiger
Bestandteil. Einfriermedium wurde speziell fiir ein auswirkungsfreies Einfrieren von
Zellen fiir die langfristige Lagerung konzipiert. Vor der Verwendung sollte Nu-
Serum (oder ein vergleichbares Serum mit gleichen FEigenschaften, das
nachgewiesenermaflen Daten erzeugt, die die Anforderungen an die Priifleistung und
die Qualitdtskontrolle erfiillen), das ein Bestandteil des angereicherten Mediums ist,
auf Hintergrundkonzentrationen von T und E2 untersucht werden. Die Zubereitung
dieser Losungen wird im Anhang Il des Validierungsberichts beschrieben (4).

17. Nach Ansetzen einer H295R-Zellkultur aus einer urspriinglichen ATCC-Partie sind
die Zellen tiber fiinf Passagen zu vermehren (d.h. die Zellen werden vier Mal
geteilt). Passage-Fiinf-Zellen werden dann in fliissigem Stickstoff zur Lagerung
eingefroren. Vor dem Einfrieren der Zellen wird eine Probe der vorangegangenen
Passage-Vier-Zellen in einer Qualititskontrollplatte getestet (Siehe die Nummern 36
und 37), um zu iiberpriifen, ob die Basalhormonproduktion und die Reaktion auf
positive Kontrollchemikalien die in Tabelle 5 festgelegten Qualitdtskontrollkriterien
fiir den Assay erfiillen.

18. H295R-Zellen miissen geziichtet, eingefroren und in fliissigem Stickstoff gelagert
werden, um sicherzustellen, dass fiir die Ziichtung und die Verwendung stets Zellen
der richtigen Passage/des richtigen Alters verfligbar sind. Die maximale Anzahl
Passagen nach Ubernahme einer neuen® oder gefrorenen’ Zellpartie in die Kultur,
die zur Verwendung im H295R-Assay akzeptabel ist, sollte 10 nicht iibersteigen.
Akzeptable Passagen filir Kulturen von Zellen aus einer bei Passage 5 eingefrorenen
Partie wéren beispielsweise 4.5 bis 10.5. Bei Zellen, mit denen von diesen
eingefrorenen Partien begonnen wurde, ist das in Nummer 19 beschriebene
Verfahren zu befolgen. Diese Zellen sind in mindestens vier (4) zusitzlichen
Passagen (Passage 4.5) zu ziichten, bevor sie in Tests eingesetzt werden konnen.

Ausgangszellen aus der Gefrierlagerung

19. Das Verfahren mit Ausgangszellen aus der Gefrierlagerung ist anzuwenden, wenn
eine neue Partie Zellen aus der Lagerung in fliissigem Stickstoff zu Zucht- und
Testzwecken entnommen wird. Dieses Verfahren ist in Anhang Il des
Validierungsberichts ausfiihrlich beschrieben (4). Die Zellen werden aus der
Kryokonservierung entnommen, rasch aufgetaut, in angereichertem Medium in ein
Zentrifugenrohrchen gestellt, bei Zimmertemperatur zentrifugiert, in angereichertem
Medium resuspendiert und in eine Kulturflasche iibertragen. Das Medium ist am
ndchsten Tag auszutauschen. Die H295R-Zellen werden in einem Inkubator bei
37°C und 5% CO; in der Luftatmosphire geziichtet und das Medium wird 2-3 Mal
pro Woche erneuert. Wenn die Zellen zu ungefdhr 85-90% konfluent sind, sollten

4 Neue Partie* bezieht sich auf eine frische Partie Zellen, die von ATCC bezogen wurde.

5 ~Eingefrorene Partie* bezieht sich auf Zellen, die zuvor geziichtet und anschlieBend in einem anderen Labor als ATCC
eingefroren wurden.
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sie aufgeteilt werden. Die Zellen miissen aufgeteilt werden, um Zellgesundheit und
Zellwachstum sicherzustellen und um Zellen fiir die Durchfithrung von Bioassays
zur Verfligung zu haben. Die Zellen werden drei Mal mit Phosphat-gepufferter
Salzldsung (PBS, ohne Ca* Mg*™) ausgespiilt und durch Zugabe eines geeigneten
Ablésungsenzyms, z. B. Trypsin, in PBS (ohne Ca®" Mg”") aus der Kulturflasche
gelost; die Enzymwirkung sollte unmittelbar, nachdem sich die Zellen von der
Kulturflasche 16sen, durch Zugabe eines angereicherten Mediums im dreifachen
Verhiltnis zu dem fiir die Enzymbehandlung verwendeten Volumen gestoppt
werden. Die Zellen werden in ein ZentrifugenrOhrchen gestellt, bei
Zimmertemperatur zentrifugiert; der Uberstand wird entfernt und das Pellet der
Zellen in angereichertem Medium resuspendiert. Die entsprechende Menge
Zelllosung wird in die neue Kulturflasche gegeben. Die Menge Zelllosung sollte so
angepasst werden, dass die Zellen innerhalb von fiinf bis sieben Tagen konfluent
sind. Das empfohlene Subkultivierungsverhiltnis betrdgt 1:3 bis 1:4. Die Platte ist
sorgfiltig zu etikettieren. Die Zellen sind jetzt fiir die Verwendung im Assay bereit
und {iiberschiissige Zellen sollten nach der Beschreibung unter Nummer 20 in
fliisssigem Stickstoff eingefroren werden.

Einfrieren von H295R-Zellen (Vorbereitung von Zellen fiir die Kryokonservierung)

20. Um H295R-Zellen zum Einfrieren vorzubereiten, ist das oben beschriebene
Verfahren fiir die Aufteilung von Zellen bis zu dem Schritt der Resuspendierung des
Zellenpellets am Boden des Zentrifugenr6hrchens zu befolgen. Hier wird das
Zellenpellet in Einfriermedium resuspendiert. Die Losung wird in ein entsprechend
etikettiertes Kryogenflischchen {bertragen und bei -80°C 24 Stunden lang
eingefroren. Danach wird das Kryogenfldschchen zur Lagerung in fliissigen
Stickstoff gegeben. Dieses Verfahren ist in Anhang III des Validierungsberichts
ausflihrlich beschrieben (4).

Plattierung und Vorinkubation von Zellen fiir die Durchfiihrung der Tests

21. Die benétigte Anzahl an nach den Angaben in Absatz 19 vorbereiteten 24-
Muldenplatten hingt von der Zahl der zu priifenden Chemikalien und der Konfluenz
der Zellen in den Kulturschalen ab. In der Regel bietet eine Kulturflasche (75 cm?)
mit 80-90 % konfluenten Zellen geniigend Zellen fiir eine bis eineinhalb Platten (24-
Mulden) mit einer Zieldichte von 200 000 bis 300 000 Zellen pro ml Medium, was
innerhalb von 24 Stunden zu ungefdhr 50-60 % Konfluenz in den Mulden fiihrt
(Abbildung 2). Dies ist typischerweise die optimale Zelldichte fir die
Hormonproduktion im Assay. Bei hoheren Dichten verdndern sich sowohl die T- als
auch die E2-Produktionsmuster. Bevor der Assay das erste Mal durchgefiihrt wird,
empfiehlt es sich, unterschiedliche Einsaatdichten zwischen 200 000 und 300 000
Zellen pro ml zu priifen und die Dichte, die sich bei 50-60 % Konfluenz in der
Mulde nach 24 Stunden ergibt, fiir weitere Versuche auszuwéhlen.
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Abbildung 2: Mikrofotografie von H295R-Zellen bei einer Einsaatdichte von 50 % in einer 24-Mulden-
Kulturplatte nach 24 Stunden, aufgenommen am Rand (A) und in der Mitte (B) einer Mulde.

22. Das Medium wird aus der Kulturflasche pipettiert und die Zellen werden drei Mal
mit steriler PBS (ohne Ca2+Mg2+) ausgespiilt. Es wird eine Enzymlosung (in PBS)
zugegeben, um die Zellen von der Kulturflasche abzulosen. Nachdem ein
angemessener Zeitraum zur Ablosung der Zellen verstrichen ist, sollte die
Enzymwirkung durch Zugabe eines angereicherten Mediums im dreifachen
Verhiltnis zu dem fiir die Enzymbehandlung verwendeten Volumen gestoppt
werden. Die Zellen werden in ein Zentrifugenrdhrchen gestellt und bei
Zimmertemperatur zentrifugiert; der Uberstand wird entfernt und das Pellet der
Zellen in angereichertem Medium resuspendiert. Die Zelldichte wird beispielsweise
mit einer Zdhlkammer oder einem Zihlgerit berechnet. Die Zelllosung sollte auf die
gewiinschte Plattierungsdichte verdiinnt und griindlich gemischt werden, um eine
homogene Zelldichte sicherzustellen. Die Zellen sollten mit 1 ml Zelllosung/Mulde
plattiert und die Platten und Mulden etikettiert werden. Die besdten Platten werden
24 Stunden lang bei 37°C und 5 % CO, in Luft inkubiert, damit die Zellen an den
Mulden anwachsen konnen.

ANFORDERUNGEN AN DIE QUALITATSKONTROLLE

23. Es ist von entscheidender Bedeutung, bei der Dosierung ganz exakte Volumina der
Losungen und Proben in die Mulden zu geben, weil diese Volumina die
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Konzentrationen bestimmen, die in den Berechnungen der Assay-Ergebnisse
verwendet werden.

24. Vor dem Ansetzen einer Zellkultur und der spéteren Durchfiihrung von Tests, hat
jedes Labor die Empfindlichkeit seines Hormonmesssystems nachzuweisen
(Nummern 29-31).

25. Werden  antikorperbasierte  Hormonmessungsassays verwendet, sind die
Priifsubstanzen vor Beginn der Tests, wie unter Nummer 32 beschrieben, darauf zu
priifen, ob sie das fiir die quantitative Bestimmung von T und E2 verwendete
Bestimmungssystem unter Umstdnden beeintridchtigen konnen.

26. Fiir den Assay wird das Losungsmittel DMSO empfohlen. Falls ein alternatives
Losungsmittel verwendet wird, ist Folgendes zu bestimmen:

- die Loslichkeit der Priifsubstanz, Forskolin und Prochloraz im Losungsmittel und

- die Zytotoxizitit in Abhéngigkeit von der Konzentration des Losungsmittels.

Es wird empfohlen, dass die maximal zuldssige Losungsmittelkonzentration eine 10-
fache Verdinnung der am wenigsten zytotoxischen Konzentration des
Losungsmittels nicht iibersteigen sollte.

27.Bevor die Tests zum ersten Mal durchgefiihrt werden, hat das Labor einen
Eignungsversuch durchzufiihren und nachzuweisen, dass es die entsprechende
Zellkultur und die Versuchsbedingungen, die fiir die chemischen Priifungen laut den
Beschreibungen in den Absidtzen 33-35 erforderlich sind, erzielen und
aufrechterhalten kann.

28. Wenn Testreihen begonnen werden, bei denen eine neue Charge verwendet wird, ist
vor der Verwendung einer neuen Zellpartie eine Testreihe mit einer Kontrollplatte
durchzufiihren, um die Leistung der Zellen, wie unter den Nummern 36 und 37
beschrieben, zu bewerten.

Leistung des Hormonmesssystems

Empfindlichkeit, Genauigkeit, Prazision und Kreuzreaktivitdt mit der Probenmatrix der
Methode

29. Jedes Labor kann fiir die Analyse der Produktion von T und E2 durch H295R-Zellen
ein Hormonmesssystem seiner Wahl verwenden, so lange dieses die
Leistungskriterien,  einschlieBlich  der  Quantifizierungsgrenze  (Limit  of
Quantification, LOQ) erfillt. Nominal liegt die Quantifizierungsgrenze bei
100 pg/ml fiir T bzw. bei 10 pg/ml fiir E2. Diese Grenzen basieren auf den in den
Validierungsstudien beobachteten Basalhormonspiegeln. In Abhdngigkeit zu den im
durchfiihrenden Labor erzielten Basalhormonspiegeln kénnen jedoch auch hohere
oder niedrigere Werte angemessen sein. Vor dem Ansetzen einer
Qualitdtskontrollplatte und der Einleitung von Testreihen hat das Labor
nachzuweisen, dass der Hormonassay, der verwendet werden soll,
Hormonkonzentrationen in angereichertem Medium so genau und prizise
bestimmen kann, dass die in den Tabellenl wund 5 angegebenen
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Qualitdtskontrollkriterien erfiillt werden. Dieser Nachweis erfolgt durch die Analyse
eines mit einer internen Hormonkontrolle versetzten angereicherten Mediums. Das
angereicherte Medium ist mit mindestens drei Konzentrationen eines jeden Hormons
als Spike zu versetzen (z. B. 100, 500 und 2500 pg/ml von T; 10, 50 und 250 pg/ml
von E2; oder fiir die niedrigsten Spikekonzentrationen fiir T und E2 kénnen die auf
den  Nachweisgrenzen des gewihlten  Hormonmesssystems  gestiitzten
niedrigstmdglichen Konzentrationen verwendet werden) und zu analysieren. Die
gemessenen Hormonkonzentrationen der nicht extrahierten Proben sollten innerhalb
von 30% der Nominalkonzentrationen liegen und die Variation zwischen
wiederholten Messungen derselben Probe sollte 25 % nicht {ibersteigen (weitere
Kriterien fiir die Qualitdtskontrolle finden sich auch in Tabelle 8). Werden diese
Qualitdtskontrollkriterien erfiillt, wird davon ausgegangen, dass der ausgewdihlte
Hormonmessassay ausreichend genau und prézise ist und nicht zu derartigen
Kreuzreaktionen mit den Bestandteilen im Medium (Probenmatrix) flihrt, dass ein
erheblicher Einfluss auf das Ergebnis des Assay angenommen werden konnte. In
einem solchen Fall ist keine Extraktion von Proben vor der Messung der Hormone
erforderlich.

