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B.70 IN-VITRO-ASSAYS MIT EINEM HUMANEN REKOMBINANTEN OSTROGENREZEPTOR (hrER) ZUR ERMITTLUNG
VON CHEMIKALIEN MIT ER-BINDUNGSAFFINITAT

ALLGEMEINE EINLEITUNG
Leistungsbezogene OECD-Priifrichtlinie

1. Diese Priffmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 493 (2015). TG 493 ist eine leistungsbezogene Priif-
richtlinie (PBTG), die die Methode fiir In-vitro-Assays unter Verwendung eines humanen rekombinanten Ostrogen-
rezeptors zur Ermittlung von Stoffen mit Bindungsaffinitit fiir Ostrogenrezeptoren (hrER-Bindungsassays) beschreibt.
Sie umfasst zwei mechanistisch und funktionell dhnliche Assays zum Nachweis von Ostrogenrezeptor-Bindern (d. h.
ERa-Bindern) und sollte die Entwicklung neuer dhnlicher oder modifizierter Priffmethoden nach den Validierungs-
grundsitzen im OECD Guidance Document on the Validation and International Acceptance of New or Updated Test
Methods for Hazard Assessment erleichtern (1). Die folgenden vollstindig validierten Referenzpriifmethoden (Anlagen
2 und 3) sind Grundlage dieser PBTG:

— der Freyberger-Wilson-(FW-)In-vitro-Ostrogenrezeptor-(ER-)Bindungsassay mit dem in voller Linge rekombinanten
humanen ERa (2) und

— der vom Chemical Evaluation and Research Institute (CERI) beschriebene In-vitro-Ostrogenrezeptor-Bindungsassay
mit einem Ligandenbindungs-Dominen-Protein des humanen rekombinanten ERa (2).

Leistungsstandards (PS) (3) sollen die Entwicklung und die Validierung dhnlicher Priifmethoden fiir denselben Ge-
fahren-Endpunkt erleichtern und eine rechtzeitige Anderung der PBTG 493 ermoglichen, damit dhnliche Assays in
einer aktualisierten PBTG beriicksichtigt werden konnen. Ahnliche Assays werden jedoch erst dann beriicksichtigt,
wenn die OECD die Assays gepriift und die Erfiillung der Leistungsstandards bestitigt hat. Die in TG 493 aufgenom-
menen Assays erfiillen die Anforderungen der OECD-Mitgliedstaaten an Priifergebnisse bei Ostrogenrezeptor-Bindun-
gen alle gleichermafen und ermdglichen die gegenseitige Anerkennung der Daten gemif dem OECD-Ubereinkom-
men.

Hintergrund und Grundsitze der in diese Priifmethode aufgenommenen Assays

2. Die OECD leitete 1998 mit hoher Prioritdt die Uberarbeitung bestehender Prifrichtlinien fiir Screening-Priifungen
und Untersuchungen potenziell endokriner Disruptoren und die Entwicklung neuer Priifrichtlinien ein. Der ,OECD
Conceptual Framework (CF) for the Testing and Assessment of Endocrine Disrupting Chemicals* wurde 2012 iiber-
arbeitet. Die urspriinglichen und iiberarbeiteten CFs wurden dem Guidance Document on Standardised Test Guide-
lines for Evaluating Chemicals for Endocrine Disruption (4) als Anhinge beigefiigt. Der CF umfasst finf Ebenen mit
jeweils eigener biologischer Komplexitit. Die in dieser Priifmethode beschriebenen ER-Bindungsassays sind Ebene 2
(In-vitro-Assays zur Ermittlung von Daten iiber ausgewdhlte endokrine Mechanismen/Wirkungspfade) zuzuordnen. Diese
Priifmethode betrifft In-vitro-Rezeptor-Bindungsassays zur Ermittlung von Liganden fiir den humanen Ostrogen-
rezeptor alpha (ERa).

