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B.64 KOMBINIERTE SCREENING-PRUFUNG MIT WIEDERHOLTER VERABREICHUNG ZUR BEWERTUNG DER
REPRODUKTIONS-[ENTWICKLUNGSTOXIZITAT

EINLEITUNG

1. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 422 (2016). Die OECD-Richtlinien fiir die Priifung von
Chemikalien werden regelmidfig unter Beriicksichtigung des wissenschaftlichen Fortschritts tiberarbeitet. Die ur-
spriingliche Screening-Priifrichtlinie 422 wurde im Jahr 1996 angenommen. Sie beruhte auf einem Protokoll fiir
eine kombinierte Screening-Priifung mit wiederholter Verabreichung zur Bewertung der Reproduktions-/Entwick-
lungstoxizitit, die in zwei Expertensitzungen im Jahr 1990 in London (1) und im Jahr 1992 in Tokio (2) erdrtert
wurde.

2. Bei dieser Priifmethode wird eine Screening-Priifung zur Bewertung der Reproduktions-/Entwicklungstoxizitit, die auf
Erfahrungen in Mitgliedstaaten aufgrund der Verwendung der urspriinglichen Methode bei in groffen Mengen her-
gestellten Chemikalien und bei Untersuchungen mit Positivkontrollstoffen (3) (4) basiert, mit einer Toxizitétsprifung
mit wiederholter Verabreichung nach der OECD-Priifrichtlinie 407 (28-Tage-Toxizitdtsstudie mit wiederholter oraler
Verabreichung an Nagern, Kapitel B.7 dieses Anhangs) kombiniert.

3. Diese Priifmethode wurde als Folgemafnahme der 1998 bei der OECD eingeleiteten prioritiren Maffnahme zur
Anderung bestehender Priifrichtlinien und zur Entwicklung neuer Priifrichtlinien fiir das Screening und die Priifung
potenzieller endokriner Disruptoren unter Festlegung von fiir einen endokrinen Disruptor relevanten Endpunkten
aktualisiert (5). In diesem Zusammenhang wurde TG 407 (entsprechend Kapitel B.7 in diesem Anhang) im Jahr 2008
durch Parameter verbessert, mit denen eine endokrine Wirkung von Priifchemikalien nachgewiesen werden kann. Ziel
der Aktualisierung von TG 422 war die Einbeziehung einiger fiir endokrine Disruptoren relevanter Endpunkte in
Screening-TGs, bei denen die Expositionszeitriume einige der empfindlichsten Entwicklungszeitraume (Zeitrdume vor
oder kurz nach der Geburt) beinhalten.

4. Die ausgewdhlten fur endokrine Disruptoren relevanten zusitzlichen Endpunkte, die Bestandteil auch von TG 443
(Erweiterte Eingenerationen-Priifung auf Reproduktionstoxizitdt, entsprechend Kapitel B.56 dieses Anhangs) sind,
wurden auf der Grundlage einer Machbarkeitsstudie zur Untersuchung wissenschaftlicher und technischer Fragen
im Zusammenhang mit deren Beriicksichtigung sowie mit moglichen Anpassungen des fiir deren Einbeziehung
erforderlichen Priifprotokolls in TG 422 aufgenommen (6).

5. Mit dieser Priifmethode sollen begrenzte Informationen iiber die Wirkungen einer Priifchemikalie auf die Repro-
duktionsleistung minnlicher und weiblicher Tiere (Funktion der Keimdriisen, Paarungsverhalten, Empfingnis, Ent-
wicklung des Conceptus, Geburt usw.) ermittelt werden. Sie ist nicht als alternative Priifmethode und auch nicht als
Ersatz fiir die bereits existierenden Priifmethoden B.31, B.34, B.35 und B.56 zu betrachten.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

6. Bei der Beurteilung und Bewertung der toxischen Merkmale einer Priifchemikalie kann die orale Toxizitdt nach
wiederholter Verabreichung des Stoffs bestimmt werden, nachdem zunichst durch Priifungen auf akute Wirkungen
die ersten Toxizititsdaten gewonnen wurden. Diese Priifung gibt Aufschluss iiber mogliche Gesundheitsgefahren
infolge wiederholter Exposition iiber einen begrenzten Zeitraum. Die Methode umfasst die Basisstudie zur Priifung
auf Toxizitdt bei wiederholter Verabreichung, die fir chemische Stoffe, bei denen eine 90-Tage-Studie nicht gerecht-
fertigt ist (z. B. wenn das Produktionsvolumen bestimmte Grenzen nicht tiberschreitet), oder als Vorstudie zu einer
Langzeitstudie verwendet werden kann. Bei der Priifung sollten die im ,OECD Guidance No. 19 on the recognition,
assessment, and use of clinical signs as humane endpoints for experimental animals used in safety evaluation* (7)
genannten Grundsitze und Erwdgungen beachtet werden.

7. Auferdem beinhaltet die Priifung eine Screening-Priifung auf Reproduktions-/Entwicklungstoxizitit und kann daher
auch durchgefihrt werden, um ersten Aufschluss iber mogliche Wirkungen auf die Reproduktionsleistung méann-
licher und weiblicher Tiere (Funktion der Keimdriisen, Paarungsverhalten, Empfingnis, Entwicklung des Conceptus,
Geburt usw.) entweder bereits frith bei der Bewertung toxikologischer Eigenschaften von Priifchemikalien oder bei
Besorgnis erregenden Priifchemikalien zu erhalten. Diese Priifmethode liefert keine umfassenden Informationen tiber
simtliche Reproduktions- und Entwicklungsaspekte. Insbesondere bietet sie nur beschrinkte Moglichkeiten zur
Erkennung postnataler Auspragungen einer pranatalen Exposition oder zur Feststellung von Wirkungen, die bei
postnataler Exposition induziert werden konnen. Aufgrund (unter anderem) der Selektivitit der Endpunkte und
der kurzen Dauer der Studie werden mit dieser Methode keine Nachweise dafiir erlangt, dass keine reproduktions-
[entwicklungstoxische Wirkungen eintreten. Wenn keine Daten aus anderen Priifungen zur Bewertung der Repro-
duktions-/Entwicklungstoxizitdt vorliegen, sind positive Ergebnisse zudem hilfreich fiir eine erste Gefdhrdungsabschit-
zung und konnen bei Entscheidungen iiber die Notwendigkeit und die zeitliche Gestaltung weiterer Priifungen
beriicksichtigt werden.
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8. Die Ergebnisse in Bezug auf die endokrinen Parameter sind im Kontext des ,OECD Conceptual Framework for
Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals“ (8) zu interpretieren. Dieser Conceptual Framework
enthilt die verbesserte OECD TG 422 in Niveau 4 als In-vivo-Priifung zur Erlangung von Daten iiber negative
Wirkungen auf endokrin relevante Endpunkte. Ein endokrin relevantes Signal kann jedoch nicht an sich als hinrei-
chender Beleg daftir betrachtet werden, dass die betreffende Priifchemikalie als endokriner Disruptor wirkt.

9. Auch bei dieser Priifmethode wird das Hauptaugenmerk auf neurologische Wirkungen als spezifischer Endpunkt
gelegt; aulerdem ist die Notwendigkeit einer sorgfaltigen klinischen Beobachtung der Tiere zu betonen, um maoglichst
umfangreiche Daten zu erfassen. Die Methode sollte chemische Stoffe mit neurotoxischem Potenzial aufspiiren, die
dann gegebenenfalls eine eingehendere Untersuchung dieses Aspektes erfordern. AufSerdem kann die Methode grund-
legenden Aufschluss iiber immunologische Wirkungen ergeben.

10. Wenn keine Daten aus anderen Priiffungen zur Bewertung der systemischen Toxizitdt, der Reproduktions-/Entwick-
lungstoxizitit, der Neurotoxizitit und/oder der Immunotoxizitit vorliegen, sind positive Ergebnisse hilfreich fiir eine
erste Gefahrdungsabschitzung und konnen bei Entscheidungen tiber die Notwendigkeit und die zeitliche Gestaltung
weiterer Priffungen beriicksichtigt werden. Die Priifung kann insbesondere als Bestandteil des SIDS-Dossiers (Scree-
ning Information Data Set) der OECD fiir die Bewertung existierender Chemikalien hilfreich sein, fiir die nur wenig
oder keinerlei toxikologische Informationen verfiigbar sind; aufSerdem kann sie anstelle zweier getrennter Priifungen
zur Bewertung der Toxizitit bei wiederholter Verabreichung (OECD TG 407, entsprechend Kapitel B.7 dieses An-
hangs) bzw. der Reproduktions-/Entwicklungstoxizitit (OECD TG 421, entsprechend Kapitel B.63 dieses Anhangs)
durchgefihrt werden. Ferner kann sie als Dosistindungsstudie fiir umfassendere Untersuchungen der Reproduktions-
und Entwicklungstoxizitit dienen sowie dann durchgefithrt werden, wenn sie aus sonstigen Griinden als relevant
betrachtet wird.

11. Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass trachtige und nicht trichtige Tiere unterschiedlich empfindlich sind.
Dosierungen, die sowohl zur Bewertung der allgemeinen systemischen Toxizitit als auch der spezifischen Repro-
duktions-/Entwicklungstoxizitdt geeignet sind, sind daher mit dieser kombinierten Priifung u. U. schwieriger zu
ermitteln als mit einzelnen Priifungen, die getrennt durchgefihrt werden. Auferdem kann die Auswertung der
Priifergebnisse hinsichtlich der allgemeinen systemischen Toxizitit schwieriger sein als bei Durchfithrung einer
getrennten Priifung mit wiederholter Verabreichung, insbesondere wenn in der Priifung nicht gleichzeitig serum-
bezogene und histopathologische Parameter bewertet werden. In Anbetracht dieser technischen Schwierigkeiten
erfordert die Durchfithrung dieser kombinierten Screening-Priifung betrichtliche Erfahrung mit Toxizititspriifungen.
Abgesehen von der geringeren Anzahl benotigter Priiftiere kann mit der kombinierten Priifung allerdings maoglicher-
weise besser zwischen direkten reproduktions-/entwicklungsbezogenen Wirkungen und Wirkungen unterschieden
werden, die als sekundire Wirkungen anderer (systemischer) Wirkungen zu betrachten sind.