30. Fiir den Fall, dass die in den Tabellen 1 und 8 angefiihrten Qualitdtskontrollkriterien
nicht erfiillt werden, kann es zu einer erheblichen Matrixwirkung kommen und es ist
ein Versuch mit extrahiertem versetztem Medium durchzufiihren. Ein Beispiel fiir
ein Extraktionsverfahren ist in Anhang 1 des Validierungsberichts angefiihrt (4). Die
Messungen der Hormonkonzentrationen in den extrahierten Proben sind dreifach
durchzufiihren.® Wenn gezeigt werden kann, dass die Bestandteile des Mediums
nach der Extraktion die Hormonbestimmungsmethode nach den Festlegungen durch
die Qualitédtskontrollkriterien nicht beeintrdchtigen, sind alle weiteren Versuche
mithilfe extrahierter Proben durchzufiihren. Falls die Qualitatskontrollkriterien nach
der Extraktion nicht erfiillt werden konnen, ist das verwendete Hormonmesssystem
fiir den Zweck des H295R Steroidgenese-Assay nicht geeignet und es ist eine
alternative Hormonbestimmungsmethode zu verwenden.

Standardkurve

31. Die Hormonkonzentrationen der Losungsmittelkontrollen (LK) sollten innerhalb des
linearen Teils der Standardkurve liegen. Die Werte der Losungsmittelkontrollen
sollten vorzugsweise nahe an den Mittelpunkt des linearen Anteils fallen, um
sicherzustellen, dass die Einleitung und die Hemmung der Hormonsynthese
gemessen werden kann. Die zu messenden Verdiinnungen des Mediums (oder
Extrakte) sind entsprechend auszuwéhlen. Die lineare Beziehung ist durch einen
geeigneten statistischen Ansatz zu bestimmen.

Test auf chemische Interferenz

32. Sollen zur Messung der Hormone antikorperbasierte Assays, wie zum Beispiel
Enzyme-Linked Immunosorbent-Assays (ELISA) oder Radio-Immuno-Assays (RIA)
verwendet werden, ist jede Chemikalie vor Beginn der tatsichlichen Priifung der
Chemikalien darauf zu priifen, ob sie das einzusetzende Hormonmesssystem

® Anmerkung: Wenn die Extraktion erforderlich ist, werden fiir jeden Extrakt drei wiederholte Messungen durchgefiihrt. Jede Probe wird nur einmal extrahiert.
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moglicherweise beeintrachtigt (Anhang III des Validierungsberichts (4)), da diese
Tests durch einige Chemikalien beeintrachtigt werden konnen (17). Wenn aus der
Bestimmung der Hormonanalyse hervorgeht, dass eine Beeinflussung > 20 % der
Basalhormonproduktion fiir T und/oder E2 erfolgt, ist der Test auf chemische
Beeinflussung des Hormonassay (wie im Anhang III des Validierungsberichts (4)
Abschnitt 5.0 beschrieben) fiir alle Stammldsungsverdiinnungen der Priifsubstanz
durchzufithren, um die Schwellendosis zu ermitteln, bei der eine signifikante
Beeinflussung (> 20 % ) erfolgt. Wenn die Beeinflussung geringer ist als 30 %
konnen die Ergebnisse um die Beeinflussung korrigiert werden. Wenn die
Beeinflussung grofer ist als 30 %, sind die Daten ungiiltig und die Daten bei diesen
Konzentrationen sind zu verwerfen. Wenn es bei mehr als einer nicht zytotoxischen
Konzentration zu einer signifikanten Beeinflussung des Hormonmesssystems durch
die Priifsubstanz kommt, muss ein anderes Hormonmesssystem verwendet werden.
Um Beeinflussungen von kontaminierenden Chemikalien zu vermeiden, wird
empfohlen, dass Hormone aus dem Medium mithilfe eines geeigneten
Losungsmittels extrahiert werden. Geeignete Methoden finden sich im
Validierungsbericht (4).

Tabelle 1: Leistungskriterien fiir Hormonmesssysteme

Parameter Kriterium
Empfindlichkeit der | Quantifizierungsgrenze (LOQ)
Messmethode

Hormonextraktionseffizienz (nur,
wenn Extraktion notig ist)

T: 100 pg/ml; E2: 10 pg/ml *

Die durchschnittlichen Wiederfindungsraten (gestiitzt auf
dreifache Messungen) fiir die versetzten Hormonmengen

sollten nicht mehr als 30 % von der Menge abweichen, die
zugegeben wurde.

Chemische Beeinflussung (nur | Es sollte zu keiner wesentlichen (>30% der
antikorperbasierte Systeme) Basalhormonproduktion des entsprechenden Hormons)
Kreuzreaktion mit einem der von den Zellen produzierten
Hormone kommen *°

Anmerkung: Die Messgrenzen der Methode basieren auf den in Tabelle 5 angefiihrten
Basalhormonproduktionswerten und sind leistungsgestiitzt. Wenn eine hohere Basalhormonproduktion
erzielt werden kann, kann der Grenzwert auch hoher sein.

Einige T- und E2-Antikoérper konnen bei einem hdheren Anteil unter Umsténden zu Kreuzreaktionen
mit Androstendion bzw. Ostron fiihren. In solchen Fillen ist es nicht moglich, die Wirkungen auf 17B-
HSD genau zu bestimmen. Die Daten konnen dennoch niitzliche Auskiinfte iiber die Wirkungen auf
die Ostrogen- oder Androgenproduktion im Allgemeinen geben. In solchen Fillen sind die Angaben
als Androgen-/Ostrogenreaktionen und nicht als E2 und T auszuweisen.

Dazu gehoren: Cholesterin, Pregnenolon, Progesteron, 11-Deoxykortikosteron, Kortikosteron,
Aldosteron, 17a-Pregnenolon,17a-Progesteron, Deoxykortison, Kortison, DHEA, Androstenedion,
Ostron.

Eignungspriifung des Priiflabors

33. Bevor unbekannte Chemikalien gepriift werden, hat ein Labor nachzuweisen, dass es
die  Kompetenz  besitzt, die entsprechenden  Zellkultur- und die
Versuchsbedingungen, die fiir die erfolgreiche Durchfiihrung des Assay erforderlich
sind, herzustellen und aufrechtzuerhalten. Dieser Nachweis erfolgt im Rahmen einer
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34.

Eignungspriifung. Da die Leistung eines Assays unmittelbar mit den durchfiihrenden
Labortechnikern zusammenhéngt, sollten diese Verfahren teilweise wiederholt
werden, wenn es zu einem Wechsel des Laborpersonals kommt.

Diese Eignungspriifung wird unter denselben Bedingungen durchgefiihrt, wie sie
unter den Nummern 38 bis 40 beschrieben sind, d.h. Zellen werden sieben
zunchmenden Konzentrationen starker, mittlerstarker und schwacher Induktoren und
Inhibitoren sowie einer negativen Chemikalie ausgesetzt werden (sieche Tabelle 2).
Zu den zu priifenden Chemikalien gehdren im Einzelnen der starke Induktor
Forskolin (CAS-Nr. 66575-29-9), der starke Inhibitor Prochloraz (CAS-Nr. 67747-
09-5), der mittelstarke Induktor Atrazin (CAS-Nr. 1912-24-9), der mittelstarke
Inhibitor Aminoglutethimid (CAS-Nr. 125-84-8), der schwache Induktor (E2-
Produktion) und der schwache Inhibitor (T-Produktion) Bisphenol A (CAS-Nr. 80-
05-7) sowie die negative Chemikalie Human-Choriongonadotropin (hCG) (CAS-
Nr. 9002-61-3), wie in Tabelle 2 dargestellt. Testreihen mit separaten Platten werden
fiir alle Chemikalien durchgefiihrt; dabei ist das in Tabelle 6 angegebene Format zu
verwenden. Eine Qualitdtskontrollplatte (Tabelle 4, Nummern 36-37) ist bei den
taglichen Testreihen fiir die Eignungspriifungschemikalien einzubeziehen.

Tabelle 2: Eignungspriifungschemikalien und Expositionskonzentrationen

Chemikalie Priifkonzentrationen [uM]

Prochloraz 0% 0,01, 0,03,0,1,0,3, 1, 3, 10
Forskolin 0%0,03,0,1,0,3,1, 3, 10, 30

Atrazin 0% 0,03,0,1, 1, 3, 10, 30, 100
Aminoglutethimid 0% 0,03,0,1, 1, 3, 10, 30, 100
Bisphenol A 0% 0,03,0,1, 1, 3, 10, 30, 100
HCG 0%0,03,0,1,1,3,10,30, 100

“Losungsmittel (DMSO) Kontrolle (0), 1 ul DMSO/Mulde

35.

Die Exposition von H295R-Zellen gegeniiber Eignungspriifungschemikalien sollte
bei der Eignungspriifung des Labors in 24-Mulden-Platten durchgefiihrt werden. Die
Dosierung erfolgt fiir alle Priifsubstanzdosen in pM . Die Dosen sind in DMSO bei
0,1% v/v pro Mulde zu verabreichen. Alle Priifkonzentrationen sind in Dreifach-
Mulden zu testen (Tabelle 6). Fiir jede Chemikalie werden separate Platten
verwendet. Eine Qualititskontrollplatte wird in alle taglichen Testreihen einbezogen.

Zellviabilitits- und Hormonanalysen sind nach den Vorgaben der Nummern 42 bis
46 durchzufiihren. Der Schwellenwert [niedrigste Konzentration mit messbarer
Wirkung (Lowest-Observed-Effect-Concentration, LOECQ)] und das
Einstufungsergebnis sind zu dokumentieren und mit den Werten in Tabelle 3 zu
vergleichen. Die Daten gelten als akzeptabel, wenn sie die Bedingungen fiir den
LOEC-Wert und das Einstufungsergebnis in Tabelle 3 erfiillen.

Tabelle 3: Schwellenwerte (LOEC-Werte) und Einstufungergebnisse fiir
Eignungspriifungschemikalien

LOEC [pM] Entscheidungsergebnis

CAS-
Nummer
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T E2 T E2
Prochloraz 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)
Aminoglutethi 125-84-8 <100 <100 + (Inhibition) + (Inhibition)
mid
Bisphenol A 80-05-7 <10 <10 + (Inhibition) + (Induktion)
HCG 9002-61-3 entfallt entfallt Negativ Negativ
* +, positiv

entféllt: keine Angabe, weil nach der Exposition gegeniiber nicht-zytotoxischen Konzentrationen der
negativen Kontrolle keine Anderungen eintreten sollten.

Qualititskontrollplatte

36. Die Qualitiitskontrollplatte (QK-Platte) wird zur Uberpriifung der Leistung der
H295R-Zellen unter Standardkulturbedingungen und zur Einrichtung einer
Datenbank fiir frithere Daten iber Hormonkonzentrationen in
Losungsmittelkontrollen und Positiv- und Negativkontrollen sowie zur Festlegung
anderer im Laufe der Zeit durchzufiihrenden QualitdtskontrollmafBnahmen
verwendet.

- Die Leistung der H295R-Zellen ist mithilfe einer QK-Platte fiir jede neue ATCC-
Charge oder nach der erstmaligen Verwendung zuvor eingefrorener Zellen zu
bewerten, sofern die Eignungspriifung des Labors (Nummern 32-34) nicht mit
dieser Zellpartie durchgefiihrt worden ist.

- Eine QK-Platte gewéhrleistet bei der Priifung von Chemikalien eine vollstindige
Bewertung der Assay-Bedingungen (z. B. Zellviabilitit, Losungsmittelkontrollen,
Negativ- und Positivkontrollen sowie Intra- und Interassay-Variabilitdt) und
sollte Bestandteil jeder Testreihe sein.

37. Der Qualitdtskontrolltest wird in einer 24-Muldenplatte durchgefiihrt und folgt fiir
die Inkubation, die Dosierung, die Zellviabilitdt/Zytotoxizitit, die Hormonextraktion
und die Hormonanalyse denselben Verfahren, die sie bereits unter den Nummern 38
bis 46 fiir Chemikalientestungen beschrieben wurden. Die Qualititskontrollplatte
enthdlt Blindproben, Ldsungsmittelkontrollen und zwei Konzentrationen eines
bekannten Induktors (Forskolin, 1, 10 uM) und Inhibitors (Prochloraz, 0,1, 1 uM)
fiir die E2- und T-Synthese. Dariiber hinaus wird in ausgewihlten Mulden als
Positivkontrolle fiir den Viabilitits-/Zytotoxizitdtsassay MeOH verwendet. Eine
ausfiihrliche Beschreibung der Plattenanordnung findet sich in Tabelle 4. Die
Kriterien, die bei der QK-Platte erfiillt sein miissen, sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Die
Mindestwerte fiir die Basalhormonproduktion fiir T und E2 sind sowohl bei den
Mulden mit der Losungsmittelkontrolle als auch bei den Blindproben einzuhalten.

Tabelle 4: Anordnung der Qualititskontrollplatte fiir die Priifung der Leistung nicht exponierter
H295R-Zellen und Zellen, die gegeniiber einem bekannten Inhibitor (PRO = Prochloraz) und
Induktor (FOR = Forskolin) der E2- und T-Produktion exponiert wurden. Nach
abgeschlossenem Expositionsversuch und der Entfernung des Mediums wird eine 70 %ige
Methanollésung in alle MeOH-Mulden gegeben, die als Positivkontrolle fiir die Zytotoxizitat
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dienen (siehe Zytotoxizitits-Assay in Anhang III des Validierungsberichts) (4).
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1 2 3 4 5 6
Blindprobe® | Blindprobe® | Blindprobe® | Blindprobe® | Blindprobe® | Blindprobe®
(+MeOH)” | (+MeOH)” | (+MeOH)"
DMSO* DMSO* DMSO* DMSO* DMSO* DMSO*
1 ul 1 ul 1l
1 ul 1 ul 1 ul
(+ MeOH)® | (+MeOH”® | (+ MeOH)"®
FOR1uM |FORI1uM | FORIuM PROO, uM | PROO,I uM | PROO,1 uM
FOR10uM | FOR10uM | FOR10uM |PROIuM |PRO1uM | PRO 1 puM

Zellen in Blindprobenmulden erhalten nur Medium (d. h. kein Lésungsmittel).

Methanol (MeOH) wird nach abgeschlossener Exposition und nach Entfernung des Mediums aus

diesen Mulden zugegeben.

¢ DMSO-Losungsmittelkontrolle (1 ul/Mulde).

Tabelle 5: Leistungskriterien fiir die Qualitétskontrollplatte

T

E2

Basalhormonproduktion in der
Losungsmittelkontrolle (LK)

> 5-fache LOQ

> 2,5-fache LOQ

Induktion (10 uM Forskolin)

>1,5-fache LK

>7,5-fache LK

Inhibition (1 uM Prochloraz)

<0,5-fache LK

<0,5-fache LK

VERFAHREN DER CHEMIKALIENEXPOSITION

38. Die vorinkubierten Zellen werden aus dem Inkubator entnommen (Nummer 21) und
vor der Zudosierung unter einem Mikroskop kontrolliert, um sicherzustellen, dass
sie sich in gutem Zustand befinden (Anhaftung, Morphologie).

39. Die Zellen werden in eine Biosicherheitswerkbank platziert und das angereicherte
Medium wird entfernt und durch ein neues angereichertes Medium ersetzt
(1 ml/Mulde). Fiir diese Priifmethode wird DMSO als Ldsungsmittel empfohlen.
Sollten jedoch Griinde fiir die Verwendung anderer Losungsmittel vorliegen, ist dies
wissenschaftlich zu begriinden. Die Zellen werden durch Zugabe von 1 pul der
geeigneten Stammlosung in DMSO (siehe Anhang II des Validierungsberichts (4))
pro 1 ml angereichertes Medium (Muldenvolumen) gegeniiber der Priifsubstanz
exponiert. Dadurch ergibt sich eine Endkonzentration von 0,1% DMSO in den
Mulden. Um eine angemessene Vermischung sicherzustellen, wird im Allgemeinen
empfohlen, die geeignete Stammlosung der Priifsubstanz in DMSO mit
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angereichertem Medium zu mischen, um so fiir jede Dosis die gewiinschte
Endkonzentration zu erhalten, und die Mischung unverziiglich nach Entfernen des
alten Mediums in die Mulden zu geben. Bei einer solchen Vorgehensweise sollte die
Konzentration von DMSO (0,1%) in allen Mulden gleich bleiben. Die Mulden mit
den beiden hochsten Konzentrationen werden mithilfe eines Stereomikroskops
visuell auf Bildung von Niederschlag oder Triibung (Hinweis auf die unvollstandige
Loslichkeit der Priifsubstanz) untersucht. Werden solche Bedingungen (Triibung,
Niederschlagsbildung) beobachtet, sind die Mulden mit den néchstniedrigeren
Konzentrationen ebenfalls zu untersuchen (und so weiter), und Konzentrationen, die
sich nicht vollstdndig gelost haben, sind aus der weiteren Bewertung und Analyse
auszuschlieBen. Die Platte wird bei 37°C und 5% CO, in der Luftatmosphére
48 Stunden lang in den Inkubator zuriickgestellt. Die Anordnung der
Priifsubstanzplatte ist in Tabelle 6 dargelegt. Die Stimme 1-7 zeigen Bestiickung
mit zunehmenden Dosen Priifsubstanz.

Tabelle 6: Dosierungsschema fiir die Exposition von H295R-Zellen gegeniiber Priifsubstanzen
in einer 24-Muldenplatte

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

40. Nach 48 Stunden werden die Expositionsplatten aus dem Inkubator genommen und
jede Mulde wird unter dem Mikroskop auf den Zustand der Zellen (Anhaftung,
Morphologie, Grad der Konfluenz) und Anzeichen von Zytotoxizitit untersucht. Das
Medium aus jeder Mulde wird in zwei gleiche Mengen (von jeweils ungefdhr
490 pl) unterteilt und in zwei separate, entsprechend gekennzeichnete Flaschchen
gegeben (d. h. ein Aliquot als Ersatzprobe fiir jede Mulde). Um zu verhindern, dass
die Zellen austrocknen, wird jeweils immer nur aus einer Reihe oder einer Kolonne
Medium entfernt und durch das Medium fiir die Zellviabilitits-
/Zytotoxizititspriifung  ersetzt. Wenn die Zellviabilitdt/Zytotoxizitdt nicht
unverziiglich bestimmt wird, werden in jede Mulde 200 pl PBS mit Ca*" und Mg*"
zugegeben. Die Medien werden bis zur weiteren Analyse der
Hormonkonzentrationen (siche Nummern 44-46) bei -80°C eingefroren. Obwohl in
Medium bei -80°C aufbewahrtes T und E2 in der Regel zwar mindestens drei
Monate lang stabil bleiben, sollte die Hormonstabilitdt wihrend der Lagerung in
jedem Labor dennoch dokumentiert werden.

41. Unmittelbar nachdem das Medium entfernt wurde, wird fiir jede Expositionsplatte
die Zellviabilitat/Zytotoxizitit bestimmt.

Bestimmung der Zellviabilitit

42.Zur Bestimmung der potenziellen Auswirkung der Priifsubstanz auf die
Zellviabilitit/Zytotoxizitdt kann ein beliebiger Zellviabilitits-/Zytotoxizitits-Assay
durchgefiihrt werden. Der Assay sollte eine reale Messung des Anteils der in einer
Mulde présenten lebensfidhigen Zellen gewdhrleisten oder es sollte nachgewiesen
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43.

werden, dass er direkt mit dem (einer linearen Funktion des) Live/Dead®-Assay
vergleichbar ist (siche Anhang III des Validierungsberichts (4)). Ein alternativer
Assay, der sich ebenfalls bewédhrt hat, ist der MTT-Test [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-
yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid] (18). Die Bewertung der Zellviabilitit nach den
vorgenannten Methoden entspricht einer relativen Messung, die nicht unbedingt
lineare Beziehungen zur absoluten Zahl der Zellen in einer Mulde aufweist. Daher
sollte der Priifer parallel dazu jede Mulde einer subjektiven visuellen Beurteilung
unterziehen und Digitalfotos der Losungsmittelkontrollen und der beiden hochsten
nicht zytotoxischen Konzentrationen aufnehmen und archivieren, um so eine spétere
Beurteilung der genauen Zelldichte zu erméglichen, sollte eine solche erforderlich
werden. Sollten Sichtkontrolle oder Viabilitits-/Zytotoxizitits-Assay auf eine
Erhohung der Zellenanzahl hindeuten, so muss diese iiberpriift werden. Wird die
Erhohung der Zellenanzahl bestitigt, ist dies im Priifbericht anzugeben. Die
Zellviabilitdt wird bezogen auf die durchschnittliche Reaktion in den
Losungsmittelkontrollen ausgedriickt (bei der davon ausgegangen wird, dass sie zu
100 % lebensfiahigen Zellen entspricht) und in einer fiir den jeweils verwendeten
Zellviabilitits-/Zytotoxizitits-Assay geeigneten Weise berechnet. Fiir den MTT-
Assay kann die folgende Formel verwendet werden:

% lebensfihige Zellen = (Reaktion in der Mulde — durchschnittliche Reaktion in
mit MeOH [=100 % tote Zellen] behandelten Mulden) + (durchschnittliche Reaktion
in Mulden mit Losungsmittelkontrolle - durchschnittliche Reaktion in mit MeOH
[=100 % tote Zellen] behandelten Mulden)

Mulden mit einer niedrigeren Viabilitit als 80% im Verhiltnis zu der
durchschnittlichen Viabilitdt in den Losungsmittelkontrollen (= 100 % Viabilitit)
sollten in die endgiiltige Datenanalyse nicht einbezogen werden. Kommt es bei einer
Zytotoxizitdt von beinahe 20% zur Hemmung der Steroidgenese, muss sich der
Priifer vergewissern, dass die Ursache fiir die Hemmung nicht die Zytotoxizitét ist.

Hormonanalyse

44. Jedes Labor kann fiir die Analyse von T und E2 ein Hormonmesssystem seiner

45.

Wahl  verwenden.  Zusitzliche Mediumaliquoten aus den  einzelnen
Behandlungsgruppen konnen fiir die Zubereitung von Verdiinnungen verwendet
werden, um die Konzentration in den linearen Teil der Standardkurve zu bringen.
Gemill Nummer 29 sollte jedes Labor nachweisen, dass sein Hormonmesssystem
(z. B. ELISA, RIA, LC-MS, LC-MS/MS) den Qualitdtskontrollkriterien entspricht.
Dieser Nachweis erfolgt durch die Analyse eines mit einer internen
Hormonkontrolle versetzten angereicherten Mediums, bevor
Qualitdtskontrolltestreihen durchgefiihrt oder Chemikalien gepriift werden. Um
sicherzustellen, dass die Bestandteile des Priifsystems die Hormonmessung nicht
beeintrachtigen, miissen die Hormone vor ihrer Messung moglicherweise aus dem
Medium extrahiert werden (fiir die Bedingungen, unter denen eine Extraktion
erforderlich oder nicht erforderlich ist, siche Nummer 30). Es wird empfohlen, bei
der Extraktion die in AnhangIll des Validierungsberichts angegebenen
Verfahrensvorschriften zu befolgen (4).

Wird ein im Handel erhéltliches Testkit fiir die Messung der Hormonproduktion
verwendet, sollte die Hormonanalyse nach den Vorgaben in den
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Bedienungsanleitungen des jeweiligen Herstellers durchgefiihrt werden. Die meisten
Hersteller verfligen iiber ein spezielles Verfahren fiir die Durchfithrung von
Hormonanalysen. Verdiinnungen von Proben miissen so angepasst werden, dass die
erwarteten Hormonkonzentrationen fiir die Losungsmittelkontrollen in die Mitte des
linearen Bereichs der Standardkurve des einzelnen Assays fallen (Anhang III des
Validierungsberichts (4)). Werte auBBerhalb des linearen Bereichs der Standardkurve
sind zu verwerfen.

46. Die endgiiltigen Hormonkonzentrationen werden folgendermal3en berechnet:

Beispiel:

Extrahiert: 450 ul Medium

Rekonstituiert in: 250 pl Assay-Puffer

Verdiinnung im Assay: 1:10 (um die Probe in den linearen Bereich der

Standardkurve zu bringen)

Hormonkonzentration im 150 pg/ml (bereits an die Konzentration pro ml
Assay: getesteter Probe angepasst)

Wiederfindung: 89 %

Endgiiltige (Hormonkonzentration (pro ml) +
Hormonkonzentration = Wiederfindung) (Verdiinnungsfaktor)

Endgiiltige (150 pg/ml) + (0,89) x (250 pl/450 pl) x 10 =
Hormonkonzentration = 936,3 pg/ml

Wahl der Priifkonzentrationen

47. Es sind mindestens zwei unabhingige Assay-Testreihen durchzufithren. Sofern fiir
die Wahl der Priifkonzentrationen nicht bereits Informationen (wie Angaben zu
Loslichkeitsgrenzen oder zur Zytotoxizitdt) vorliegen, wird empfohlen, die
Priifkonzentrationen fiir die erste Testreihe in logjo-Abstinden festzulegen, wobei
10~ M die Hochstkonzentration darstellt. Ist die Chemikalie 16slich und bei keiner
der gepriiften Konzentrationen zytotoxisch und war die erste Testreihe bei allen
Konzentrationen negativ, so ist dies in einer weiteren Testreihe, die unter denselben
Bedingungen wie die erste Testreihe durchgefiihrt wird, zu bestdtigen (Tabelle 7).
Sind die Ergebnisse der ersten Testreihe unschlssig (d. h. der Fold Change [x-fache
Anderung] ist im Vergleich zur Losungsmittelkontrolle nur fiir eine einzige
Konzentration statistisch signifikant) oder positiv (d. h. der Fold Change ist fiir zwei
oder mehr nebeneinander liegende Konzentrationen statistisch signifikant), so sollte
der Test, wie in Tabelle 7 angegeben, mit verfeinerten Priifkonzentrationen
wiederholt werden. Die Priifkonzentrationen in den Testreihen zwei und drei (falls
zutreffend) sind auf der Grundlage der Ergebnisse aus der ersten Testreihe
anzupassen, indem die Bracketing-Konzentrationen, die eine Wirkung hervorgerufen
haben, mit in '2-log-Abstinden verfeinert werden (wenn z. B. die urspriingliche
Testreihe mit 0,001, 0,01, 0,1, 1, 10, 100, 1000 uM zu Induktionen bei 1 und 10 uM
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gefiihrt hat, sollten fiir die zweite Testreihe die Konzentrationen 0,1, 0,3, 1, 3, 10,
30, 100 uM verwendet werden), sofern keine niedrigeren Konzentrationen
eingesetzt werden miissen, um einen LOEC-Wert zu erhalten. Im letztgenannten Fall
sollten in der zweiten Testreihe mindestens fiinf Konzentrationen unter der in der
Testreihe gepriiften niedrigsten Konzentration mit '52-log-Abstdnden verwendet
werden. Wird die erste Testreihe durch die zweite Testreihe nicht bestétigt, (d. h. die
zuvor positiv getestete Konzentration = 1 Konzentrationssteigerung ergibt keine
statistische ~Signifikanz), muss ein dritter Versuch unter den anfdnglichen
Testbedingungen durchgefiihrt werden. Unschliissige Ergebnisse in der ersten
Testreihe werden als negative Ergebnisse angesehen, wenn die gemessene Wirkung
in keiner der beiden folgenden Testreihen bestitigt werden konnte. Unschliissige
Ergebnisse aus der ersten Testreihe werden als positive Reaktionen (Wirkungen)
gewertet, wenn die Reaktion in mindestens einer weiteren Testreihe innerhalb einer
Konzentrationssteigerung von + 1 bestitigt werden kann (das Verfahren zur
Datenauswertung findet sich in Abschnitt 55).