12. Bei dieser Priiffung ist der Verabreichungszeitraum lianger als bei einer herkommlichen 28-Tage-Priifung mit wieder-
holter Verabreichung, Allerdings werden von jedem Geschlecht pro Gruppe weniger Tiere verwendet als dann, wenn
eine herkommliche 28-Tage-Priiffung mit wiederholter Verabreichung zusitzlich zu einer Screening-Priifung auf
Reproduktions-/Entwicklungstoxizitit durchgefithrt wird.

13. Bei dieser Priifmethode wird angenommen, dass die Priifchemikalie oral verabreicht wird. Bei anderen Expositions-
wegen konnen Anderungen erforderlich sein.

14. Bevor die Priifmethode an einem Gemisch fiir die Generierung von Daten fiir einen bestimmten Regulierungszweck
verwendet wird, ist zu priifen, ob sie fiir den beabsichtigten Zweck angemessene Ergebnisse liefern kann und, wenn
dem so ist, warum. Solche Erwdgungen entfallen, wenn die Priifung des Gemischs rechtlich vorgeschrieben ist.

15. Die verwendeten Begriffe sind in Anlage 1 definiert.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

16. Die Prifchemikalie wird verschiedenen Gruppen von ménnlichen und weiblichen Tieren in abgestuften Dosen ver-
abreicht. Mannlichen Tieren sollte die Priifchemikalie mindestens vier Wochen bis zum Tag vor der vorgesehenen
Totung (einschlieRlich) verabreicht werden. (Dieser Zeitraum umfasst mindestens zwei Wochen vor der Paarung, die
Paarungszeit und etwa zwei Wochen nach der Paarung). Wegen des begrenzten Verabreichungszeitraums vor der
Paarung ist die Fruchtbarkeit bei méannlichen Tieren moglicherweise kein besonders empfindlicher Indikator fiir eine
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testikuldre Toxizitdt. Daher ist eine eingehende histologische Untersuchung der Hoden von wesentlicher Bedeutung.
Die Kombination eines Verabreichungszeitraums von zwei Wochen vor der Paarung mit anschliefenden Beobach-
tungen des Paarungsverhaltens und der Fertilitit mit einem Verabreichungszeitraum von insgesamt mindestens vier
Wochen und einer anschlieSenden detaillierten Histopathologie der ménnlichen Keimdriisen wird als ausreichend fiir
den Nachweis der meisten Wirkungen auf die ménnliche Fruchtbarkeit und die Spermatogenese betrachtet.

17. Weiblichen Tieren sollte die Priifchemikalie wahrend der gesamten Dauer der Studie verabreicht werden. Dazu zahlen
zwei Wochen vor der Paarung (damit mindestens zwei vollstindige Ostruszyklen erfasst werden), die variable Zeit bis
zur Empfingnis und die Dauer der Graviditit sowie mindestens 13 Tage nach der Geburt bis zum Tag vor der
vorgesehenen Totung (einschliefSlich).

18. Die Dauer der Studie nach der Eingewdhnung und einer Bewertung des Ostruszyklus vor der Verabreichung der
Priifchemikalie hangt von der Leistungsfahigkeit des weiblichen Tiers ab; im Allgemeinen betrigt sie etwa 63 Tage
[mindestens 14 Tage vor der Paarung, (bis zu) 14 Tage Paarungszeit, 22 Tage Graviditit, 13 Tage Laktation].

19. Wihrend des Verabreichungszeitraums werden die Tiere tdglich sorgfiltig auf Toxizititszeichen beobachtet. Tiere, die
im Verlauf der Priifung sterben, und vorzeitig getotete Tiere werden seziert; die nach Abschluss der Priifung iiber-
lebenden Tiere werden getotet und ebenfalls seziert.

BESCHREIBUNG DER METHODE
Auswahl von Versuchstierarten

20. Diese Priifmethode ist fiir die Verwendung von Ratten vorgesehen. Wenn die in dieser TG 422 genannten Parameter
an einer anderen Nagetierart untersucht werden, ist dies ausfiihrlich zu begriinden. Im internationalen Validierungs-
programm fir den Nachweis von endokrinen Disruptoren mit TG 407 wurde nur die Ratte als Versuchstier ver-
wendet. Stimme mit geringer Fruchtbarkeit oder bekannter hoher Haufigkeit von Entwicklungsdefekten sind nicht zu
verwenden. Es sind gesunde jungfriuliche Tiere zu verwenden, die zuvor nicht in anderen Versuchen eingesetzt
wurden. Die Versuchstiere sind nach Tierart, Tierstamm, Geschlecht, Gewicht und Alter zu beschreiben. Bei Beginn
der Studie sollten die Gewichtsunterschiede der Tiere maoglichst gering sein und £ 20 % des geschlechtsspezifischen
Durchschnittsgewichts nicht iiberschreiten. Wenn die Studie als Vorstudie zu einer Langzeitstudie oder einer Einge-
nerationsstudie durchgefiihrt wird, sollten in beiden Studien vorzugsweise Tiere desselben Stamms und derselben
Herkunft verwendet werden.

Haltung und Fiitterung

21. Bei allen Verfahren sind die ortlichen Standards der Versuchstierpflege einzuhalten. Die Temperatur im Versuchs-
tierraum sollte 22 °C (z 3 °C) betragen. Die relative Luftfeuchtigkeit sollte mindestens 30 % betragen und — aufSer
beim Reinigen des Raums — 70 % nicht iiberschreiten. Die Beleuchtung sollte kiinstlich sein und die Hell- und
Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln. An die Versuchstiere kann herkémmliches
Laborfutter verfuttert werden, wobei eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung zu gewdahrleisten ist. Die Auswahl
des Futters wird eventuell dadurch beeinflusst, dass eine geeignete Beimischung der Priifchemikalie sichergestellt
werden muss, wenn die Priffchemikalie auf diesem Weg verabreicht werden soll.

22. Die Tiere sollten in kleinen gleichgeschlechtlichen Gruppen untergebracht werden; sie kénnen auch einzeln gehalten
werden, wenn dies wissenschaftlich gerechtfertigt ist. Bei Gruppenhaltung sollten maximal funf Tiere in einem Kafig
untergebracht sein. Die Verpaarung erfolgt in fiir diesen Zweck geeigneten Kifigen. Trichtigen weiblichen Tieren
sollte in Einzelhaltung Material fir den Nestbau bereitgestellt werden. Sidugende weibliche Tiere werden in Kifigen
einzeln mit ihren Nachkommen gehalten.

23. Das Futter ist regelmdfig auf Schadstoffe zu analysieren. Eine Probe des Futters ist bis zur Fertigstellung des
Abschlussberichts aufzubewahren.

Vorbereitung der Versuchstiere

24. Gesunde junge adulte Tiere werden randomisiert und in Behandlungsgruppen und auf Kifige verteilt. Die Kifige sind
so aufzustellen, dass etwaige standortbedingte Auswirkungen moglichst gering sind. Die Tiere werden eindeutig
gekennzeichnet und vor Beginn der Studie in ihren Kifigen {iber einen Zeitraum von mindestens fiinf Tagen unter
Laborbedingungen eingewohnt.

Vorbereitung der Dosierung

25. Die Priifchemikalie sollte oral verabreicht werden, wenn nicht andere Verabreichungswege als besser geeignet er-
scheinen. Auf oralem Weg wird die Priifchemikalie gewohnlich mit einer Sonde verabreicht. Alternativ kénnen
Priifchemikalien aber auch iiber die Nahrung oder das Trinkwasser zugefiihrt werden.
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26. Bei Bedarf wird der Priifstoff in einem geeigneten Vehikel gelost oder suspendiert. Es empfiehlt sich, nach Moglichkeit
zunichst die Verwendung einer wissrigen Losung/Suspension, dann eine Lésung/Suspension in Ol (z. B. Maisél) und
erst dann eine Losung in einem anderen Vehikel in Betracht zu ziehen. Bei nicht wissrigen Vehikeln miissen deren
toxische Merkmale bekannt sein. Die Stabilitit und die Homogenitdt der Priifchemikalie in dem Vehikel sind zu
bestimmen.

VERFAHREN
Anzahl und Geschlecht der Versuchstiere

27. Jede Gruppe sollte mit mindestens 10 mannlichen und 12-13 weiblichen Tieren begonnen werden. Bei den weib-
lichen Tieren wird vor der Exposition der Ostruszyklus untersucht, und Tiere, bei denen nicht der typische Zyklus
von 4-5 Tagen festzustellen ist, werden nicht in die Studie einbezogen. Daher wird die Vorhaltung weiterer weiblicher
Tiere empfohlen, damit pro Gruppe tatsichlich 10 weibliche Tiere verfiigbar sind. AufSer bei ausgeprigten toxischen
Wirkungen diirften dann pro Gruppe mindestens 8 Gravidititen entstehen; dies ist gewohnlich die erforderliche
Mindestzahl an trichtigen Tieren pro Gruppe. So soll gewihrleistet werden, dass geniigend Gravidititen und Nach-
kommen erzeugt werden, um eine aussagekriftige Bewertung des Schidigungspotenzials der Priifchemikalie in Bezug
auf die Fertilitdt, die Graviditit, das Verhalten des Muttertiers, das Sdugen, das Wachstum und die Entwicklung der F;-
Generation von der Empfingnis bis zu Tag 13 nach der Geburt vornehmen zu konnen. Sollen Tiere bereits im
Verlauf der Priifung getotet werden, ist die Anzahl der Tiere um die Zahl der Tiere zu erhohen, die noch vor
Abschluss der Studie getdtet werden sollen. Zur Beobachtung der Reversibilitdt, der Persistenz oder des verzogerten
Auftretens systemischer toxischer Wirkungen fiir mindestens 14 Tage nach der Behandlung ist die Einbeziehung einer
zusitzlichen Satellitengruppe von fiinf Tieren je Geschlecht in der Kontrollgruppe und in der Gruppe mit der
hochsten Dosis in Betracht zu ziehen. Tiere der Satellitengruppen werden nicht verpaart und daher auch nicht fur
die Bewertung der Reproduktions-/Entwicklungstoxizitit beriicksichtigt.