Tabelle 7: Entscheidungsmatrix fiir mogliche Ergebnisszenarien

Testreihe 1 Testreihe 2 Testreihe 3 Entscheidung
Szenario Entscheidung | Szenario | Entscheidung | Szenario | positiv  negativ
negativ Bestitigen® negativ Aufhoren X
negativ Bestitigen® positiv Verfeinern® negativ X
unschliissig Verfeinern® negativ Bestitigen® negativ X
c
unschliissig Verfeinern® negativ Bestitigen® positiv X
c
unschliissig Verfeinern® positiv X
Cc
positiv Verfeinern® negativ Bestitigen® positiv X
negativ Bestitigen® positiv Verfeinern® positiv X
positiv Verfeinern” positiv Aufhoren X

Vorangegangene Testreihe nach demselben Priifplan bestétigen.

Assay mit einem 's-log-Abstand zwischen den Konzentrationen erneut durchfithren (mit
Bracketing der Konzentration, die im vorangegangenen Versuch zu einem signifikant
abweichenden Testergebnis gefiihrt hat).

Ein Fold Change (x-fache Verdnderung) bei einer Konzentration weicht statistisch signifikant
von der Losungsmittelkontrolle ab.

Qualitiitskontrolle der Testplatte

48. Neben den Qualititskriterien fiir die Qualitdtskontrollplatte sind weitere
Qualitétskriterien einzuhalten, die in Tabelle 8 dargelegt sind und zuldssige
Abweichungen zwischen Replikatmulden, Wiederholungsversuche, die Linearitit
und Empfindlichkeit der Hormonmesssysteme, die Variabilitit zwischen
Wiederholungs- Hormonmessungen derselben Probe und die prozentuale
Wiederfindung gespikter Hormone nach der Mediumextraktion (falls zutreffend; die
Anforderungen an die Extraktion finden sich in Nummer 30) betreffen. Die Daten
sollten innerhalb der Bereiche liegen, die fiir jeden Parameter, der fiir die weitere
Auswertung zu beriicksichtigen ist, festgelegt wurden. Werden diese Kriterien nicht
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erfiillt, ist auf dem Arbeitsblatt anzugeben, dass die Qualitdtskontrollkriterien bei der
fraglichen Probe nicht eingehalten wurden, und die Probe ist entweder erneut zu
analysieren oder aus dem Datensatz zu streichen.

Tabelle 8: Akzeptanzbereiche und/oder Variation (in %) fiir die H295R-Assay-
Testplattenparameter. LOQ: Quantifizierungsgrenze des Hormonmesssystems. VK:
Variationskoeffizient; LK: Losungsmittelkontrolle; DPM: Disintegrationen pro Minute.

Vergleich zwischen T E2
Basalhormonproduktion in LKs x-fach grofer als LOQ > 5-fach >2,5-fach
Expositionsversuche - Innerhalb des Absolute <30% <30%
Platten-VK fiir LKs (Replikatmulden) Konzentrationen
Expositionsversuche - Zwischen Platten- | Fold Change (x-fache <30% <30%
VKs fiir LKs (Wiederholungsversuche) Anderung)
Hormonmesssystem — Empfindlichkeit Feststellbare x-fache > 5-fach >2,5-fach

Abnahme im Vergleich
zur LK

Hormonmesssystem — Wiederholungs- Absolute <25% <25%
messung des VK fiir LK* Konzentrationen
Mediumextraktion — Wiederfindung des DPM > 65 % Nominal
internen 3H-Standards (falls zutreffend)

* Bezogen auf Wiederholungsmessungen ein und derselben Probe.

DATENANALYSE UND BERICHTERSTATTUNG
Datenanalyse

49. Zur Bewertung der relativen Zunahme/Abnahme der chemisch verdnderten
Hormonproduktion, sind die Ergebnisse auf den mittleren Losungsmittelkontrollwert
jeder Testplatte zu standardisieren und als Anderungen bezogen auf die
Losungsmittelkontrolle in jeder Testplatte anzugeben. Alle Daten sind als Mittelwert
+1 Standardabweichung anzugeben.

50. Nur Hormondaten fiir Mulden, bei denen die Zytotoxizitét niedriger war als 20%,
sind in die Datenanalyse aufzunehmen. Relative Anderungen sind folgendermafen
zu berechnen:

Relative Verinderung = (Hormonkonzentration in jeder Mulde) + (Mittlere
Hormonkonzentration in allen Mulden mit Lésungsmittelkontrolle).

51. Sollte die Sichtkontrolle der Mulde oder der unter Nummer 42 beschriebene
Viabilitits-/Zytotoxizitits-Assay auf eine Erhohung der Zellanzahl hindeuten, muss
diese offensichtliche Erh6hung iiberpriift werden. Wird die Erh6hung der Zellanzahl
bestitigt, ist dies im Priifbericht anzugeben.
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52.

53.

54.

Bevor statistische Analysen durchgefiihrt werden, sind die Normalitits- und
Varianzhomogenititshypothesen zu bewerten. Die Normalitdt ist mittels
Normalwahrscheinlichkeitsplot (Standard-Probability-Plot) oder nach anderen
geeigneten statistischen Methoden (z. B. Shapiro-Wilk’s Test) zu bewerten. Sind die
Daten (Fold Changes) nicht normalverteilt, sollte versucht werden, die Daten
umzuwandeln, um eine approximative Normalverteilung zu erhalten. Wenn die
Daten normalverteilt oder approximativ normalverteilt sind, sollten die Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gruppen chemischer Konzentrationen und den
Losungsmittelkontrollen anhand eines parametrischen Tests (z. B. Dunnett’s Test)
analysiert werden, wobei die Konzentration die unabhingige und die Reaktion (Fold
Change) die abhingige Variable darstellt. Sind die Daten nicht normalverteilt, ist ein
geeigneter nichtparametrischer Test zu verwenden (z. B. Kruskal-Wallis-Test,
Steel’s Many-One Rank Test). Unterschiede gelten als signifikant bei p < 0,05. Die
statistischen Bewertungen erfolgen auf Grundlage der durchschnittlichen Werte der
Mulden, die unabhidngige Wiederholungsdatenpunkte darstellen. Es wird davon
ausgegangen, dass es aufgrund der groBlen Dosisstufenabstinde in der ersten
Testreihe (logjo-Staffelung) nicht moglich sein wird, eindeutige Konzentration-
Wirkungs-Beziehungen zu beschreiben, bei denen die beiden hochsten Dosen im
linearen Bereich der Sigmoidkurve liegen. Daher finden bei der ersten Testreihe
oder etwaigen anderen Datensétzen, bei denen dieser Fall eintritt (z. B. wenn keine
maximale Wirksamkeit geschitzt werden kann), statistische Daten mit fester
Variable des Typs I Anwendung.

Wenn mehr als zwei Datenpunkte im linearen Bereich der Kurve liegen und soweit
die maximalen Wirksamkeiten berechnet werden konnen (wie dies fiir bestimmte
zweite Testreihen mit 's-log-Abstand zwischen den Expositionskonzentrationen
erwartet wird ), 1ist ein Probit-, Logit- oder ein anderes geeignetes
Regressionsmodell fiir die Berechnung der wirksamen Konzentrationen zu
verwenden (z. B. EC50 und EC20).

Die Ergebnisse sind sowohl in grafischer Form (Balkendiagramme, die Mittelwert
+1 Standardabweichung darstellen) als auch in tabellarischer Form (LOEC-/NOEC-
Wert, Wirkungsrichtung und Stdrke der maximalen Reaktion, die Teil des Dosis-
Wirkung-Teils der Daten ist) vorzulegen (siehe Beispiel in Abbildung 3). Die
Datenauswertung wird nur dann als giiltig angesehen, wenn sie auf mindestens zwei
unabhéngig durchgefiihrten Testreihen basiert. Ein Versuch oder eine Testreihe gilt
als unabhingig, wenn er/sie an einem anderen Tag mit neuen Ldsungen und
Kontrollen durchgefiihrt wurde. Der fiir die Testreihen 2 und 3 (falls erforderlich)
verwendete Konzentrationsbereich kann auf der Grundlage der Ergebnisse aus der
ersten Testreihe angepasst werden, um den Dosis-Wirkungs-Bereich mit der
niedrigsten Konzentration mit messbarer Wirkung (LOEC) (siche Nummer 47)
besser bestimmen zu kdnnen.
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Abbildung 3: Beispiel fiir die Prasentation und Bewertung der bei der Durchfiihrung des H295R-
Assays generierten Daten in grafischer und tabellarischer Form. Sternchen zeigen statistisch
signifikante Unterschiede zur Losungsmittelkontrolle (p<0,05) an. LOEC: niedrigste Konzentration
mit gemessener Wirkung; Max. Anderung: Maximale Stirke der bei den einzelnen Konzentration
gemessenen Reaktion, bezogen auf die durchschnittlichen Reaktion der Losunsgsmittelkontrolle

=D.
Verfahren fiir die Datenauswertung

55. Eine Priifsubstanz gilt als positiv, wenn die x-fache Induktion bei zwei
nebeneinander liegenden Konzentrationen in mindestens zwei unabhdngigen
Testreihen (Tabelle 7) statistisch gesehen von der Losungsmittelkontrolle abweicht
(p < 0,05). Eine Priifsubstanz gilt nach zwei unabhéngigen negativen Testreihen
oder nach drei Testreihen, von denen zwei negative Ergebnisse und einer entweder
unschliissige oder positive Ergebnisse aufweisen, als negativ. Wenn die in drei
unabhingigen Versuchen generierten Daten die in Tabelle 7 angefiihrten
Entscheidungskriterien nicht erfiillen, konnen die Versuchsergebnisse nicht
ausgewertet werden. Ergebnisse bei  Konzentrationen, die tber den
Loslichkeitsgrenzen liegen, oder bei zytotoxischen Konzentrationen sollten nicht in
die Datenauswertung einflieBen.

Priifbericht
56. Der Priifbericht sollte folgende Angaben enthalten:

Prifanstalt
- Name und Standort,
- Versuchsleiter und sonstiges Personal und ihre jeweiligen Zustédndigkeiten,

- Versuch: Start- und Enddatum.

Prifsubstanz, Reagenzien und Kontrollen,
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Zellen

Identitdit (Name/gegebenenfalls CAS-Nummer), Quelle, Nummer der
Charge/Partie, Reinheit, Lieferant und Charakterisierung von Priifsubstanz,
Reagenzien und Kontrollen,

physikalische Beschaffenheit und gegebenenfalls physikalisch-chemische
Eigenschaften der Priifsubstanz,

Lagerbedingungen und Methode sowie Hiufigkeit der Zubereitung der
Priifsubstanzen, Reagenzien und Kontrollen,

Stabilitat der Prifsubstanz.

Herkunft und Art der Zellen,
Zahl der Passagen (Zellpassagen-Identifikator) der im Test verwendeten Zellen,

Beschreibung der Verfahren fiir die Pflege der Zellkulturen.

Vorbedingungen fir den Test (falls zutreffend),

Beschreibung und Ergebnisse des Testsystems zum Nachweis der Interferenz von
Chemikalien mit der Hormonproduktion,

Beschreibung und Ergebnisse der Messungen der Wirksamkeit der
Hormonextraktion,

Standard- und Kalibrierungskurven fiir alle durchzufiihrenden analytischen
Assays,

Nachweisgrenzen fiir die gewéhlten analytischen Assays.

Prifbedingungen

Zusammensetzungen der Medien,
Konzentration der Priifsubstanz,

Zelldichte (geschédtzte oder gemessene Zellkonzentrationen nach 24 Stunden und
nach 48 Stunden),

Loslichkeit der Priifsubstanz (Ldslichkeitsgrenze, falls diese bestimmt wird),

Inkubationszeit und —bedingungen.

Prifergebnisse

Rohdaten (Kontrollen und Priifsubstanzen) fiir jede Mulde -- jede wiederholte
Messung in Form der urspriinglichen Daten, die von dem fiir die Messung der
Hormonproduktion verwendeten Gerdt gemessen wurden (z.B. OD,
Fluoreszenzeinheiten, DPM, usw.),

Validierung der Normalitdt oder Erlduterung der Datenumwandlung,
mittlere Reaktionen + 1 Standardabweichung fiir jede gemessene Mulde,
Zytotoxizitdtsdaten (Priifkonzentrationen, die die Zytotoxizitéit verursacht haben),

Bestitigung, dass die Qualitdtskontrollanforderungen eingehalten wurden,
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- relative Anderung im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle, zur beriicksichtigung
der Zytotoxizitét,

- Balkendiagramm, das die relative x-fache Anderung (Fold Change bei jeder
Konzentration, die Standardabweichung und die statistische Signifikanz, wie
unter den Nummern 49-54 beschrieben, aufzeigt.

Datenauswertung

- Die Verfahrensvorschriften fiir die Datenauswertung gelten fiir Ergebnisse und

Befunde.
Diskussion

- Liefert der Versuch Anhaltspunkte dafiir, dass die T-/E2-Daten durch indirekte
Wirkungen auf die Gluko- und Mineralocorticoid-Pfade beeinflusst werden
konnten?

Schlussfolgerungen
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ANLAGE

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Angereichertes Medium: Stammmedium plus BD Nu-Serum und ITS+ Premium Mix (siehe
Anhang II des Validierungsberichts) (4).

Chemikalie: ein Stoff oder eine Mischung.

CYP: Cytochrom-P450-Monooxygenase, eine Familie von Genen und den daraus
hervorgegangenen Enzymen, die bei der Katalyse vielfiltiger biochemischer Reaktionen,
einschlieBlich Synthese und Verstoffwechselung von Steroidhormonen, beteiligt sind.

DPM: Disintegration (Zerfall) pro Minute, Anzahl Atome in einer bestimmten Menge
radioaktiven Materials, deren Zerfall miniitlich nachgewiesen wird.

E2:17p-Estradiol; wichtigstes Ostrogen in Saugetiersystemen.

Einfriermedium: Medium zum Einfrieren von Zellen und zur Lagerung gefrorener Zellen,
bestehend aus Kulturmedium plus BD NuSerum und Dimethylsulfoxid.

H295R-Zellen: humane Adenokarzinom-Zellen, die die physiologischen Merkmale zonal
undifferenzierter Nebennierenzellen menschlicher Foten aufweisen und die alle Enzyme des
steroidogenen Pfades exprimieren. Sie sind bei der ATCC erhiltlich.

Konfluenz: Bedeckung der Oberfldche eines Kulturmediums mit Zellen oder Proliferation
von Zellen im Kulturmedium.

Linearer Bereich: Bereich innerhalb der Standardkurve eines Hormonmesssystems mit
Ergebnissen proportional zur Konzentration des in der Probe priasenten Analyts.

LOEC (Lowest Observed Effect Concentration): die niedrigste Konzentrationstufe, bei der
die Assay-Reaktion statistisch gesehen von der Reaktion der Losungsmittelkontrolle
abweicht.

LOQ (Limit of Quantification): Quantifizierungsgrenze; kleinste Menge einer Chemikalie,
die innerhalb eines bestimmten Konfidenzintervalls im Gegensatz zur Leermessung
(Blindwert) gerade noch nachgewiesen werden kann. Fiir die Zwecke der vorliegenden
Methode und falls nicht anders angegeben, wird der LOQ-Wert in der Regel vom Hersteller
der Testsysteme vorgegeben.

NOEC(No Observed Effect Concentration): die hochste getestete Konzentration, bei der im
Test keine signifikante Wirkung festgestellt wird.

Passage: die Anzahl Zellteilungen nach dem Ansetzen einer Kultur aus gefrorenen Zellen,
wobei der Ausgangspassage der gefrorenen Zellen die Nummer eins (1) zugeordnet wird.
Zellen, die einmal gesplittet wurden, werden als Passage 2 bezeichnet, usw.

PBS (Phosphate Buffered Saline): Dulbecco‘s phosphatgepufferte Salzlosung.
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Priifsubstanz: cin(e) nach dieser Priifmethode gepriifter Stoff/gepriifte Mischung.

Qualititskontrolle (QK): die MaBnahmen, die ndtig sind, um aussagekréftige Daten zu
gewahrleisten.

Qualititskontrollplatte: eine 24-Muldenplatte mit zwei Konzentrationen der positiven und
negativen Kontrollen zur Uberwachung der Leistung einer neuen Partie Zellen oder zur
Bereitstellung der positiven Kontrollen fiir den Assay, wenn Chemikalien gepriift werden.

Stammmedium: die Basis fiir die Zubereitung anderer Reagenzien, bestehend aus einer 1:1-
Mischung von Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) und Ham's F-12 Nutrient
Mixture (DMEM/F12) in 15 mM-HEPES-Puffer ohne Phenolrot oder
Natriumhydrogenkarbonat. Natriumhydrogenkarbonat wird als Puffer zugegeben (siehe
Anhang II des Validierungsberichts) (4).

Steroidgenese: Synthesepfad vom Cholesterol zu verschiedenen Steroidhormonen.
Bestimmte Zwischenprodukte auf dem steroiden Synthesepfad, wie Progesteron und
Testosteron, sind eigenstindige wichtige Hormone, dienen aber auch als Vorldufer fiir
nachgeschaltete Hormone.

T: Testosteron, eines der beiden wichtigsten Androgene bei Sdugern.

Testplatte: Platte, auf der H295R-Zellen der Priifsubstanz ausgesetzt werden. Testplatten
enthalten die Losungsmittelkontrolle und die Priifsubstanz in sieben Konzentrationsstufen in
Dreifachmulden.

Testreihe: ein unabhingiger Versuch, gekennzeichnet durch einen neuen Satz Losungen und
Kontrollen.

Trypsin 1X: eine verdiinnte Losung des Enzyms Trypsin, einer pankreatischen Serin-
Protease, die zur Ablosung von Zellen von einer Zellkulturplatte verwendet wird (siehe
Anhang III des Validierungsberichts) (4).

VK: Variationskoeffizient, definiert als Verhéltnis der Standardabweichung einer Verteilung
zu ihrem arithmetischen Mittelwert.
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B.58. Genmutations-Assays an somatischen Zellen und Keimzellen transgener Nagetiere

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 488 (2013). EU-

N

Priifmethoden stehen fiir eine Vielzahl von In-vitro-Assays zum Nachweis von
Chromosomen- und/oder Genmutationen zur Verfiigung. Es gibt Priifmethoden fiir
In-vivo-Endpunkte (d.h. Chromosomenaberrationen und nicht geplante DNA-
Synthesen), die jedoch keine Genmutationen messen. Mutationsassays an transgenen
Nagetieren (transgenic rodents, TGR) decken den Bedarf an praktischen und
zugénglichen In-vivo-Genmutationstests.

. Die TGR-Mutationsassays sind griindlich iiberpriift worden (24) (33). Fiir diese Tests

werden transgene Ratten und Méuse verwendet, die mehrere Kopien chromosomal
integrierten Plasmids oder Phagen-Shuttle-Vektoren enthalten. Die Transgene
enthalten Reporter-Gene zum Nachweis verschiedener Arten von Mutationen, die in
vivo durch Priifsubstanzen induziert wurden.

. Mutationen bei Nagetieren werden bewertet, indem das Transgen wiedergefunden

und der Phanotyp des Reporter-Gens in einer bakteriellen Wirtszelle ohne Reporter-
Gen analysiert wird. Mit TGR-Mutationsassays werden Mutationen gemessen, die in
genetisch neutralen Genen induziert wurden, die sich in praktisch jedem Gewebe des
Nagetiers wiederfinden. Mit diesen Assays konnen somit viele der bestehenden
Grenzen, die die In-vivo-Untersuchung von Genmutationen in endogenen Genen
derzeit noch behindern (z. B. begrenzte Menge geeigneten Gewebes fiir die Analyse,
Negativ-/Positivselektion im Vergleich zu den Mutationen).

. Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass Transgene in &hnlicher Weise wie

endogene Gene auf Mutagene reagieren, insbesondere was den Nachweis des
Austauschs einer Base gegen eine andere, Rasterschubmutationen und kleine
Deletionen und Insertionen betrifft (24).

. Die Internationalen ~Workshops fiir Genotoxizititspriifungen (International

Workshop on Genotoxicity Testing, IWGT) haben die Beriicksichtigung von TGR-
Mutationsassays fiir den In-vivo-Nachweis von Genmutationen befiirwortet und ein
Durchfiihrungsprotokoll empfohlen (15) (29). Die vorliegende Priifmethode stiitzt
sich auf diese Empfehlungen. Eine weitergehende Analyse, die die Verwendung
dieses Protokolls unterstiitzt, findet sich unter (16).

. Es wird davon ausgegangen, dass es in Zukunft moglich sein wird, TGR-

Mutationsassays mit einer Priifung auf Toxizitdt bei wiederholten
Dosisverabreichungen (Kapitel B.7 dieses Anhangs) zu kombinieren. Es sind jedoch
weitere Daten erforderlich, um sicherzustellen, dass die Empfindlichkeit der TGR-
Mutationsassays durch den kiirzeren - eintdgigen - Zeitabstand zwischen dem Ende
des Verabreichungszeitraums und dem Zeitpunkt der Probenahme (wie sie bei
Priifungen auf Toxizitdt bei wiederholter Verabreichung iiblich ist) im Vergleich zu
dem bei TGR-Mutationsassays iiblichen Drei-Tage-Abstand nicht beeintrichtigt
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wird. Es sind auch Daten erforderlich, die belegen, dass die Leistung der Assays mit
wiederholter Verabreichung durch die Verwendung eines transgenen Nagerstamms
anstelle der traditionellen Nagerstimme nicht beeintrdachtigt wird. Sobald diese
Daten vorliegen, wird die vorliegende Priifmethode aktualisiert.

7. Die wichtigsten Begriffe sind im Anhang bestimmt.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

8. Fiir die nachstehend angefiihrten TGR-Mutationsassays liegen ausreichende Daten

vor, die ihre Verwendung im Rahmen der vorliegenden Priifmethode, soweit sie
unter Standardbedingungen durchgefiihrt werden, unterstiitzen: lacZ Bakteriophage
Maus (Muta™Mouse); lacZ Plasmid Maus; gpt Delta (gpt und Spi ) Maus und Ratte;
lacl Maus und Ratte (Big Blue®). AuBlerdem kann der cll-Positivselektionsassay
zur Bewertung von Mutationen in den Modellen Big Blue® und Muta™Mouse
verwendet werden. Die Mutagenese in den TGR-Modellen wird in der Regel als
Mutantenhéufigkeit bewertet; erforderlichenfalls kann eine Molekularanalyse der
Mutationen aber zusétzliche Informationen liefern (siche Nummer 24).

9. Diese In-vivo-Genmutationstests an Nagetieren sind insbesondere fiir die Bewertung

10.

des mutagenen Risikos von Relevanz, da die Assay-Reaktionen vom In-vivo-
Stoffwechsel, von der Pharmakokinetik, den DNA-Reparaturprozessen und der
Transldsionssynthese abhidngen, auch wenn diese bei den einzelnen Tierarten,
Geweben und Arten der DNA-Schiadigungen unterschiedlich sein kénnen. Ein In-
vivo-Genmutationsassay ist auch fiir die weitere Untersuchung einer bei einer In-
vitro-Priifung festgestellten mutagenen Wirkung und zur weiteren Beriicksichtigung
von Testergebnissen von Nutzen, bei denen andere In-vivo-Endpunkte verwendet
werden (24). Abgesehen davon, dass zwischen Genmutationen und der Auslosung
von Krebs ein kausaler Zusammenhang besteht, ist die Genmutation ein relevanter
Endpunkt fiir die Prognose anderer mutationsbedingter Erkrankungen somatischer
Gewebe als Krebs (12) (13) und von {iber die Keimbahn {ibertragenen Krankheiten.

Wenn Anzeichen dafiir bestehen, dass die Priifsubstanz oder ein reaktiver Metabolit
keines der Zielgewebe erreicht, ist die Durchfiihrung eines TGR-Mutationsassays
nicht sinnvoll.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

11.

In den unter Nummer 8 beschriebenen Assays ist das Zielgen bakterieller oder
bakteriophager Herkunft, und seine Wiederfindung anhand der genomischen
Nagetier-DNA erfolgt durch Einfiihrung des Transgens in einen A-Bakteriophagen
oder Plasmid-Shuttle-Vektor. Bei dem Verfahren wird aus dem zu untersuchenden
Nagetiergewebe genomische DNA extrahiert; diese genomische DNA wird in vitro
verarbeitet (d. h. die A-Vektoren werden verpackt, bzw. die Plasmiden werden ligiert
und elektroporiert, um den Shuttle-Vektor wiederzufinden), und anschliefend
werden unter geeigneten Bedingungen Mutationen in bakteriellen Wirtszellen
nachgewiesen. Bei den Assays werden neutrale Transgene eingesetzt, die sich ohne
Weiteres in den meisten Geweben wiederfinden lassen.
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12.

13.

14.

15.

Bei dem grundlegenden TGR-Mutationsversuch wird das Nagetier iiber einen
bestimmten Zeitraum mit einer Chemikalie behandelt. Die Chemikalien konnen in
jeder geeigneten Form, auch durch Implantation, verabreicht werden (z. B. Priifung
von Medizinprodukten). Der Gesamtdauer, wihrend der die Chemikalie einem Tier
verabreicht wird, wird Verabreichungszeitraum genannt. Auf die Verabreichung
folgt - vor der Totung des Tieres - in der Regel ein Zeitraum, in dem die Chemikalie
nicht verabreicht wird und in dem nicht reparierte DNA-Lédsionen in stabile
Mutationen fixiert werden. In der Literatur wird dieser Zeitraum unterschiedlich
entweder als Manifestationszeit, Fixierungszeit oder Expressionszeit bezeichnet; das
Ende dieses Zeitraums markiert den Probenahmezeitpunkt (15) (29). Nach dem
Toten des Tieres wird die genomische DNA aus dem zu untersuchenden Gewebe
isoliert und gereinigt.

Daten zu jeweils ein und demselben Gewebe/Tier aus mehreren
Verpackungen/Ligationen =~ werden  normalerweise  aggregiert und  die
Mutantenhiufigkeit wird in der Regel mithilfe von insgesamt 10° bis 10’
plaquebildenden oder kolonienbildenden Einheiten bewertet. Bei Anwendung von
Positivselektionsmethoden wird die Gesamtzahl der plaquebildenden Einheiten mit
einem separaten Satz nicht-selektiver Platten bestimmt.

Es wurden Positivselektionsmethoden entwickelt, um den Nachweis von Mutationen
sowohl im gpt-Gen [gpt Delta Maus und Ratte, gpt Phénotyp (20) (22) (28)] als
auch im lacZ-Gen [Muta'Maus oder lacZ-Plasmid Maus (3) (10) (11) (30)] zu
erleichtern; hingegen werden Mutationen des lacl-Gens in Big Blue®-Tieren iiber
eine nicht-selektive Methode nachgewiesen, bei der Mutanten durch die Erzeugung
(blau) gefarbter Plaques gekennzeichnet werden. Eine Positivselektionsmethode
liegt auch fiir den Nachweis von Punktmutationen vor, zu denen es im cll-Gen des
A-Bakteriophagen-Shuttle-Vektors kommt [Big Blue® Maus oder Ratte und
Muta™Maus (17)] sowie von Deletionen in den A rot und gam [Spi~ Auswahl in gpt
Delta Maus und Ratte (21) (22) (28)]. Die Mutantenhdufigkeit wird berechnet,
indem die Zahl der Plaques/Plasmiden mit Mutationen im Transgen durch die
Gesamtzahl der aus derselben DNA-Probe gewonnenen Plaques/Plasmiden geteilt
wird. In TGR-Genmutationsstudien ist die Mutantenhdufigkeit der gemessene
Parameter. Dariiber hinaus kann eine Mutationshédufigkeit als Anteil der Zellen mit
unabhingigen Mutationen bestimmt werden; bei dieser Berechnung muss die
klonale Expansion durch Sequenzierung der wiedergefundenen Mutanten korrigiert
werden (24).