Dosierung

28. Im Allgemeinen sollten mindestens drei Versuchsgruppen und eine Kontrollgruppe gewihlt werden. Liegen keine
geeigneten allgemeinen Toxizititsdaten vor, kann eine Dosisfindungsstudie (Tiere desselben Stamms und derselben
Herkunft) durchgefithrt werden, um die zu verwendenden Dosen zu bestimmen. Abgesehen von der Behandlung mit
der Priifchemikalie sollten die Tiere in der Kontrollgruppe unter identischen Bedingungen behandelt werden wie die
Versuchstiere in der Priifgruppe. Wird der Priifstoff mit einem Vehikel verabreicht, muss die Kontrollgruppe das
Vehikel im hochsten verwendeten Volumen erhalten.

29. Bei der Wahl der Dosisstufen sollten simtliche vorliegenden Daten zur Toxizitit und (Toxiko)kinetik beriicksichtigt
werden. Auferdem sollte beriicksichtigt werden, dass trichtige und nicht trichtige Tiere unterschiedlich empfindlich
sein konnen. Die hochste Dosis sollte so gewédhlt werden, dass zwar toxische Wirkungen, aber keine Todesfille oder
offensichtliches Leiden hervorgerufen werden. Anschlieend sollte eine absteigende Folge von Dosisstufen gewihlt
werden, um dosisabhidngige Wirkungen und die niedrigste Dosis ohne zu beobachtende schidliche Wirkungen
nachzuweisen. Haufig sind zwei bis vier Intervalle optimal, und die Ergidnzung durch eine vierte Versuchsgruppe
ist hiufig der Anwendung sehr langer Intervalle (z. B. grofSer als Faktor 10) zwischen den Verabreichungen vor-
zuziehen.

30. Bei allgemeiner Toxizitdt (z. B. vermindertes Korpergewicht, Wirkungen auf Leber, Herz, Lungen oder Nieren usw.)
oder anderen Verdnderungen, die moglicherweise keine toxischen Reaktionen darstellen (z. B. verminderte Futter-
aufnahme, Lebervergrofferung), sind die beobachteten Wirkungen auf endokrine Endpunkte mit Vorsicht zu bewer-
ten.

Limit-Priifung

31. Verursacht die Priifung unter oraler Verabreichung einer Dosis von mindestens 1 000 mg/kg Korpergewicht pro Tag
bzw. eine entsprechende Konzentration im Futter (je nach Korpergewicht) unter Verwendung der fiir diese Studie
beschriebenen Verfahren keine feststellbaren toxischen Wirkungen, und ist aufgrund der Daten strukturverwandter
Stoffe keine Toxizitit zu erwarten, kann auf eine vollstindige Studie mit mehreren Dosisstufen gegebenenfalls
verzichtet werden. Die Limit-Priifung kann angebracht sein, es sei denn, die Exposition beim Menschen ldsst die
Priifung bei einer hoheren oralen Dosis angezeigt erscheinen. Bei anderen Verabreichungsformen, z. B. Inhalation
oder dermale Applikation, wird die maximal erzielbare Exposition in vielen Fillen durch die physikalisch-chemischen
Eigenschaften der Priifchemikalien bestimmt.

Verabreichung der Dosen

32. Den Tieren wird die Priifchemikalie fir die Dauer einer Woche (7 Tage) tdglich verabreicht. Wird der Priifstoff iiber
eine Sonde verabreicht, so sollte dies in einer einmaligen Dosis unter Verwendung einer Schlundsonde oder einer
geeigneten Intubationskaniile erfolgen. Das maximale Fliissigkeitsvolumen, das einem Versuchstier jeweils verabreicht
werden kann, hingt von der Grofe des Versuchstiers ab. Das Volumen sollte 1 ml/100 g Korpergewicht nicht
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tiberschreiten, bei wiassrigen Losungen konnen aber auch 2 ml/100 g Korpergewicht in Betracht gezogen werden.
Aufer bei reizenden oder dtzenden Priifchemikalien, die in der Regel bei hoheren Konzentrationen eine Verschlim-
merung bewirken, sollte die Variabilitit des Priifvolumens durch Anpassung der Konzentration mdglichst gering
gehalten werden, um ein konstantes Volumen bei allen Dosen zu gewahrleisten.

33. Bei mit dem Futter oder dem Trinkwasser verabreichten Priifchemikalien ist unbedingt sicherzustellen, dass die
Mengen der jeweiligen Priifchemikalie die normale Nahrungsaufnahme oder den Wasserhaushalt nicht beeintréchti-
gen. Wenn die Priiffchemikalie im Futter verabreicht wird, kann entweder eine konstante Konzentration im Futter
(ppm) oder eine konstante Dosis, bezogen auf das Korpergewicht des Tieres, verwendet werden; die jeweils gewihlte
Verfahrensweise sollte angegeben werden. Eine mit einer Magensonde verabreichte Dosis sollte jeweils zu denselben
Tageszeiten gegeben und mindestens einmal pro Woche so angepasst werden, dass eine konstante Dosis im Ver-
haltnis zum Korpergewicht aufrechterhalten wird. Wird die kombinierte Priifung als Vorstudie fiir eine Langzeitstudie
iiber chronische Toxizitit verwendet, sollte in beiden Priifungen die gleiche Nahrung verabreicht werden.

Versuchsplan

34. Die Verabreichung sollte fiir beide Geschlechter mindestens 2 Wochen vor der Paarung beginnen, nachdem sich die
Tiere mindestens 5 Tage lang eingewdhnt haben und nachdem die weiblichen Tiere auf einen normalen Ostruszykus
(in einem 2-wochigen Zeitraum vor der Behandlung) untersucht wurden. Die Studie sollte so geplant werden, dass
mit der Bewertung des Ostruszykus bald nach Erreichen der vollstindigen Geschlechtsreife begonnen wird. Der
Beginn dieser Zeitrdume kann je nach Rattenstimmen in den einzelnen Labors leicht variieren und beispielsweise
bei Sprague-Dawley-Ratten bei einem Alter von 10 Wochen und bei Wistar-Ratten etwa bei einem Alter von 12
Wochen liegen. Muttertiere sollten an Tag 13 nach der Geburt oder kurz darauf get6tet werden. Um eine nichtliche
Futterkarenz der Muttertiere vor der Blutentnahme (wenn diese Option bevorzugt wird) zu ermoglichen, miissen
Muttertiere und ihre Nachkommen nicht unbedingt am selben Tag getotet werden. Der Tag der Geburt (d. h. der Tag,
an dem der Geburtsvorgang abgeschlossen wurde) wird als Tag 0 nach der Geburt bezeichnet. Weibliche Tiere, bei
denen keine Besamung festzustellen ist, werden 24-26 Tage nach dem letzten Tag der Paarungszeit getotet. Die
Verabreichung wird bei beiden Geschlechtern wihrend der Paarungszeit fortgesetzt. Mannliche Tiere werden auch
nach der Paarungszeit noch mindestens iiber den vollstindigen Verabreichungszeitraum von 28 Tagen behandelt.
AnschlieBend werden sie getotet oder alternativ weiter gehalten und behandelt, damit eine zweite Paarung erfolgen
kann, wenn dies als angemessen betrachtet wird.

35. Die tdgliche Behandlung der weiblichen Muttertiere sollte wihrend der Graviditit sowie mindestens bis zu Tag 13
nach der Geburt bzw. zum Tag vor der Totung (einschlieflich) fortgesetzt werden. Bei Studien, bei denen die
Priffchemikalie durch Inhalation oder dermal verabreicht wird, sollte die Verabreichung mindestens bis zu Tag 19
der Trichtigkeit (einschlieflich) fortgesetzt und so bald wie moglich (spitestens an Tag 4 nach der Geburt (PND 4))
wieder aufgenommen werden.

36. Tiere in einer Satellitengruppe, bei denen Nachfolgebeobachtungen vorgesehen sind, (wenn tiberhaupt berticksichtigt)
werden nicht verpaart. Sie sollten fiir mindestens weitere 14 Tage nach der ersten vorgeschenen T6tung von
Muttertieren ohne Behandlung gehalten werden, um ein verzogertes Auftreten, die Persistenz oder die Reversibilitdt
toxischer Wirkungen festzustellen.

37. Der Versuchsplan ist in Anlage 2 in einem Diagramm dargestellt.

Ostruszyklen

38. Ostruszyklen sollten vor Beginn der Behandlung iiberwacht werden, damit fiir die Studie weibliche Tiere mit regel-
mifligem Zyklus ausgewihlt werden kénnen (Nummer 27). Auferdem sollten ab Beginn des Behandlungszeitraums
bis zu Anzeichen fiir eine Besamung tdglich Vaginalabstriche untersucht werden. Wenn Bedenken hinsichtlich akuter
Auswirkungen von Stress bestehen, die bei Beginn der Verabreichung die Ostruszyklen verindern kénnten, kénnen
die Versuchstiere in den Labors zwei Wochen behandelt werden, um anschlieend die Ostruszyklen vor der Paa-
rungszeit iiber mindestens zwei Wochen und anschlieend bis zu Anzeichen fiir eine Besamung in der Paarungszeit
anhand taglicher Vaginalabstriche zu iiberwachen. Bei der Entnahme vaginaler/zervikaler Zellen ist sorgfaltig darauf
zu achten, dass die Schleimhaut nicht gereizt wird, damit es nicht zu Pseudogravidititen kommt (8) (9).

Verpaarung

39. In der Regel sollten bei dieser Studie mannliche und weibliche Tiere im Verhiltnis 1:1 (ein mannliches auf ein
weibliches Tier) eingesetzt werden. Ausnahmen konnen sich gelegentlich ergeben, wenn ménnliche Tiere sterben. Das
weibliche Tier sollte mit demselben mannlichen Tier gehalten werden, bis Anzeichen fiir eine Paarung festgestellt
werden bzw. bis zwei Wochen vergangen sind. Jeden Morgen werden die weiblichen Tiere auf Sperma oder Vaginal-
pfropfe untersucht. Tag 0 der Trichtigkeit ist der Tag, an dem die Besamung (durch Vaginalpfropf oder Sperma-
spuren) nachgewiesen werden kann. Bei einer erfolglosen Verpaarung kann gegebenenfalls die erneute Verpaarung
weiblicher Tiere mit bewahrten méannlichen Tieren der gleichen Gruppe erwogen werden.
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Wurfgrofle

40. Am PND 4 kann die Grofe eines jeden Wurfs angepasst werden, indem iiberschiissige Jungtiere nach dem Zufalls-
prinzip aussortiert werden, um je nach normalem Umfang eines Wurfs beim verwendeten Rattenstamm pro Wurf
nach Moglichkeit vier oder fiinf Jungtiere pro Geschlecht und Wurf zu erhalten. Von zwei der uiberschiissigen
Jungtiere sollten Blutproben entnommen, in Pools zusammengefasst und zur Bestimmung von Serumspiegeln (T4)
verwendet werden. Die selektive Eliminierung von Jungtieren, z. B. auf der Grundlage des Korpergewichts oder des
anogenitalen Abstands (AGD), wird nicht empfohlen. Wenn es wegen der Anzahl minnlicher bzw. weiblicher
Jungtiere nicht moglich ist, pro Wurf jeweils vier oder fiinf Jungtiere eines jeden Geschlechts zu erhalten, ist auch
eine grobe Anpassung (beispielsweise sechs minnliche und vier weibliche Tiere) akzeptabel. Wenn die Anzahl der
Tiere eines Wurfs die Eliminierungsgrenze (8 oder 10 Jungtiere pro Wurf) unterschreitet, werden keine Jungtiere
aussortiert. Wenn die Anzahl der Jungtiere um nur ein Tier iiber der Eliminierungsgrenze liegt, wird nur ein Jungtier
aussortiert und zur Blutentnahme fiir mogliche Bewertungen der Serumspiegel (T4) verwendet.

41. Wenn die Grole des Wurfs nicht gedndert wird, werden an Tag 4 nach der Geburt zwei Jungtiere pro Wurf human
getotet und Blutproben zur Bestimmung der Konzentration der Schilddriisenhormone im Serum entnommen. Nach
Moglichkeit sollten diese zwei Jungtiere je Wurf zwei weibliche Jungtiere sein, damit ménnliche Jungtiere zur Priifung
der Brustwarzenretention aufgespart werden konnen, es sei denn, dass nach dem Aussortieren dieser Jungtiere keine
weiblichen Tiere zur abschliefenden Bewertung mehr verbleiben wiirden. Es werden keine Jungtiere aussortiert, wenn
die GroRe des Wurfs dadurch auf weniger als 8 bzw. 10 Jungtiere sinkt (je nach Grofle eines normalen Wurfs beim
betreffenden Rattenstamm). Wenn die Anzahl der Jungtiere um nur ein Tier iiber der normalen Grofe eines Wurfs
liegt, wird nur ein Jungtier aussortiert und zur Blutentnahme fir mogliche Bewertungen der Serumspiegel (T4)
verwendet.

Beobachtungen

42. Allgemeine klinische Beobachtungen sollten mindestens einmal tiglich, vorzugsweise jeweils zur gleichen Zeit, und
unter Berticksichtigung des voraussichtlichen Zeitraums nach der Verabreichung vorgenommen werden, in welchem
der Wirkungsgipfel zu erwarten ist. Der Gesundheitszustand der Tiere ist zu dokumentieren. Mindestens zweimal
taglich erfolgt eine Beobachtung aller Tiere auf Erkrankungen oder Todesfille.

43. Bei allen Muttertieren sollte einmal vor der Exposition (um intraindividuelle Vergleiche zu ermdglichen) und danach
mindestens einmal wochentlich eine eingehende klinische Untersuchung erfolgen. Die Beobachtungen sind auflerhalb
des Kifigs, in dem die Tiere gehalten werden, in stets gleicher Umgebung und vorzugsweise stets zur gleichen Zeit
taglich vorzunehmen. Sie sind sorgfiltig zu dokumentieren, am besten nach einer speziell vom Priiflabor entwickelten
Bewertungsskala. Durch geeignete Mafinahmen ist sicherzustellen, dass die Priifbedingungen moglichst konstant bleiben
und dass die Beobachtungen vorzugsweise durch Untersucher erfolgen, denen die Behandlung der Tiere nicht bekannt
ist. Zu achten ist insbesondere auf Verdnderungen an Haut, Fell, Augen, Schleimhiuten, auf Sekrete und Exkrete und auf
autonome Aktivititen (z. B. Trinensekretion, Piloerektion, Pupillengrofle, ungewohnliche Atemmuster). Gang- und
Haltungsstorungen, ferner Reaktionen auf die Behandlung der Tiere sowie etwaige klonische oder tonische Bewegungen,
Stereotypien (z. B. tibermifSiges Putzen, wiederholte Kreisbewegungen), schwere oder verzogerte Geburt oder abnormes
Verhalten (z. B. Selbstverstimmelung, Riickwirtsgehen) sollten ebenfalls dokumentiert werden (10).

44. Einmal wihrend der Untersuchung sollte bei fiinf miénnlichen und fiinf weiblichen Tieren, die zufillig aus den
Gruppen ausgewdahlt wurden, die sensorische Reaktivitit auf Reize verschiedener Art (z. B. akustische, visuelle und
propriozeptive Reize) (8) (9) (11), die Greifkraft (12) und die motorische Aktivitdt (13) bewertet werden. Weitere
Einzelheiten zu den moglichen Untersuchungen finden sich in der Literatur. Allerdings konnen auch andere als dort
genannte Verfahren angewendet werden. Bei minnlichen Tieren sollten diese funktionellen Beobachtungen gegen
Ende des Verabreichungszeitraums kurz vor der vorgesehenen Totung und in jedem Fall vor der Blutentnahme zur
hidmatologischen und klinisch-chemischen Untersuchung erfolgen (Nummern 53-56 einschliefSlich Fufinote 1). Weib-
liche Tiere sollten sich bei diesen Funktionspriifungen in einem physiologisch dhnlichen Zustand befinden und
vorzugsweise einmal in der letzten Woche der Laktation (z. B. LD 6-13) kurz vor der vorgesehenen To6tung
untersucht werden. Die Zeitriume der Trennung von Muttertieren und Jungtieren sollten moglichst kurz sein.

45. Die einmalig gegen Ende der Untersuchung vorgenommenen funktionellen Beobachtungen kénnen bei Vorstudien
fiir eine nachfolgende Priifung auf subchronische Toxizitdt (90 Tage) und bei Langzeitstudien entfallen. In diesem Fall
sollten die funktionellen Beobachtungen im Rahmen dieser Folgestudie vorgenommen werden. Andererseits konnten
die Daten iiber funktionelle Beobachtungen aus der Untersuchung mit wiederholter Verabreichung aber die Wahl der
Dosisstufen fiir eine nachfolgende Priifung auf subchronische oder langfristige Toxizitdt erleichtern.

46. In Ausnahmefillen konnen funktionelle Beobachtungen auch bei Gruppen entfallen, die so starke sonstige Toxizitdts-
anzeichen aufweisen, dass die Leistungen in Funktionspriifungen dadurch signifikant beeintrichtigt wiirden.

47. Die Trichtigkeitsdauer wird von Tag 0 der Graviditdt an berechnet und sollte vermerkt werden. Jeder Wurf ist so bald
wie moglich nach der Geburt zu untersuchen, um die Anzahl und das Geschlecht der Nachkommen, Totgeburten,
Lebendgeburten und Kiimmerlinge (Jungtiere, die erheblich kleiner sind als Jungtiere einer vergleichbaren Kontroll-
gruppe) sowie auffallende Anomalien feststellen zu kénnen.

48. Innerhalb von 24 Stunden nach der Geburt (Tag O oder Tag 1 nach der Geburt) und mindestens an den Tagen 4 und
13 nach der Geburt sollten lebende Jungtiere gezahlt und nach Geschlechtern unterschieden und die Wiirfe jeweils
gewogen werden. Zusitzlich zu den Beobachtungen bei Elterntieren (Nummern 43 und 44) sollte ungewdhnliches
Verhalten der Nachkommen dokumentiert werden.
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49. Der anogenitale Abstand (AGD) sollte bei jedem Jungtier zwischen PND 0 und PND 4 am selben Tag gemessen
werden. Das Korpergewicht des Jungtiers wird am Tag der Messung des AGD erfasst, der auf Jungtiergrofie —
vorzugsweise die Quadratwurzel des Korpergewichts — genormt sein sollte (14). Die Anzahl der Brustwarzen/War-
zenhofe bei mannlichen Jungtieren ist wie in OECD GD 151 empfohlen an PND 12 oder 13 zu kontrollieren (15).

Korpergewicht und Futter-/Trinkwasserverbrauch

50. Minnliche und weibliche Tiere der P-Generation miissen am ersten Tag der Behandlung und anschlieflend mindestens
in wochentlichen Abstinden sowie bei Versuchsende gewogen werden. Wihrend der Graviditit sollten weibliche
Tiere an den Tagen 0, 7, 14 und 20 sowie innerhalb von 24 Stunden nach der Geburt (Tag 0 oder Tag 1 nach der
Geburt) und mindestens an den Tagen 4 und 13 nach der Geburt gewogen werden. Diese Beobachtungen sind fiir
jedes ausgewachsene Tier einzeln zu protokollieren.

51. Vor der Paarung, vor der Graviditit und vor der Laktation sollte die Futteraufnahme mindestens einmal wochentlich
gemessen werden. Die Messung der Futteraufnahme wihrend der Paarungszeit ist fakultativ. Wenn die Priifchemikalie
mit dem Trinkwasser verabreicht wird, sollte in diesen Zeitrdumen auch die Wasseraufnahme gemessen werden.

Himatologie

52. Bei fiinf méannlichen und finf weiblichen Tieren, die aus jeder Gruppe zufillig ausgewahlt wurden, sollten wihrend
der Untersuchung einmal die folgenden hidmatologischen Parameter bestimmt werden: Himatokrit, Himoglobinkon-
zentration, Erythrozytenzahl, Retikulozyten, Gesamt- und Differential-Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl und Blut-
gerinnungszeit/-fahigkeit. Wenn die Priifchemikalie oder ihre mdglichen Metaboliten oxidierende Eigenschaften haben
oder diese vermutet werden, sollten zusitzlich die Methimoglobinkonzentration und die Heinz-Korper bestimmt
werden.