Die in den lacl-, lacZ-, cll- und gpt- Punktmutationsassays gezéhlten Mutationen
bestehen hauptséchlich aus Substitutionsmutationen (Basenpaare),
Rasterschubmutationen und kleinen Insertionen/Deletionen. Der relative Anteil
dieser Mutationstypen unter spontanen Mutationen ist vergleichbar mit dem Anteil,
der im endogenen Hprt-Gen gemessen wird. Gro3e Deletionen werden nur mit der
Spi -Auswahl und den lacZ-Plasmidassays nachgewiesen (24). Zu untersuchende
Mutationen sind In-vivo-Mutationen, zu denen es in der Maus oder in der Ratte
kommt. In-vitro und EX-vivo-Mutationen, zu denen es bei der Phagen-
/Plasmidwiederfindung, Replikation oder Reparatur kommen kann, sind relativ
selten und konnen in einigen Systemen durch die bakterielle Wirtszelle/das System
der positiven Selektion eindeutig bestimmt oder ausgeschlossen werden.
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BESCHREIBUNG DER METHODE
Vorbereitungen
Auswahl der Versuchstierarten

16. Derzeit ist eine Vielzahl von Modellen fiir den Nachweis von Genmutationen bei
transgenen Maéusen erhiltlich und diese Systeme sind gingiger als Modelle fiir
transgene Ratten. Wenn die Ratte eindeutig ein geeigneteres Modell ist als die Maus
(beispielsweise wenn der Mechanismus der Karzinogenese bei einem nur in Ratten
vorkommenden Tumor untersucht wird, um einen Bezug =zu einer
Rattentoxizitiatsstudie herzustellen, oder wenn bekannt ist, dass der Stoffwechsel der
Ratte fiir den menschlichen Stoffwechsel reprisentativer ist) ist die Verwendung von
Modellen fiir den Nachweis von Genmutationen bei transgenen Ratten in Erwégung
zu ziehen.

Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

17. Die Temperatur im Versuchstierraum sollte idealerweise 22°C (£3°C) betragen.
Auch wenn die relative Luftfeuchtigkeit mindestens 30 % betragen und — auller
beim Reinigen des Raums — 70 % nicht iiberschreiten sollte, ist eine
Luftfeuchtigkeit von 50-60 % anzustreben. Die Beleuchtung sollte kiinstlich sein
und die tiglichen Hell- und Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12 Stunden
abwechseln. An die Versuchstiere kann herkoémmliches Laborfutter verfiittert
werden, und eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung ist zu gewihrleisten. Die
Auswahl des Futters wird eventuell dadurch beeinflusst, dass eine geeignete
Beimischung der Priifsubstanz sichergestellt werden muss, wenn die Priifsubstanz
auf diese Art verabreicht werden soll. Die Tiere sollten in kleinen
gleichgeschlechtlichen Gruppen (nicht mehr als fiinf Tiere) untergebracht werden,
wenn kein aggressives Verhalten erwartet wird. Sie konnen auch einzeln gehalten
werden, wenn dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist.

Vorbereitung der Tiere

18. Gesunde, jung-adulte geschlechtsreife Tiere (acht bis zwolf Wochen alt zu Beginn
der Behandlung) werden nach dem Zufallsprinzip in die Kontroll- bzw.
Behandlungsgruppen eingeteilt. Die Tiere werden individuell gekennzeichnet. Sie
werden iiber einen Zeitraum von mindestens fiinf Tagen unter Laborbedingungen
eingewohnt. Die Kifige sollten so angeordnet werden, dass etwaige Wirkungen
aufgrund des Kifigstandorts minimiert werden. Bei Versuchsbeginn sollten die
Gewichtsunterschiede der Tiere moglichst gering sein und +20% des
geschlechtsspezifischen Durchschnittsgewichts nicht tiberschreiten.

Herstellung der Dosen

19. Feste Priifsubstanzen sollten vor der Verabreichung an die Tiere in geeigneten
Losungsmitteln oder Vehikeln geldst oder suspendiert oder in das Futter bzw. das
Trinkwasser gegeben werden. Fliissige Priifsubstanzen konnen direkt verabreicht
oder zuvor verdiinnt werden. Fiir inhalative Expositionen kénnen die Priifsubstanzen
in Abhingigkeit zu ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften als Gas, Dampf
oder festes/fliissiges Aerosol verabreicht werden. Es sind frische Zubereitungen der
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Priifsubstanz zu verwenden, es sei denn, die Stabilitit der Substanz bei Lagerung ist
erwiesen.

Priifbedingungen
Losungsmittel/Vehikel

20. Das Losungsmittel/Vehikel sollte in der verwendeten Dosierung keine toxischen
Wirkungen hervorrufen und nicht im Verdacht stehen, mit der Priifsubstanz eine
chemische Reaktion einzugehen. Werden keine allgemein anerkannten
Losungsmittel/Vehikel verwendet, so sollte ihre Einbeziechung durch
Kompatibilititsdaten untermauert werden. Es empfiehlt sich, als erste Wahl
moglichst die Verwendung eines wiéssrigen Losungsmittels/Vehikels in Erwidgung
zu ziehen.

Positivkontrollen

21. In der Regel sind parallel Positivkontrolltiere zu verwenden. Bei Laboren, die ihre
Kompetenz unter Beweis gestellt haben (siche Nummer 23) und diese Assays
routinemdfig verwenden, kann DNA von zuvor behandelten Positivkontrolltieren in
jeden Versuch einbezogen werden, um den Erfolg der Methode zu bestitigen.
Derartige DNA aus vorausgegangenen Versuchen ist von derselben Tierart und
denselben Zielgeweben zu gewinnen und ordnungsgemédl zu lagern (siehe
Nummer 36). Werden parallel Positivkontrollen verwendet, miissen diese nicht auf
dem gleichen Verabreichungsweg gegeben werden wie die Priifsubstanz; von den
Positivkontrollen sollte jedoch bekannt sein, dass sie Mutationen in einem oder
mehreren fiir die Priifsubstanz relevanten Geweben hervorrufen. Die Dosen der
Chemikalien fiir die Positivkontrolle sind so auszuwéhlen, dass sie schwache oder
moderate Wirkungen hervorrufen, mit denen die Leistung und Empfindlichkeit des
Assays kritisch bewertet werden konnen. Beispiele fiir derartige Chemikalien und
bestimmte Zielgewebe finden sich in Tabelle 1.

Tabelle 1: Beispiele fur Positivkontrollchemikalien und bestimmte Zielgewebe

Positivkontroll- EINECS-Name Charakterisierung | Mutationszielgewebe
chemikalie und | und
CAS-Nummer Ratte Maus
EINECS-
Nummer
N-Ethyl-N-Nitroso- | N-Ethyl-N- Direkt wirkendes Leber, Knochenmark,
Harnstoff Nitroso-Harnstoff | Mutagen Lunge Kolon,
Kolonepithel,
[CAS-Nr. 759-73-9] | [212-072-2] Darm, Leber,
Lunge, Milz,
Niere,
Granulosazellen
der Ovarien,
mannliche
Keimzellen
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Ethyl Urethan Mutagen, erfordert Knochenmark,

carbamat Stoffwechsel, ruft Vormagen,

(Urethan) aber nur schwache Diinndarm,

[200-123-1] Wirkungen hervor Leber, Lunge,
[CAS-Nr. 51-79-6] Milz

2.4- 4-Methyl-m- Mutagen, erfordert | Leber Leber

Diaminotoluen | phenylenediamin Stoffwechsel,

[CAS- ebenfalls positiv in

Nummer 95- | [202-453-1] dem SpiAssay

80-7]

Benzo[a]pyren | Benzo[def]chrysen | Mutagen, erfordert | Leber, Knochenmark,

[CAS-Nr. 50- Stoffwechsel Omenta, | Brust, Kolon,

32-8] [200-028-5] Vormagen,
Driisenmagen,
Herz, Leber,
Lunge,
mannliche
Keimzellen

Negativkontrollen

22.In jede Probenahme sind Negativkontrolltiere einzubeziehen,

die nur ein
Losungsmittel oder ein Vehikel erhalten und ansonsten in derselben Weise
behandelt werden wie die Behandlungsgruppen. Um die Eignung der
Vehikelkontrolle festzustellen, sollten dariiber hinaus in jede Probenahme auch
unbehandelte Kontrolltiere einbezogen werden, soweit keine historischen oder
verdffentlichten Kontrolldaten vorliegen, aus denen hervorgeht, dass das gewéhlte
Losungsmittel/Vehikel keine schddlichen oder mutagenen Wirkungen hervorruft.

Eignungsprifung des Priflaboratoriums

23. Das Labor sollte seine Kompetenz unter Beweis stellen, erwartete Ergebnisse aus

veroffentlichten Daten (24) in folgenden Bereichen zu reproduzieren:
1) Mutantenhaufigkeiten bei Positivkontrollchemikalien (einschlieflich schwacher
Reaktionen), wie den in Tabelle 1 angefiihrten Chemikalien, Nicht-Mutagenen und
Vehikelkontrollen; und 2) die Wiederfindung von Transgenen aus genomischer
DNA (z. B. Verpackungseffizienz).

Sequenzierung von Mutanten

24. Fiir Zulassungsantrage ist keine DNA-Sequenzierung von Mutanten erforderlich,

insbesondere, wenn ein eindeutiges positives oder negatives Ergebnis erzielt wird.
Sequenzierungsdaten konnen sich jedoch als niitzlich erweisen, wenn eine hohe
interindividuelle Streuung festgestellt wird. In solchen Fillen kdnnen durch
Sequenzierung ,Jackpot“-Mutationen oder klonale Ereignisse ausgeschlossen
werden, indem der Anteil eines bestimmten Gewebes an eindeutigen Mutanten
ermittelt wird. Die Sequenzierung von ungefdhr zehn Mutanten pro Gewebe und
Tier sollte flir die einfache Bestimmung, ob klonale Mutanten zur
Mutantenhéufigkeit beitragen, ausreichen; um die Mutantenhdufigkeit mathematisch
um die Klonalitdt zu berichtigen, kann es sich als notwendig erweisen, bis zu
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25 Mutanten zu sequenzieren. Die Sequenzierung von Mutanten kann auch in
Betracht gezogen werden, wenn kleinere Zunahmen der Mutantenhaufigkeit (d. h.
Zunahmen knapp iliber den Werten der unbehandelten Kontrolltiere) festgestellt
werden. Unterschiede im Mutantenspektrum zwischen den Mutantenkolonien aus
behandelten und unbehandelten Tieren konnen eine mutagene Wirkung unterstiitzen
(29). Mutationsspektra konnen auBerdem fiir die Aufstellung mechanistischer
Hypothesen niitzlich sein. Wenn Sequenzierung als fester Bestandteil in das
Versuchsprotokoll aufgenommen werden soll, ist der Versuch besonders sorgfaltig
zu planen, insbesondere im Hinblick auf die Anzahl der pro Probe sequenzierten
Mutanten, um entsprechend dem verwendeten statistischen Modell eine
angemessene Aussagekraft zu erzielen (siche Nummer 43).

VERFAHREN
Z.ahl und Geschlecht der Versuchstiere

25. Es sollten geniigend Tiere pro Gruppe vorgesehen sein, damit die statistische
Aussagekraft gewihrleistet ist, die nétig ist, um mindestens eine Verdopplung der
Mutantenhdufigkeit nachzuweisen. Die Gruppen bestehen aus mindestens flinf
Tieren; falls die statistische Aussagekraft jedoch zu gering ist, ist die Zahl der Tiere
gegebenenfalls zu erhohen. In der Regel sind ménnliche Tiere zu verwenden. In
einigen Fillen kann die Durchfiihrung von Tests ausschlielich an weiblichen Tieren
gerechtfertigt sein; beispielsweise wenn frauenspezifische Humanmedikamente
getestet werden oder wenn spezielle Untersuchungen zum weiblichen Stoffwechsel
durchgefiihrt werden. Liegen im Hinblick auf Toxizitdit oder Stoffwechsel
signifikante Unterschiede zwischen den Geschlechtern vor, sind fiir die Tests
sowohl ménnliche als auch weibliche Tiere erforderlich.