53. Blutproben sollten an einer benannten Stelle entnommen werden. Die weiblichen Tiere sollten sich bei der Entnahme
der Proben in einem physiologisch dhnlichen Zustand befinden. Um bei der praktischen Handhabung Schwierigkeiten
aufgrund des unterschiedlichen Beginns der Trichtigkeit zu vermeiden, kann die Blutentnahme bei weiblichen Tieren
alternativ zur Probenahme unmittelbar vor dem Verfahren zur humanen T6tung der Tiere bzw. im Rahmen des
Verfahrens ausschlieflich am Ende des Zeitraums vor der Paarung erfolgen. Bei minnlichen Tieren sollten die
Blutproben vorzugsweise unmittelbar vor dem Verfahren zur humanen T6tung der Tiere bzw. im Rahmen des
Verfahrens entnommen werden. Alternativ kann die Blutentnahme bei ménnlichen Tieren auch am Ende des Zeit-
raums vor der Paarung erfolgen, wenn dieser Zeitpunkt auch fiir die weiblichen Tiere angenommen wurde.

54. Die Blutproben sind unter geeigneten Bedingungen zu lagern.
Klinisch-biochemische Untersuchungen

55. Klinisch-biochemische Bestimmungen zur Untersuchung der wichtigsten toxischen Wirkungen in Geweben, ins-
besondere der Wirkungen auf Nieren und Leber, sind an Blutproben durchzufithren, die von den ausgewihlten
funf mannlichen und finf weiblichen Tieren je Gruppe entnommen werden. Es empfiehlt sich eine Futterkarenz
der Tiere tiber Nacht, bevor die Blutproben entnommen werden. () Die Plasma- oder Serumuntersuchungen sollten
die Parameter Natrium, Kalium, Glucose, Gesamtcholesterin, Harnstoff, Kreatinin, Gesamtprotein und Albumin,
mindestens zwei Enzyme, die auf hepatozellulire Wirkungen schliefen lassen, (wie Alanin-Aminotransferase, As-
partat-Aminotransferase und Sorbitolhydrogenase) sowie Gallensduren umfassen. Die Bestimmung weiterer Enzyme
(aus der Leber oder anderen Organen) sowie von Bilirubin kann unter bestimmten Umstinden ebenfalls wertvolle
Hinweise liefern.

56. Nach dem folgenden Plan werden Blutproben an einer vorgegebenen Stelle entnommen:

— von mindestens zwei Jungtieren pro Wurf an Tag 4 nach der Geburt, wenn die Anzahl der Jungtiere dies zuldsst
(Nummern 40 und 41),

— von allen Muttertieren und von mindestens zwei Jungtieren pro Wurf bei Beendigung des Versuchs an Tag 13
und

— von allen adulten méannlichen Tieren bei Beendigung des Versuchs.

Alle Blutproben werden unter geeigneten Bedingungen gelagert. Bei Blutproben der Jungtiere von Tag 13 sowie bei
Blutproben der adulten minnlichen Tiere werden die Serumspiegel auf Schilddriisenhormone (T4) untersucht. Wenn
relevant, wird auflerdem eine Bewertung von T4 bei Blutproben der Muttertiere sowie bei Jungtieren an Tag 4
vorgenommen. Ebenfalls wenn relevant konnen auch weitere Hormone gemessen werden. Das Blut der Jungtiere
kann zur Analyse der Schilddriisenhormone nach Wiirfen zu Pools zusammengefasst werden. Die Schilddriisenhor-
mone (T4 und TSH) sollten vorzugsweise ,insgesamt“ gemessen werden.

(") Fur eine Reihe von Serum- und Plasmabestimmungen, insbesondere der Glucose, ist eine Futterkarenz der Tiere iiber Nacht zu
empfehlen. Der Hauptgrund dafiir ist, dass die bei fehlender Futterkarenz unweigerlich zunehmende Variabilitit zu einer Maskierung
subtilerer Wirkungen fithren und die Interpretation erschweren konnte. Andererseits jedoch kann die nichtliche Futterkarenz den
allgemeinen Stoffwechsel der (trichtigen) Tiere beeinflussen, die Laktation und die Brutpflege sowie, insbesondere in Futterstudien, die
tagliche Exposition gegeniiber der Priifchemikalie beeintrachtigen. Wenn die nichtliche Futterkarenz gewiahlt wird, sollten die klinisch-
biochemischen Parameter nach Durchfithrung der funktionellen Beobachtungen bei den mannlichen Tieren in Woche 4 der Studie
bestimmt werden. Die weiblichen Tiere sollten nach der Trennung von den Jungtieren (z. B. an PND 13) noch einen weiteren Tag
gehalten werden. Muttertiere sollten ab Laktationstag 13-14 iiber Nacht kein Futter mehr erhalten, und fiir die Bestimmung der
klinisch-chemischen Parameter sollten vor der T6tung entnommene Blutproben verwendet werden.
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57. Optional konnen in der letzten Woche der Studie am Urin, der zu festgelegten Zeiten gesammelt wird, bei fiinf
zufillig ausgewdhlten mannlichen Tieren je Gruppe folgende Parameter untersucht werden: Aussehen, Volumen,
Osmolalitdt oder spezifisches Gewicht, pH-Wert, Eiweifs, Glucose und Blut/Blutzellen.

58. Dariiber hinaus sollten Untersuchungen zur Bestimmung von Serummarkern fiir eine allgemeine Gewebeschidigung
erwogen werden. Des Weiteren sollten, wenn die bekannten Eigenschaften der Priifchemikalie im Verdacht stehen, die
entsprechenden Stoffwechselprofile zu beeinflussen, die Parameter Calcium, Phosphat, Niichtern-Triglyzeride und
-Glucose, spezifische Hormone, Methdmoglobin und Cholinesterase bestimmt werden. Die Bestimmung muss auf
Einzelfallbasis erfolgen.

59. Die folgenden Faktoren koénnen die Variabilitit und die absoluten Konzentrationen der Hormonbestimmungen
beeinflussen:

— der Zeitpunkt der Totung wegen Schwankungen der Hormonkonzentrationen im Tagesverlauf,

— Methode der Totung, die gewahlt wird, um tibermafiigen Stress fiir die Tiere zu vermeiden, der die Hormon-
konzentrationen beeinflussen konnte,

— Testkits fir Hormonbestimmungen mit unterschiedlichen Standardkurven.

60. Plasmaproben, die speziell zur Hormonbestimmung vorgesehen sind, sollten immer zur gleichen Tageszeit gewonnen
werden. Die verschiedenen im Handel erhiltlichen Assay-Kits konnen bei der Analyse der Hormonkonzentration
unterschiedliche numerische Werte ergeben.

61. Erweisen sich die vorliegenden Ausgangsdaten als ungeeignet, sollte eine Bestimmung himatologischer und klinisch-
biochemischer Parameter vor Versuchsbeginn oder vorzugsweise an einer nicht in die Versuchsgruppen einbezogenen
Gruppe von Tieren in Betracht gezogen werden. Fir weibliche Tiere miissen die Daten wiahrend der Laktation
ermittelt werden.

PATHOLOGIE
Autopsie

62. Alle Versuchstiere sollten einer vollstindigen, eingehenden Autopsie unterzogen werden. Sie umfasst eine sorgfiltige
Untersuchung der dufleren Korperoberfliche, aller Korperoffnungen sowie der Hirn-, Brust- und Bauchhohle und
ihres Inhalts. Dabei ist besonders auf die Organe des Fortpflanzungssystems zu achten. Die Anzahl der Implantations-
stellen sollte vermerkt werden. Am Tag der Sektion ist ein Vaginalabstrich zu untersuchen, um das Stadium des
Ostruszyklus zu bestimmen und eine Korrelation zur histopathologischen Untersuchung der weiblichen Fortpflan-
zungsorgane zu ermoglichen.

63. Die Hoden und die Nebenhoden sowie die Prostata und die Samenbldschen zusammen mit den Koagulationsdriisen
aller adulten minnlichen Tiere sollten ggf. von anhaftendem Gewebe befreit und moglichst umgehend nach der
Sektion gewogen werden, bevor das Material eintrocknet. Als Organgewichte konnen ferner die Gewichte des
Muskelkomplex Levator ani/bulbospongiosus, der Cowperschen Driisen und der Glans penis bei ménnlichen Tieren
sowie der Ovarien (Nassgewicht) und des Uterus mit Zervix bei weiblichen Tieren gemessen werden; wenn diese
Gewichte beriicksichtigt werden sollen, sollten die Messungen moglichst umgehend nach der Sektion vorgenommen
werden. Von allen adulten Tieren sollten die Ovarien, Hoden, Nebenhoden, akzessorischen Geschlechtsorgane und
alle Organe aufbewahrt werden, die makroskopische Verinderungen aufweisen.

64. Von allen adulten mannlichen und weiblichen Tieren sowie von einem minnlichen und einem weiblichen Jungtier an
Tag 13 je Wurf sollten die Schilddriisen in dem am besten geeigneten Fixierungsmittel fiir die vorgesehene histopa-
thologische Untersuchung aufbewahrt werden. Das Gewicht der Schilddriise kann nach der Fixierung bestimmt
werden. Anhaftendes Gewebe ist sehr vorsichtig und erst nach der Fixierung zu entfernen, um Gewebeschidden zu
vermeiden. Eine Gewebeschidigung konnte die histopathologische Analyse beeintrichtigen. Die Blutproben miissen
an einer benannten Stelle unmittelbar vor oder bei der T6tung der Tiere entnommen und fachgerecht gelagert
werden (Nummer 56).