Verabreichungszeitraum

26. Gestiitzt auf die Beobachtung, dass sich Mutationen mit jeder Behandlung steigern,
ist ein Schema fiir wiederholte Verabreichungen erforderlich, wobei iiber einen
Zeitraum von 28 Tagen téglich behandelt wird. Dies wird allgemein sowohl fiir das
Hervorrufen einer ausreichenden Akkumulation von Mutationen durch schwache
Mutagene als auch fiir die Bereitstellung einer angemessenen Expositionsdauer fiir
den Nachweis von Mutationen in langsam proliferierenden Organen als akzeptabel
angesehen. Bei einigen Bewertungen mogen alternative Behandlungsschemata
angebracht sein. Diese alternativen Dosierungspline sind im Protokoll
wissenschaftlich zu begriinden. Die Behandlungen sollten nicht kiirzer sein als die
Zeit, die fiir die vollstdndige Induktion aller relevanten metabolisierender Enzyme
erforderlich ist, und kiirzere Behandlungen erfordern moglicherweise mehrere
Probenahmen, die sich fiir Organe mit unterschiedlicher Proliferation eignen. In
jedem Fall sind zur Begriindung eines Protokolls alle vorliegenden Informationen
(z. B. zur allgemeinen Toxizitdt bzw. zum Stoffwechsel und zur Pharmakokinetik)
zu verwenden, vor allem, wenn von den vorgenannten Standardempfehlungen
abgewichen wird. Lénger als acht Wochen andauernde Behandlungszeiten kdnnen
zwar die Empfindlichkeit erh6hen, miissen aber klar erldutert und begriindet werden,
weil lange Behandlungszeiten durch klonale Expansion zu einem scheinbaren
Anstieg der Mutantenhédufigkeit fithren kénnen (29).
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Dosisstufen

27. Dosisstufen sollten sich auf die Ergebnisse einer Dosisfindungsstudie stiitzen, bei
der die allgemeine Toxizitdt gemessen und die iiber den gleichen Expositionsweg
durchgefiihrt wurde oder aber auf bereits vorliegende FErgebnisse aus
Untersuchungen der subakuten Toxizitdt. Zur Bestimmung der Dosisbereiche
konnen nicht transgene Tiere desselben Nagetierstamms verwendet werden. Der
Haupttest sollte eine vollstindige Untersuchung einer Negativkontrollgruppe
beinhalten, um Informationen {iber Dosisreaktionen zu gewinnen (siche
Nummer 22) und mindestens drei angemessen abgestufte Dosierungen umfassen,
auller bei Verwendung der Grenzdosis (siche Nummer 28). Die hochste Dosis sollte
die maximal vertragliche Dosis (maximum tolerated dose, MTD) sein. Die MTD
wird als die Dosis festgelegt, die Toxizitdtsanzeichen in einem Ausmal} hervorruft,
das darauf schlieen lésst, dass nach demselben Dosierungsplan verabreichte hohere
Dosen voraussichtlich zum Tod des Tieres fithren wiirden. Chemikalien mit
spezifischen biologischen Aktivitdten bei niedrigen, nicht toxischen Dosen (wie
Hormone und Mitogene) und Chemikalien mit geséttigten toxikokinetischen
Eigenschaften konnen als Ausnahmen von den Kriterien zur Dosisfestsetzung
angesehen werden und sind auf Fallbasis zu bewerten. Die verwendeten Dosisstufen
sollten von der Dosis mit der hochsten Toxizitdt bis zur Dosis mit der geringsten
oder liberhaupt keiner Toxizitét reichen.

Limit-Test

28. Falls  Dosisfindungsversuche oder vorliegende Daten aus verwandten
Nagetierstimmen darauf hinweisen, dass ein Behandlungsplan, der zumindest die
Grenzdosis vorsieht (siehe unten), keine messbaren toxischen Wirkungen hervorruft,
und wenn aufgrund von Daten iiber strukturverwandte Chemikalien keine
Genotoxizitit erwartet wird, kann unter Umstinden auf eine vollstindige
Untersuchung mit drei  Dosisstufen  verzichtet werden. Fiir einen
Verabreichungszeitraum von 28 Tagen (d. h. 28 tigliche Behandlungen) betridgt die
Grenzdosis 1000 mg/kg Korpergewicht/Tag. Fiir Verabreichungszeitriume von
14 Tagen oder weniger betrdgt die Grenzdosis 2000 mg/kg/Kdrpergewicht/Tag (von
28 tédglichen Behandlungen abweichende Dosierungspldne sind im Protokoll
wissenschaftlich zu begriinden; siche Nummer 26).

Verabreichung der Dosen

29. In der Regel wird die Priifsubstanz iiber eine Schlundsonde oder eine geeignete
Intubationskaniile verabreicht. Bei der Planung eines Assays ist grundsitzlich die
Art der Humanexposition zu beriicksichtigen. Folglich sind unter Umstédnden auch
andere Expositionswege (subkutan, intravends, topisch, inhalativ oder intratracheal
oder tiiber das Trinkwasser/Futter oder Implantation) akzeptabel, soweit sie
begriindet werden konnen. Eine Intraperitonealinjektion wird nicht empfohlen, weil
sie beim Menschen keinen physiologisch relevanten Expositionsweg darstellt. Das
maximale Fliissigkeitsvolumen, das einem Versuchstier liber eine Schlundsonde
oder iiber eine Injektion jeweils verabreicht werden kann, hdngt von der Grof3e des
Versuchstiers ab. Dieses Volumen sollte 2 ml/100 g Korpergewicht nicht
iiberschreiten. Die Verwendung hoherer Volumina muss gerechtfertigt werden.
Abgesehen von reizenden oder dtzenden Stoffen, die in der Regel bei hoheren
Konzentrationen eine verstirkte Wirkung hervorrufen, sollte die Variabilitit des
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Priifvolumens auf ein Mindestmal3 begrenzt werden, indem die Konzentration so
angepasst wird, dass auf allen Dosisstufen ein konstantes Volumen gewihrleistet ist.

Probenahmezeitpunkt

Somatische Zellen

30.

Der Probenahmezeitpunkt stellt eine kritische Variable dar, weil er von dem fiir die
Fixierung der Mutationen erforderlichen Zeitraum abhédngt. Dieser Zeitraum ist
gewebespezifisch und hiangt offensichtlich mit der Turnover-Zeit der Zellpopulation
zusammen, wobei Knochenmark und Darm schnell und die Leber erheblich
langsamer reagieren. Ein angemessener Kompromiss fiir die Messung der
Mutantenhéufigkeiten sowohl bei schnell als auch bei langsam proliferierenden
Geweben wiren tdgliche Behandlungen an 28 aufeinanderfolgenden Tagen (wie
unter Nummer 26 angegeben) mit Probenahme drei Tage nach der letzten
Behandlung; dabei kann es vorkommen, dass die maximale Mutantenhiufigkeit in
langsam proliferierendem Gewebe unter diesen Bedingungen nicht sichtbar wird.
Wenn langsam proliferierende Gewebe von ausschlaggebender Bedeutung sind, ist
eine spitere Probenahme 28 Tage nach dem 28-tdgigen Verabreichungszeitraum
moglicherweise angemessener (16) (29). In solchen Fillen wiirde die Probenahme
drei Tage nach der letzten Behandlung durch die spétere Probenahme ersetzt und
bediirfte einer wissenschaftlichen Begriindung.

Keimzellen

31.

32.

33.

TGR-Assays sind fiir die Untersuchung von Genmutationen in ménnlichen
Keimzellen (7) (8) (27), fiir die der Zeitpunkt und die Kinetik der Spermatogenese
genau bestimmt wurden (27), gut geeignet. Die geringe Zahl der - selbst nach einer
Superovulation - fiir die Analyse verfiigbaren Eizellen und die Tatsache, dass es
keine DNA-Synthese in der Eizelle gibt, schlieen die Bestimmung von Mutationen
in weiblichen Keimzellen mittels transgener Assays von vorne herein aus (31).

Der Probenahmezeitpunkt ist bei ménnlichen Keimzellen so auszuwihlen, dass
Proben aus dem widhrend der gesamten Keimzellenentwicklung exponierten
Zelltypbereich entnommen werden und die Phase, auf die die Probenahme abzielt,
ausreichend exponiert wurde. Die Entwicklungszeit der Keimzellen von
spermatogonialen Stammzellen zu reifen Spermien, die den
Samenleiter/Nebenhodenschwanz erreichen, betrigt ~49 Tage bei der Maus (36) und
~70 Tage bei der Ratte (34) (35). Nach einer 28-tdgigen Exposition und einer
anschlieBenden  dreitidgigen = Probenahme représentieren die aus dem
Samenleiter/Nebenhodenschwanz (7)(8) entnommenen Spermien eine Population
von Zellen, die ungefdhr in der zweiten Hélfte der Spermatogenese exponiert
wurden; in diesen Zeitraum fallen auch die meiotische und die postmeiotische
Phase, nicht aber die spermatogoniale oder Stammzellenphase. Um adédquate Proben
von Zellen aus dem Samenleiter/Nebenhodenschwanz entnehmen zu konnen, die
wihrend des Expositionszeitraums spermatogoniale Stammzellen waren, ist
frithestens sieben Wochen (Maiuse) oder zehn Wochen (Ratten) nach Ende der
Behandlung eine zusétzliche Probenahme erforderlich.

Zellen, die nach dem Schema ,28+ 3“-Tage aus den Hodenkanilchen
herausgepresst wurden, bilden eine fiir alle Entwicklungsphasen der Keimzellen
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angereicherte Mischpopulation (7) (8). Die Phasen, in denen Keimzellmutationen
induziert werden, lassen sich durch Beprobung derartiger Zellen zum Nachweis von
Genmutationen weniger prazise bewerten als durch die Beprobung von
Spermatozoen aus dem Samenleiter/Nebenhodenschwanz (weil die Proben aus den
Kanédlchen aus einer ganzen Reihe von Keimzelltypen bestehen und diese
Zellpopulation in einem gewissen Mal} mit somatischen Zellen kontaminiert ist). Bei
der Beprobung von Zellen aus Hodenkandlchen UND von Spermatozoen aus dem
Samenleiter/Nebenhodenschwanz nach nur ,,28 + 3“-Probenahmetagen wiirden in
gewissem Umfang jedoch auch Zellen erfasst, die in fast allen
Keimzellentwicklungsphasen exponiert wurden, was flir den Nachweis bestimmter
Keimzellmutagene von Nutzen sein konnte.

Beobachtungen

34. Allgemeine klinische Beobachtungen sollten mindestens einmal tdglich erfolgen,
vorzugsweise jeweils zur gleichen Zeit und unter Berlicksichtigung des Zeitraums
nach der Verabreichung, in dem die Wirkungsspitzen erwartet werden. Der
Gesundheitszustand der Tiere ist zu dokumentieren. Mindestens zweimal téglich
sind alle Tiere auf Morbiditéts- und Mortalitidtsanzeichen zu iiberpriifen. Alle Tiere
sind mindestens einmal wochentlich sowie zum Zeitpunkt ihrer Totung zu wiegen.
Die Futteraufnahme wird mindestens wochentlich gemessen. Wenn die Priifsubstanz
iiber das Trinkwasser verabreicht wird, wird die Wasseraufnahme bei jedem
Wasserwechsel und mindestens einmal wochentlich gemessen. Tiere, die nichtletale
Indikatoren einer iiberméBigen Toxizitdt aufweisen, sind vor Testablauf zu
euthanasieren (23).

Gewebeentnahme

35.Die Argumente flir eine Gewebeentnahme sollten fundiert sein. Da
Mutationsinduktionen in praktisch jedem beliebigen Gewebe untersucht werden
konnen, sollten die zu entnehmenden Gewebe nach dem Versuchsmotiv und unter
Beriicksichtigung aller vorliegenden Daten zur Mutagenitét, Karzinogenitit oder
Toxizitdit der zu Priifsubstanz ausgewdhlt werden. Zu den wichtigen zu
beriicksichtigenden Faktoren sollten auch der Verabreichungsweg (gestiitzt auf den
(die) wahrscheinlichen Expositionsweg(e) beim Menschen), die voraussichtliche
Gewebeverteilung und der mdgliche Wirkungsmechanismus gehoren. Liegen
keinerlei Hintergrundinformationen vor, sind einige somatische Gewebe zu
entnehmen, die fiir die Untersuchung von Interesse sind. Bei diesem Gewebe sollte
es sich um schnell und langsam proliferierendes Gewebe und um
Kontaktstellengewebe handeln. Dariiber hinaus sind (nach der Beschreibung unter
den Nummern 32 und 33) Spermatozoen aus dem Samenleiter/Nebenhodenschwanz
und in der Entwicklung befindliche Keimzellen aus den Hodenkanédlchen zu
entnehmen und filir den Fall, dass eine kiinftige Analyse der Keimzellenmutagenitét
erforderlich wird, aufzubewahren. Die Organe sind zu wiegen, und bei groferen
Organen sollten von allen Tieren Gewebe aus denselben Organbereich entnommen
werden.

Lagerung von Gewebe und DNA

36. Gewebe (oder Gewebehomogenate) sind bei oder unter einer Temperatur von —70°C
zu lagern und fiir die DNA-Isolierung innerhalb von flinf Jahren zu verwenden. Bei
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einer Temperatur von 4 °C in einem geeigneten Puffer kiihl gelagerte isolierte DNA
sollte idealerweise innerhalb eines Jahres fiir Mutationsanalysen verwendet werden.

Gewebeauswahl fiir Mutantenanalysen

37.

38.

Die Gewebe sind unter anderem nach folgenden Krierien auszuwéhlen: 1)
Verabreichungsweg oder Stelle des Erstkontakts (z. B. Driisenmagen, wenn die
Verabreichung oral erfolgt; Lunge, wenn die Verabreichung inhalativ erfolgt, oder
Haut bei einer topischen Anwendung), und 2) in allgemeinen Toxizitdtsstudien
gemessene pharmakokinetische Parameter, die die Gewebedisposition, -retention
oder -akkumulation oder Zielorgane fiir die Toxizitdt anzeigen. Werden Versuche
durchgefiihrt, um Karzinogenitdtsuntersuchungen fortzusetzen, sind Zielgewebe fiir
die Karzinogenitit in Erwdgung zu ziehen. Die fiir die Analyse ausgewéhlten
Gewebe sollten den Nachweis von Chemikalien maximieren, die in vitro direkt
mutagen wirken, schnell verstoffwechselt werden, hochreaktiv sind oder schlecht
absorbiert werden, oder von Chemikalien, bei denen das Zielgewebe iiber den
Verabreichungsweg bestimmt wird (6).

In Ermangelung von Hintergrundinformationen und unter Beriicksichtigung der
durch den Verabreichungsweg bedingten Kontaktstelle sind die Leber und
mindestens ein sich schnell teilendes Gewebe (z. B. Driisenmagen, Knochenmark)
auf Mutagenitét zu untersuchen. In den meisten Féllen kann den oben angefiihrten
Anforderungen durch die Analyse zweier sorgfiltig ausgewéhlter Gewebe geniige
getan werden. In einigen Féllen sind moglicherweise drei oder mehr Gewebe notig.
Besteht angesichts der Auswirkungen auf Keimzellen, einschlieBlich positiver
Reaktionen in somatischen Zellen, Anlass zu Bedenken, so sind Keimzellengewebe
auf Mutationen zu untersuchen.