65. Auflerdem sollten bei mindestens fiinf zufillig ausgewihlten adulten miénnlichen und weiblichen Tieren je Gruppe
(auler bei moribunden Tieren und/oder bei vor Ende der Untersuchung human getoteten Tieren) Leber, Nieren,
Nebennieren, Thymus, Milz, Hirn und Herz von anhaftendem Gewebe befreit und maoglichst umgehend nach der
Sektion gewogen werden, bevor das Material eintrocknet. Die folgenden Gewebe sind in dem fur die betreffende
Gewebeart und die vorgeschene anschliefende histopathologische Untersuchung am besten geeigneten Fixierungs-
mittel aufzubewahren: alle Gewebe mit makroskopischen Verdnderungen, Hirn (typische Regionen einschliefSlich
Cerebrum, Cerebellum und Pons), Riickenmark, Auge, Magen, Diinn- und Dickdarm (mit Peyer'schen-Platten), Leber,
Nieren, Nebennieren, Milz, Herz, Thymus, Trachea und Lungen (konserviert durch Inflation mit Fixierungsmittel und
Immersion), Gonaden (Hoden und Ovarien), akzessorische Geschlechtsorgane (Uterus und Zervix, Nebenhoden,
Prostata und Samenbldschen mit Koagulationsdriisen), Vagina, Harnblase, Lymphknoten (je nach Erfahrung des
Labors sollte neben dem proximalsten drainierenden Lymphknoten ein weiterer Lymphknoten entnommen werden
(16)), periphere Nerven (N. ischiadicus oder N. tibialis) vorzugsweise in der Nahe des Muskels, Skelettmuskel und
Knochen mit Knochenmark (Schnitt oder wahlweise ein frisch fixiertes Knochenmarkaspirat). Es wird empfohlen, die
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Hoden durch Immersion in Bouin'scher Losung oder modifizierter Davidson-Losung zu fixieren (16) (17) (18). Eine
Fixation in Formalin ist fur diese Gewebe nicht zu empfehlen. Um ein rasches Eindringen des Fixierungsmittels zu
ermoglichen, kann die Tunica albuginea an beiden Enden des Organs vorsichtig und flach mit einer Nadel punktiert
werden. Die klinischen und sonstigen Befunde konnen weitere Gewebeuntersuchungen erforderlich machen. Auch
Organe, die aufgrund der bekannten Eigenschaften des Priifstoffs als mogliche Zielorgane in Frage kommen, sollten
aufbewahrt werden.

66. Die folgenden Gewebe konnen wichtige Hinweise auf endokrine Wirkungen geben: Gonaden (Ovarien und Hoden),
akzessorische Geschlechtsorgane (Uterus mit Zervix, Nebenhoden, Samenbldschen mit Koagulationsdriisen, Prostata
dorsolateral und ventral), Vagina, Hypophose, mannliche Brustdriise und Nebennieren. Verinderungen der minn-
lichen Brustdriisen sind nicht ausreichend dokumentiert, bei diesem Parameter konnen aber sehr empfindliche
Reaktionen auf Stoffe mit 6strogener Wirkung vorkommen. Die Beobachtung von nicht unter Nummer 65 genann-
ten Organen/Geweben ist fakultativ.

67. Tote Jungtiere und Jungtiere, die an Tag 13 nach der Geburt oder kurz danach getétet wurden, sollten zumindest
duferlich sorgfiltig auf auffallende Anomalien untersucht werden. Besondere Beachtung erfordern die externen
Genitalien, die auf Anzeichen fiir eine verinderte Entwicklung zu untersuchen sind.

Histopathologie

68. Die konservierten Organe und Gewebe der ausgewihlten Tiere der Kontrollgruppe und der Hochdosisgruppe (unter
besonderer Beriicksichtigung der Spermatogenese in den mannlichen Keimdriisen und der Histopathologie der inter-
stitiellen testikuldren Zellstruktur) sollten einer vollstindigen histopathologischen Untersuchung unterzogen werden.
Die Schilddriisen von Jungtieren und von den iibrigen adulten Tieren konnen erforderlichenfalls untersucht werden.
Diese Untersuchungen sind auch auf die Tiere anderer Dosisgruppen auszudehnen, wenn behandlungsbedingte Ver-
anderungen in der Gruppe mit der hochsten Dosis festgestellt werden. Der Leitfaden zur Histopathologie (10) enthalt
zusitzliche Informationen zur Sektion, Fixierung, Schnittherstellung und Histopathologie endokriner Gewebe.

69. Alle makroskopischen Lasionen sind zu untersuchen. Um die Ermittlung der Konzentration ohne beobachtete
schadliche Wirkungen (NOAEL) zu erleichtern, sollten Zielorgane in anderen Dosisgruppen untersucht werden,
insbesondere in Gruppen, fiir die niedrige NOAEL-Werte angegeben wurden.

70. Umfasst eine Priifung auch eine Satellitengruppe, sind bei den Tieren dieser Gruppe die Gewebe und Organe
histopathologisch zu untersuchen, bei denen in den Behandlungsgruppen Wirkungen aufgetreten sind.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Daten

71. Es sollten Daten zu den einzelnen Tieren bereitgestellt werden. Auflerdem sollten simtliche Daten in tabellarischer
Form zusammengefasst werden; dabei werden fiir jede Priifgruppe die Anzahl der Tiere zu Beginn der Priifung, die
Anzahl der wihrend der Priifung tot aufgefundenen Tiere beziehungsweise der aus humanen Griinden getoteten
Tiere, der jeweilige Zeitpunkt des Todes bezichungsweise der Totung, die Anzahl der fruchtbaren Tiere, die Anzahl
der trachtigen weiblichen Tiere, die Anzahl der Tiere mit Anzeichen von Toxizitdt, eine Beschreibung der beobach-
teten Anzeichen von Toxizitit, einschlieBlich des Zeitpunkts, zu dem die toxischen Wirkungen eingetreten sind,
deren Dauer und Schweregrad, die Arten von histopathologischen Verinderungen und alle relevanten Daten zu den
Wiirfen angegeben. Anlage 3 enthilt ein tabellarisches Berichtsformat, das sich als sehr hilfreich fir die Evaluierung
der reproduktions- bzw. entwicklungstoxischen Wirkungen erwiesen hat.

72. Wenn moglich, sollten die numerischen Ergebnisse mittels einer geeigneten und allgemein anerkannten statistischen
Methode ausgewertet werden. Durch Vergleiche der Wirkungen in einem Dosisbereich sollte die Anwendung multi-
pler t-Tests vermieden werden. Die statistischen Methoden sollten bei der Planung der Studie festgelegt werden.
Statistische Analysen des AGD und der Brustwarzenretention sollten auf den Daten einzelner Jungtiere unter Beriick-
sichtigung der Wurfgrofle beruhen. Gegebenenfalls sind die jeweiligen Wiirfe als Analyseeinheit anzunehmen. Sta-
tistische Analysen des Korpergewichts der Jungtiere sollten auf den Daten einzelner Jungtiere unter Beriicksichtigung
der Wurfgrofle beruhen. Wegen des begrenzten Umfangs der Studie sind statistische Analysen in Form von ,Sig-
nifikanzpriifungen” fir viele Endpunkte, insbesondere fiir reproduktionsbezogene Endpunkte, nur von begrenzter
Bedeutung. Einige der am weitesten verbreiteten Methoden, besonders parametrische Untersuchungen anhand von
Maflen der zentralen Tendenz, sind nicht geeignet. Wenn statistische Analysen durchgefithrt werden, sollte die
gewidhlte Methode der Verteilung der zu untersuchenden Variable angemessen sein und vor Beginn der Studie
festgelegt werden.
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Auswertung der Ergebnisse

73. Die Befunde dieser Toxizititsstudie sind im Hinblick auf die beobachteten Wirkungen sowie auf Nekropsie- und
Mikroskopiebefunde zu bewerten. Die Bewertung beinhaltet den vorhandenen beziehungsweise nicht vorhandenen
Zusammenhang zwischen der Dosierung der Priifchemikalie und vorhandenen Anomalien sowie deren Haufigkeit
und Schwere, einschlielich makroskopischer Lisionen, identifizierter Zielorgane, Unfruchtbarkeit, klinischer Ano-
malien, beeintrichtigter Reproduktions- und Wurfleistungen, Korpergewichtsveranderungen, Auswirkungen auf die
Mortalitit und etwaiger sonstiger toxischer Auswirkungen.

74. Wegen der kurzen Dauer der Behandlung der mannlichen Tiere sollte bei der Bewertung der reproduktionstoxischen
Wirkungen bei ménnlichen Tieren die Histopathologie der Hoden und der Nebenhoden zusammen mit den Ferti-
litatsdaten beriicksichtigt werden. Die Einbezichung verfiigbarer historischer Kontrolldaten zur Reproduktions-/Ent-
wicklungstoxizitit (z. B. fir Wurfgrofe, AGD, Brustwarzenretention und Serumspiegel (T4)) kann bei der Auswertung
der Studie ebenfalls hilfreich sein.

75. Fur die Qualititskontrolle wird vorgeschlagen, historische Kontrolldaten zu sammeln und Variationskoeffizienten fiir
numerische Daten zu berechnen, insbesondere fir die Parameter, die mit dem Nachweis der Stérung des endokrinen
Systems zusammenhingen. Diese Daten konnen fiir Vergleichszwecke verwendet werden, wenn tatsichliche Studien
bewertet werden.

Priifbericht

76. Der Priifbericht sollte folgende Angaben enthalten:
Priifchemikalie:
— Herkunft, Partienummer, ggf. begrenztes Verwendungsdatum;
— Stabilitit der Priifchemikalie, falls bekannt.
Einkomponentiger Stoff:
— physikalisches Erscheinungsbild, Wasserloslichkeit und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften;

— chemische Bezeichnung, wie z. B. IUPAC- oder CAS-Bezeichnung, CAS-Nummer, SMILES- oder InChI-Code,
Strukturformel, Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch
durchfithrbar, usw.

Mehrkomponentiger Stoff, UVCB-Stoffe und Gemische:

— moglichst weitgehende Charakterisierung anhand der chemischen Zusammensetzung (siche oben), das quantita-
tive Vorkommen und die relevanten physikalisch-chemischen Eigenschaften der einzelnen Komponenten.