Messmethoden

39. Fiir die empfohlenen transgenen Modelle zum Nachweis von Mutanten stehen

folgende Standardlabormethoden bzw. veroffentlichte Methoden zur Verfiigung:
lacZ-Bakteriophage lambda und Plasmid (30); lacl Maus (2) (18); gpt Delta Maus
(22); gpt Delta Ratte (28); cll (17). Anderungen sind zu begriinden und
ordnungsgemdll zu dokumentieren. Daten aus multiplen Verpackungen konnen
zusammengefasst und zum Erzielen einer angemessenen Anzahl Plaques oder
Kolonien verwendet werden. Wird eine grofle Anzahl Verpackungsreaktionen
bendtigt, um die geeignete Anzahl Plaques zu erzielen, kann dies jedoch ein Hinweis
auf schlechte DNA-Qualitdt sein. In solchen Fallen sind die Daten mit Vorsicht zu
behandeln, weil sie unzuverléssig sein konnten. Die optimale Gesamtzahl an Plaques
oder Kolonien pro DNA-Probe richtet sich nach der statistischen Wahrscheinlichkeit
des Nachweises einer ausreichenden Anzahl Mutanten bei einer gegebenen
Héufigkeit spontaner Mutanten. In der Regel sind mindestens 125 000 bis 300 000
Plaques erforderlich, wenn die Haufigkeit spontaner Mutanten bei 3 x 10” (15) liegt.
Beim Big Blue® lacl Assay muss unbedingt gewihrleistet sein, dass durch
Einbeziehung geeigneter Farbkontrollen parallel zu allen Ausstrichen der gesamte
Bereich der Mutanten-Farbphédnotypen nachgewiesen werden kann. Gewebe und die
resultierenden Proben (Items) sind nach einem Blockschema zu bearbeiten und zu
analysieren, bei dem Items aus der Vehikel-/Losungsmittel-Kontrollgruppe, der
Positivkontrollgruppe (falls verwendet) oder der DNA-Positivkontrolle (falls
zutreffend) und jede Behandlungsgruppe zusammen verarbeitet werden.
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DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Auswertung der Ergebnisse

40.

Die Daten zu den einzelnen Tieren sind in tabellarischer Form vorzulegen. Die
Versuchseinheit ist das Tier. Der Bericht sollte folgende Angaben enthalten:
Gesamtzahl der plaquebildenden Einheiten (Plaque-Forming Units, PFU) bzw. der
koloniebildenden Einheiten (Colony-Forming Units, CFU), Anzahl Mutanten und
Mutantenhdufigkeit fiir jedes Gewebe und Tier. Bei multiplen Verpackungs-
/Rettungsreaktionen ist die Zahl der Reaktionen pro DNA-Probe anzugeben. Auch
wenn es sich empfiehlt, die Daten iiber jede einzelne Reaktion aufzubewahren,
miissen lediglich die Gesamt-PFU bzw. -CFU schriftlich festgehalten werden. Daten
zur Toxizitidt und klinische Anzeichen gemdfl Nummer 34 sind zu dokumentieren.
Sequenzierungsergebnisse sind fiir jeden einzelnen analysierten Mutanten
vorzulegen, wobei die entsprechend durchgefithrten Mutationshdufigkeits-
berechnungen fiir jedes Tier und jedes Gewebe anzugeben sind.

Statistische Auswertung und Interpretation der Ergebnisse

41.

42.

43.

44,

Es gibt mehrere Kriterien flir die Entscheidung {iber ein positives Ergebnis, wie eine
dosisbedingte Zunahme der Mutantenhdufigkeit oder eine deutliche Zunahme der
Mutantenhéufigkeit in einer einzigen Dosisgruppe im Vergleich zur Losungsmittel-
/Vehikelkontrollgruppe. Es sind mindestens drei behandelte Dosisgruppen zu
analysieren, um ausreichende Daten fiir Dosis-Wirkungs-Analysen zu liefern. Das
Hauptaugenmerk sollte auf der biologischen Relevanz der Ergebnisse liegen, wobei
geeignete statistische Methoden als Hilfsmittel fiir die Auswertung der
Testergebnisse verwendet werden konnen (4) (14) (15) (25) (26). Die verwendeten
statistischen Tests miissen das Tier als Versuchseinheit beriicksichtigen.

Eine Priifsubstanz, bei der die Ergebnisse die oben angefiihrten Kriterien in keinem
Gewebe erfiillen, gilt im vorliegenden Assay als nicht mutagen. Fiir die biologische
Relevanz eines negativen Ergebnisses ist die Gewebeexposition zu bestitigen.

Fir DNA-Sequenzierungsanalysen stehen eine Reihe statistischer Konzepte zur
Erleichterung der Auswertung der Ergebnisse zur Verfiigung (1) (5) (9) (19).

Indem ermittelt wird, ob die gemessenen Werte innerhalb oder auferhalb des
historischen Kontrollbereichs liegen, lassen sich Leitlinien fiir die Bewertung der
biologischen Signifikanz der Reaktion herleiten (32).

Priifbericht

45.

Der Priifbericht sollte folgende Angaben enthalten:

Prifsubstanz:

- Angaben zur Identifikation und CAS-Nummer, falls bekannt,
- Herkunft, Chargennummer, falls verfiigbar,
- physikalische Beschaffenheit und Reinheit,

- physikalisch-chemische Eigenschaften, die fiir die Durchfithrung des Versuchs
von Belang sind,
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Stabilitit der Priifsubstanz, falls bekannt.

Losungsmittel/Vehikel:

Begriindung der Wahl des Vehikels,

Loslichkeit und Stabilitdt der Priifsubstanz im Losungsmittel/Vehikel, falls
bekannt,

Zubereitung des Futters, des Trinkwassers oder der Inhalationsrezepturen,

analytische Bestimmungen zu Rezepturen (z.B. Stabilitit, Homogenitét,
Nennkonzentrationen).

Versuchstiere:

Art/Stamm und Begriindung der getroffenen Wahl,
Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere,
Herkunft, Unterbringungsbedingungen, Futter usw.,

Gewicht der einzelnen Tiere bei  Versuchsbeginn, einschlieBlich
Korpergewichtsspanne, Mittelwert und Standardabweichung fiir jede Gruppe.

Prifbedingungen:

Daten zu den Positiv- und Negativkontrollen (Vehikel/Lésungsmittel),
Daten aus der Dosisfindungsstudie,

Begriindung der gewédhlten Dosisstufen,

Angaben zur Priifsubstanzzubereitung,

Einzelheiten der Verabreichung der Priifsubstanz,

Begriindung des Verabreichungswegs,

Methoden zur Toxizitdtsmessung beim Tier, einschlieBlich, soweit verfiigbar,
histopathologischer oder hédmatologischer Analysen, sowie Angaben zur
Haufigkeit, mit der die Tiere beobachtet und ihre Korpergewichte gemessen
wurden,

Methoden zum Nachweis, dass die Priifsubstanz das Zielgewebe oder den
allgemeinen Kreislauf erreicht hat, falls negative Ergebnisse erzielt werden,

(gegebenenfalls) tatsdchliche Dosis (in mg/kg je Korpergewicht und Tag),
berechnet auf Basis der Konzentration (ppm) der Priifsubstanz im Futter/Wasser
und ihrer Aufnahme,

Angaben zur Futter- und Wasserqualitét,

detaillierte Beschreibung der Behandlungs- und Probenahmepline und
Begriindung der jeweils getroffenen Wahl,

Totungsmethode,
Verfahren zur Isolation und Aufbewahrung von Gewebe,

Methoden zur Isolierung der genomischen DNA von Nagetieren, Rettung des
Transgens aus der genomischen DNA und Ubertragung der transgenen DNA auf
eine bakterielle Wirtszelle,
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Ergebnisse:

Herkunft und Chargennummern aller Zellen, Laborkits und Reagenzien (soweit
zutreffend),

Methoden zur Auszéhlung von Mutanten,

Methoden fiir die Molekularanalyse von Mutanten und deren Verwendung bei
der Berichtigung um die Klonalitdit und/oder bei der Berechnung von
Mutationshdufigkeiten, falls zutreffend.

Gesundheitszustand des Tieres vor und wihrend des Versuchszeitraums,
einschlieflich Toxizitdtsanzeichen,

Korper- und Organgewicht bei der Totung,

fiir jedes Gewebe/Tier: Anzahl Mutanten, Anzahl bewerteter Plaques bzw.
Kolonien und Mutantenhiufigkeit,

fiir jede Gewebe-/Tiergruppe: Anzahl Verpackungsreaktionen pro DNA-Probe,
Gesamtzahl der Mutanten, mittlere Mutantenhdufigkeit, Standardabweichung,

nach Moglichkeit Dosis-Wirkungs-Beziehung,

fir jedes Gewebe/Tier: Anzahl unabhingiger Mutanten und mittlere
Mutationshiufigkeit, soweit eine Molekularanalyse der Mutationen durchgefiihrt
wurde,

Daten tiber Negativkontrolltiere, die gleichzeitig in den Versuch einbezogen
waren, und frilhere Daten zu diesen Negativkontrollen mit Angaben zu
Bereichen, Mittelwerten und Standardabweichungen,

Daten tiber Positivkontrolltiere, die gleichzeitig in den Versuch einbezogen
waren (oder Daten zur DNA von Positivkontrolltieren aus fritheren Versuchen),

analytische Bestimmungen, falls verfiigbar (z. B. fiir die Verpackung verwendete
DNA-Konzentrationen, DNA-Sequenzierungsdaten),

verwendete statistische Analysen und Methoden.

Diskussion der Ergebnisse

Schlussfolgerung
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Anlage

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Basenpaarsubstitution: eine Art Mutation, die dazu fiihrt, dass eine einzelne DNA-
Nukleotidbase gegen eine andere DN A-Nukleotidbase ausgetauscht wird.

Chemikalie: ein Stoff oder eine Mischung.

Cos-Stelle: ein 12-Nukleotidsegment einer Einzelstrang-DNA, das an beiden Enden des
Doppelstrang-Genoms des Bakteriophagen vorkommit.

Deletion: eine Mutation, bei der ein oder mehrere (sequenzielle) Nukleotiden vom Genom
verloren werden.

Elektroporation: Anwendung elektrischer Impulse zur Erhéhung der Durchléssigkeit von
Zellmembranen.

Endogenes Gen: ein Gen, das aus dem Genom selbst stammt.

Extra-binomiale Variation: grofere Variabilitit bei Wiederholungsschitzungen eines
Populationsanteils als bei einer Binomialverteilung der Population erwartet wiirde.

Grofle Deletionen: Deletionen mehrerer Kilobasen in der DNA (die durch Spi  Auswahl und
die lacZ-Plasmidassays gezielt nachgewiesen werden).

Insertion: Hinzufiligen eines oder mehrerer Nukleotidenbasenpaare in eine DNA-Sequenz.

Jackpot: grole Anzahl Mutanten, durch klonale Expansion aus einer einzigen Mutation
entstanden.

Kapsid: die ein Viruspartikel umschlieSende Proteinhiille.
Klonale Expansion: die Erzeugung vieler Zellen aus einer einzigen (Mutanten-)Zelle.

Koloniebildende Einheit (Colony-Forming Unit, CFU): ein Grofle zur Quantifizierung
lebensfahiger Bakterien.

Konkatamer: eine Wiederholungssequenz einer DNA-Kette (Biomolekiil).
Ligation: die kovalente Anbindung von zwei DNA-Molekiilenden durch DNA-Ligase.

Mitogen: eine Chemikalie, die eine Zelle zur Zellteilung anregt und Mitose auslost (d. h.
Zellteilung).

Neutrales Gen: ecin Gen, das weder von positivem, noch von negativem Selektionsdruck
beeinflusst wird.

Plaquebildende Einheit (Plague Forming Unit, PFU): eine GroBe zur Quantifizierung
lebensfdhiger Bakteriophagen.
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Positivselektion: eine Methode, bei der nur Mutanten iiberleben.

Probenahmezeitpunkt: das Ende des Zeitraums vor der Toétung des Tieres, in dem die
Chemikalie nicht verabreicht wird und in dem nicht reparierte DNA-Lésionen sich in Form
stabiler Mutationen fixieren.

Priifsubstanz: jede(r) nach dieser Priifmethode getesteter Stoff bzw. Mischung.

Punktmutation: allgemeiner Begriff flir eine Mutation, die nur eine kleine Sequenz der
DNA betrifft, einschlieBlich kleiner Insertionen, Deletionen und Basenpaarsubstitutionen.

Rasterschubmutation: eine genetische Mutation innerhalb einer ein Protein/Peptid
codierenden DNA-Sequenz, verursacht durch Insertionen oder Deletionen einer Reihe von
Nukleotiden, die nicht gleichmiBig durch drei geteilt werden kdnnen.

Reporter-Gen: ein Gen, dessen Produkt (mutantes Gen) einfach nachzuweisen ist.

Shuttle-Vektor: ein Vektor, der so strukturiert ist, dass er sich in zwei verschiedenen
Wirtsarten vermehren kann; entsprechend kann in einen Shuttle-Vektor eingebrachte DNA in
zwei unterschiedlichen Zelltypen oder zwei unterschiedlichen Organismen gepriift oder
manipuliert werden.

Transgen: bezogen auf einen Organismus oder der Organismus selbst, dessen Genom durch
die Ubertragung eines oder mehrerer Gene einer anderen Spezies verdndert worden ist.*

Verabreichungszeitraum: die Gesamtdauer, wihrend der einem Tier Priifsubstanz
verabreicht wird.

Verpackung: die Synthese infektiver Phagenpartikel aus der Zubereitung von Phagenkapsid
und Schwanzproteinen und einem Konkatamer von Phagen-DNA-Molekiilen. Wird
gemeinhin zur Verpackung von auf einen Lambda-Vektor geklonter DNA (die durch Cos-
Stellen getrennt ist) in infektidse Lambdapartikel verwendet.

Verpackungseffizienz: die Effizienz, mit der verpackte Bakteriophagen in Wirtsbakterien
wiedergefunden werden.
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