Vehikel (wenn verwendet):

— Begriindung der Auswahl des Vehikels, falls kein Wasser verwendet wurde.
Versuchstiere:

— Tierart/Stamm,

— Anzahl, Alter und Geschlecht der Tiere;

— Herkunft der Tiere, Haltungsbedingungen, Futter usw.;

— Gewicht der einzelnen Tiere bei Versuchsbeginn;
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— Begriindung fiir die Wahl einer anderen Art als der Ratte.
Priifbedingungen:
— Begriindung der gewiahlten Dosisstufen;

— Angaben zur Zubereitungsform des Priifstoffs/des Futters, der erreichten Konzentration, Stabilitit und Homoge-
nitdt der Zubereitung;

— Angaben zur Verabreichung der Priifchemikalie;

— gegebenenfalls Angaben zur Umrechnung der Konzentration des Priifstoffs im Futter/Wasser (ppm) in die ent-
sprechende Dosis (mg/kg Korpergewicht/Tag);

— Angaben iiber Futter- und Wasserqualitit;

— genaue Beschreibung des Verfahrens fiir die Zufallsauswahl von Jungtieren zwecks Totung (wenn Jungtiere getotet
werden).

Ergebnisse
— Kérpergewicht/Anderungen des Korpergewichts;
— gegebenenfalls Angaben zur Futter- und Wasseraufnahme;

— Daten {iiber toxische Reaktionen nach Geschlecht und Dosierung, einschlieflich Fruchtbarkeit, Trachtigkeit und
sonstige Anzeichen von Toxizitit;

— Gravidititslinge;

— toxische oder sonstige Wirkungen auf Reproduktion, Nachkommen, postnatales Wachstum usw.;
— Art, Schweregrad und Dauer der klinischen Beobachtungen (mit Angaben zur Reversibilitit);

— Bewertung von sensorischer Aktivitit, Greifkraft und motorischer Aktivitat;

— hématologische Parameter mit entsprechenden Ausgangswerten;

— klinisch-biochemische Parameter mit entsprechenden Ausgangswerten;

— Zahl adulter weiblicher Tiere mit normalem oder abnormalem Ostruszyklus sowie Zyklusdauer;
— Anzahl der Lebendgeburten und der Postimplantationsverluste;

— Anzahl der Jungtiere mit sichtbaren erheblichen Anomalien, allgemeine Bewertung externer Genitalien, Anzahl
der Kiimmerlinge;

— Zeitpunkt des Todes im Verlauf der Studie oder Angabe, ob Tiere bis zum Schluss tiberlebt haben;
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— Anzahl der Implantate, Wurfgroe und Wurfgewichte zum Zeitpunkt der Aufzeichnung;
— Angaben zum Korpergewicht der Jungtiere;

— AGD aller Jungtiere (und Korpergewicht am Tag der AGD-Messung);

— Brustwarzenretention bei ménnlichen Jungtieren;

— Schilddriisenhormonspiegel, Jungtiere an Tag 13 und adulte ménnliche Tiere (sowie Muttertiere und Jungtiere an
Tag 4, wenn gemessen);

— Korpergewicht bei Totung sowie Organgewichtsdaten fur die Elterntiere;
— Sektionsbefunde;

— ausfiihrliche Beschreibung aller histopathologischen Befunde;

— Absorptionsdaten, soweit vorhanden;

— statistische Auswertung der Ergebnisse, wenn maglich.

Erdrterung der Ergebnisse.

Schlussfolgerungen.

Auswertung der Ergebnisse

77. Mit der Studie wird die Reproduktions-/Entwicklungstoxizitit bei wiederholter Verabreichung bewertet. Insbesondere
da der Schwerpunkt sowohl auf die allgemeine Toxizitét als auch auf reproduktions-/entwicklungstoxische Endpunkte
gelegt wird, ermoglichen die Priifungsergebnisse eine Unterscheidung zwischen den Wirkungen auf die reprodukti-
ons-fentwicklungstoxische Wirkung, die ohne allgemeine Toxizitit auftreten, und Verdnderungen, die nur bei Dosen
vorkommen, die auch bei Elterntieren toxisch wirken (Nummern 7-11). Die Untersuchung konnte Aufschluss tiber
die Notwendigkeit der Durchfuhrung weiterer Untersuchungen geben und zu Empfehlungen fir die Gestaltung von
Folgestudien fithren. Als Hilfe bei der Auswertung der reproduktions- und entwicklungstoxischen Ergebnisse ist
OECD Guidance Document Nr. 43 zu Rate zu ziehen (19). OECD Guidance Document Nr. 106 iiber die histologi-
sche Auswertung von Priifungen zur Feststellung endokriner und reproduktionstoxischer Wirkungen bei Nagern (16)
enthilt Informationen zur Vorbereitung und Auswertung von (endokrinen) Organen und von Vaginalabstrichen, die
fiir diese Priifmethode hilfreich sein konnten.

LITERATUR

(1) OECD (1990). Room Document No 1 for the 14th Joint Meeting of the Chemicals Group and Management
Committee. Auf Anfrage erhiltlich bei der Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung,
Paris.

(2) OECD (1992). Chairman’s Report of the ad hoc Expert Meeting on Reproductive Toxicity Screening Methods,
Tokio, 27.-29. Oktober 1992. Auf Anfrage erhiltlich bei der Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenarbeit
und Entwicklung, Paris.

(3) Mitsumori, K., Kodama, Y., Uchida, O., Takada, K., Saito, M. Naito, K., Tanaka, S., Kurokawa, Y., Usami, M.,
Kawashima, K., Yasuhara, K., Toyoda, K., Onodera, H., Furukawa, F., Takahashi, M. und Hayashi, Y. (1994).
Confirmation Study, Using Nitro-Benzene, of the Combined Repeat Dose and Reproductive/ Developmental
Toxicity Test Protocol Proposed by the Organization for Economic Cooperation and Development (OECD). J.
Toxicol. Sci., 19, 141-149.

(4) Tanaka, S., Kawashima, K., Naito, K., Usami, M., Nakadate, M., Imaida, K., Takahashi, M., Hayashi, Y., Kurokawa,
Y. und Tobe, M. (1992). Combined Repeat Dose and Reproductive/Developmental Toxicity Screening Test
(OECD): Familiarization Using Cyclophosphamide. Fundam. Appl. Toxicol., 18, 89-95.



L 247/142 Amtsblatt der Europaischen Union 26.9.2019

(5) OECD (1998). Report of the First Meeting of the OECD Endocrine Disrupter Testing and Assessment (EDTA)
Task Force, 10. und 11. Marz 1998. Auf Anfrage erhaltlich bei der Organisation fiir wirtschaftliche Zusammen-
arbeit und Entwicklung, Paris.

(6) OECD (2015). Feasibility Study for Minor Enhancements of TG 421422 with ED Relevant Endpoints. Envi-
ronment, Health and Safety Publications, Series on Testing and Assessment (No 217), Organisation fiir wirt-
schaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung, Paris.

(7) OECD (2000). Guidance Document on the Recognition, Assessment, and Use of Clinical Signs as Humane
Endpoints for Experimental Animals Used in Safety Evaluations, Environment, Health and Safety Publications,
Series on Testing and Assessment, (No 19), Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung,
Paris.

(8) Goldman, JM., Murr, A.S., Buckalew, AR., Ferrell, JM. und Cooper, R.L. (2007). The Rodent Estrous Cycle:
Characterization of Vaginal Cytology and its Utility in Toxicological Studies, Birth Defects Research, Part B, 80 (2),
S. 84-97.

(9) Sadleir, RM.E.S. (1979). Cycles and Seasons, in Auston, C.R. und Short, R.V. (Hrsg.), Reproduction in Mammals:
I. Germ Cells and Fertilization, Cambridge, New York.

(10) IPCS (1986). Principles and Methods for the Assessment of Neurotoxicity Associated with Exposure to Che-
micals. Environmental Health Criteria Document (No. 60).

(11) Moser, V.C., McDaniel, KM. und Phillips, P.M. (1991). Rat Strain and Stock Comparisons Using a Functional
Observational Battery: Baseline Values and Effects of Amitraz. Toxicol. Toxic. Appl. Pharmacol., 108, 267-283.

(12) Meyer, O.A., Tilson, H.A., Byrd, W.C. und Riley, M.T. (1979). A Method for the Routine Assessment of Fore-
and Hindlimb Grip Strength of Rates and Mice. A Method for the Routine Assessment of Fore- and Hind- limb
Grip Strength of Rats and Mice. Neurobehav. Toxicol., 1, 233-236.

(13) Crofton, KM., Haward, J.L., Moser, V.C., M.W., Reiter, LW., Tilson, H.A. und MacPhail, R.C. (1991). Inter-
laboratory Comparison of Motor Activity Experiments: Implication for Neurotoxicological Assessments. Neu-
rotoxicol. Teratol. 13, 599-609.

(14) Gallavan, R.H. Jr,, J.F. Holson, D.G. Stump, J.F. Knapp und V.L. Reynolds. (1999). ,Interpreting the Toxicologic
Significance of Alterations in Anogenital Distance: Potential for Confounding Effects of Progeny Body Weights®,
Reproductive Toxicology, 13: S. 383-390.

(15) OECD (2013). Guidance Document in Support of the Test Guideline on the Extended One Generation Repro-
ductive Toxicity Study. Environment, Health and Safety Publications, Series on Testing and Assessment
(No 151). Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung, Paris.

(16) OECD (2009). Guidance Document for Histologic Evaluation of Endocrine and Reproductive Tests in Rodents.
Environment, Health and Safety Publications, Series on Testing and Assessment, (No. 106), Organisation fiir
wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung, Paris.

(17) Hess, R.A. und Moore, B.J. (1993). Histological Methods for the Evaluation of the Testis. In: Methods in
Reproductive Toxicology, Chapin, R.E. und Heindel, ].J. (Hrsg). Academic Press: San Diego, CA, S. 52-85.

(18) Latendresse, J.R., Warbrittion, AR, Jonassen, H., Creasy, D.M. (2002). Fixation of Testes and Eyes Using a
Modified Davidson’s Fluid: Comparison with Bouin’s Fluid and Conventional Davidson’s fluid. Toxicol. Pathol. 30,
524-533.

(19) OECD (2008). Guidance Document on Mammalian Reproductive Toxicity Testing and Assessment. Environ-
ment, Health and Safety Publications, Series on Testing and Assessment (No 43), Organisation fiir wirtschaft-
liche Zusammenarbeit und Entwicklung, Paris.

(20) OECD (2011), Guidance Document on Standardised Test Guidelines for Evaluating Chemicals for Endocrine
Disruption (No 150), Organisation fiir wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung, Paris.



26.9.2019 Amtsblatt der Europiischen Union L 247/143

Anlage 1

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN (Siche Auch (20) Oecd Gd 150)

Androgene Wirkung Die Fahigkeit einer Chemikalie, in einem Siugetierorganismus wie ein natiirliches androgenes
Hormon zu wirken (z. B. Testosteron).

Antiandrogene Wirkung Die Fihigkeit einer Chemikalie, die Wirkung eines natiirlichen androgenen Hormons (z. B.
Testosteron) in einem Sdugetierorganismus zu unterdriicken.

Antiostrogene Wirkung Die Fahigkeit einer Chemikalie, die Wirkung eines natiirlichen 6strogenen Hormons (z. B. 178-
Estradiol) in einem Siugetierorganismus zu unterdriicken.

Antithyroide Wirkung Die Fahigkeit einer Chemikalie, die Wirkung eines natiirlichen Schilddriisenhormons (z. B. T5) in
einem Saugetierorganismus zu unterdriicken.

Chemikalie Ein Stoff oder Gemisch.

Entwicklungstoxizitdt Das Auftreten einer reproduktionstoxischen Wirkung mit pra-, peri- und postnatalen, strukturellen
oder funktionellen Storungen bei der Nachkommenschaft.

Dosis Die Menge der verabreichten Priifchemikalie. Die Dosis wird ausgedriickt als Masse der Priifchemikalie je Einheit
Korpergewicht des Versuchstiers pro Tag (z. B. mg/kg Korpergewicht/Tag) oder als konstante Konzentration im Futter.

Dosierung Ein allgemeiner Begriff, der die Dosis, ihre Hiufigkeit und die Dauer der Verabreichung umfasst.

Offensichtliche Toxizitdt Ein allgemeiner Begriff zur Beschreibung deutlicher Toxizitdtszeichen nach Verabreichung einer
Priifchemikalie. Diese Zeichen sollten fiir eine Bewertung der Gefdhrdung ausreichen und so schwerwiegend sein, dass bei
einer Steigerung der verabreichten Dosis die Entwicklung schwerer Toxizititszeichen und der wahrscheinliche Tod zu
erwarten waren.

Fertilitatsstroungen Storungen der minnlichen oder weiblichen Reproduktionsfunktionen oder -fahigkeit.

Maternale Toxizitdt Schadliche Wirkungen auf trichtige weibliche Tiere, die entweder spezifisch (direkte Wirkungen) oder
nicht spezifisch (indirekte Wirkungen) auftreten und mit dem Zustand der Graviditit in Zusammenhang stehen.

NOAEL Abkiirzung fiir No Observed Adverse Effect Level. Dies ist die hochste Dosis, bei der keine schidigenden
behandlungsbedingten Wirkungen festgestellt werden.

Ostrogene Wirkung Die Fihigkeit einer Chemikalie, in einem Saugetierorganismus wie ein natiirliches 6strogenes Hormon
zu wirken (z. B. 178-Estradiol).
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Reproduktionstoxizitit Schidliche Wirkungen auf die Nachkommenschaft und/oder Beeintrichtigung der mannlichen und
weiblichen Reproduktionsfunktionen oder -kapazitit.

Priifchemikalie Ein beliebiger Stoff oder ein beliebiges Gemisch, der/das nach dieser Methode gepriift wird.

Thyroide Wirkung Fihigkeit einer Chemikalie, in einem Sidugetierorganismus wie ein natiirliches Schilddriisenhormon (z.
B. T;) zu wirken.

Validierung Ein wissenschaftlicher Prozess zur Beschreibung der operationellen Anforderungen und Grenzen einer Priif-
methode und zum Nachweis ihrer Zuverldssigkeit und Eignung fiir einen bestimmten Zweck.
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Anlage 2

DIAGRAMM ZUM VERSUCHSPLAN MIT ANGABEN ZUR MAXIMALEN DAUER DER STUDIE AUSGEHEND VON DER
VOLLSTANDIGEN 14-TAGIGEN PAARUNGSZEIT

MANNL. OPTIONAL ERW. EXPOSITION
TIERE/VATERTIERE
MANNL. TIERE MANNL. TIERE MANNL. TIERE
v TRACHTIGE WEIBL. TIERE MUTTERTIERE
WEIBL. TIERE
WEIBL. TIERE WEIBL. TIERE JUNGTIERE
NICHT TRACHTIGE WEIBL. TIERE
Vor Vor Paarung Paarungszeit Graviditdt Laktation
Exposition (14 Tage) (max. 14 Tage) (ca. 22 Tage) (approx. 13 days)
1 7 14 21 28 35 42 49 5 64 77
Beginn der Studie Hamatologische Sektion mannl. Geburt (PND Tag 13 nach der
und klinisch- Tiere/Vatertiere 0) bis PND 4: Geburt
Bewertung der chemische Funktionelle Beobachtungen AGD bei allen Sektion von weibl.
Ostruszyklen vor der Untersuchung bei mannl. Tieren (fakultativ) Jungtieren Tieren und Jungtieren
Exposition; bei mannl. u. Hamatologische und (PND 0-PND 4; Brustwarzenretentio
anschlieBend weibl. Tieren klinisch-chemische am selben Tag) n bei ménnlichen
tagliche (fakultativ) Untersuchung bei mannl. Totung von 2 Jungtieren
Vaginalabstriche ab Tieren nach Tétung (nach Jungtieren pro Sektion mannl.
Behandlungsbeginn Dosing Nicht behandelt mind. 4-wdchiger Waurf zur Tiere/Vatertiere
bis zu Anzeichen fur Behandlung) Messung von (fakultativ)
eine Besamung | | | l T4 (PND 4)
MANNL. OPTIONAL ERW. EXPOSITION
TIERE/VATERTIERE
MANNL. TIERE MANNL. TIERE MANNL. TIERE
ks TRACHTIGE WEIBL. TIERE MUTTERTIERE
WEIBL. TIERE
WEIBL. TIERE WEIBL. TIERE JUNGTIERE
NICHT TRACHTIGE WEIBL. TIERE
Vor Vor Paarung Paarungszeit Graviditat Laktation
Exposition (14 Tage) (max. 14 Tage) (ca. 22 Tage) (13 Tage)
1 7 14 21 28 35 42 49 5 64 77
Beginn der Studie Hamatologisc Sektion mannl. Geburt (PND ngtilg’nn\?ocs \?vgbele%:?en und
he und Tiere/Vatertiere 0) bis PND 4: Jungtieren .
Bewertung der klinisch- Funktionelle AGD bei allen Sektion mannl.
Ostruszyklen vor der chemische Beobachtungen bei mannl. Jungtieren Tiere/Vatertiere (fakultativ)
Exposition; Untersuchung Tieren (fakultativ) (PND 0-PND 4; Funktionelle Beobachtungen
anschlieRend bei mannl. u. Hématologische und am selben Tag) bei mannl. (fakultativ) und
tagliche weibl. Tieren klinisch-chemische Tétung von 2 weibl. Tieren
Vaginalabstriche ab (fakultativ) Untersuchung bei mannl. Jungtieren pro Hamatologische und klinisch-
Behandlungsbeginn Tieren nach Tétung (nach Wurf zur chemische Untersuchung bei
bis zu Anzeichen fiir Dosing Nicht behandelt mind. 4-wéchiger Messung von mannl. u. weibl. Tieren
eine Besamung Behandlung) T4 (PND 4) (fakultativ)

Brustwarzenretention bei
maénnlichen Jungtieren
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Anlage 3

TABELLARISCHE ZUSAMMENFASSUNG DER AUSWIRKUNGEN AUF DIE REPRODUKTION/ENTWICKLUNG

BEOBACHTUNGEN WERTE

Dosierung (Einheiten). 0 (Kontrolle)

Ausgangspaarungen (N)

Ostruszyklus (mindestens mittlere Dauer und Haufigkeit unregelméRiger Zy-

klen)

Weibliche Tiere mit Anzeichen fiir eine Besamung (N)

Trachtige weibliche Tiere (N)

Empfingnistage 1-5 (N)

Empfingnistage 6- (N)..[1] (1) (N)

Graviditat < 21 Tage (N)

Graviditdt = 22 Tage (N)

Graviditdt > 23 Tage (N)

Muttertiere mit lebenden Jungtieren (N)

Muttertiere mit lebenden Jungtieren an Tag 4 pp (N)

Implantate/Muttertier (Mittelwert)

Lebende Jungtiere/Muttertiere bei Geburt (Mittelwert)

Lebende Jungtiere/Muttertiere an Tag 4 (Mittelwert)

Geschlechterverhiltnis (m/w) bei Geburt (Mittelwert)

Geschlechterverhaltnis (m/w) an Tag 4 (Mittelwert)

Wurfgewicht bei Geburt (Mittelwert)

Wurfgewicht an Tag 4 (Mittelwert)

Gewicht der Jungtiere bei Geburt (Mittelwert)

Gewicht der Jungtiere zum Zeitpunkt der AGD-Messung (Mittelwert mann-
liche Jungtiere, Mittelwert weibliche Jungtiere)

AGD der Jungtiere am selben Tag nach der Geburt, Geburt — Tag 4 (Mittel-
wert ménnliche Jungtiere, Mittelwert weibliche Jungtiere, PND vermerken)
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BEOBACHTUNGEN

WERTE

Gewicht der Jungtiere an Tag 4 (Mittelwert)

Gewicht der Jungtiere an Tag 13 (Mittelwert)

Brustwarzenretention bei minnlichen Jungtieren an Tag 13 (Mittelwert)

JUNGTIERE MIT ANOMALIEN

Muttertiere mit O

Muttertiere mit 1

Muttertiere mit > 2

VERLUST AN NACHKOMMEN

Prinatal (Implantationen abziiglich Lebendgeburten)

Weibliche Tiere mit 0

Weibliche Tiere mit 1

Weibliche Tiere mit 2

Weibliche Tiere mit = 3

Postnatal (Lebendgeburten abziiglich lebender Tiere an Tag 13 nach der Geburt)

Weibliche Tiere mit 0

Weibliche Tiere mit 1

Weibliche Tiere mit 2

Weibliche Tiere mit > 3

(") letzter Tag der Paarungszeit