3. Die Relevanz des In-vitro-ER-Bindungsassays fiir biologische Funktionen wurde eindeutig nachgewiesen. ER-Bindungs-
assays sind zur Ermittlung von Chemikalien vorgesehen, die den Ostrogen-Hormonweg unterbrechen koénnen. Sie
wurden in den letzten beiden Jahrzehnten in groRem Umfang zur Charakterisierung der Verteilung von ER in
Geweben und zur Identifizierung von ER-Agonisten/-Antagonisten durchgefiihrt. Diese Assays spiegeln das Zusam-
menwirken zwischen Liganden und Rezeptoren als ersten Schritt des Ostrogen-Signalwegs wider und sind bei allen
Wirbeltieren wesentlich fur die Reproduktionsfunktion.
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4. Das Zusammenwirken von Ostrogenen mit ER kann die Transkription von Genen beeintrichtigen, die durch
Ostrogene gesteuert werden, und nicht genomische Wirkungen induzieren. Dadurch kénnen Zellprozesse ausgeldst
oder gehemmt werden (u. a. fur die Zellproliferation, fiir die normale fetale Entwicklung und fir die Reproduktion
erforderliche Prozesse) (5) (6) (7). Storungen normaler Ostrogener Systeme konnen Beeintrichtigungen der normalen
Entwicklung (Ontogenese), der reproduktiven Gesundheit und des Reproduktionssystems auslosen. Eine unangemes-
sene Ubertragung von ER-Signalen kann beispielsweise das Risiko einer hormonbedingten Krebserkrankung erhohen,
die Fruchtbarkeit beeintrichtigen und das Wachstum und die Entwicklung von Foten beeinflussen (8).

5. In-vitro-Bindungsassays beruhen auf einer unmittelbaren Wechselwirkung eines Stoffs mit einer spezifischen Rezeptor-
liganden-Bindungsstelle, die die Transkription eines Reporter-Genprodukts steuert. Wesentliches Element des hrERa-
Bindungsassays (hrERa = humaner rekombinanter Ostrogenrezeptor alpha) ist die Fahigkeit eines radioaktiv markier-
ten Liganden ([’H]-17p-Estradiol), bei zunehmenden Konzentrationen einer Priifchemikalie (z. B. eines Bindungs-
konkurrenten) eine Bindung mit dem ER einzugehen. Priifchemikalien mit einer starken ER-Affinitdt konkurrieren mit
dem radioaktiv markierten Liganden bei einer niedrigeren Konzentration als Chemikalien mit einer geringeren
Affinitdt fiir diesen Rezeptor. Dieser Assay beinhaltet zwei wesentliche Elemente: einen Versuch zur Ermittlung
von Sittigungsbindungen zur Charakterisierung der Parameter der Wechselwirkung zwischen Rezeptoren und Ligan-
den und zur Dokumentation der ER-Spezifitit und einen anschliefenden Versuch zur Ermittlung konkurrierender
Bindungen, mit dem die Konkurrenz zwischen einer Priifchemikalie und einem radioaktiv markierten Liganden im
Hinblick auf die Bindung an den ER beschrieben wird.

6. In Studien zur Validierung der CERI- und der FW-Bindungsassays wurden die Relevanz und die Zuverlissigkeit im
Hinblick auf die vorgesehene Verwendung nachgewiesen (2).

7. Die in der vorliegenden Priifmethode verwendeten Begriffe und Abkiirzungen werden in Anlage 1 erldutert.

Anwendungsbereich und Einschrinkungen der Rezeptor-Bindungsassays

8. Diese Assays werden fiir Screening- und Priorisierungszwecke vorgeschlagen, konnen aber auch Aufschluss iiber
molekulare Auslosungsereignisse (MIE = Molecular Initiation Events) geben. Die betreffenden Informationen kénnen
im Rahmen von Beweiskraftermittlungen verwendet werden. Die Assays beruhen auf der chemischen Bindung an die
Ligandenbindungs-Domine des ERa in einem In-vitro-System. Daher sollten Ergebnisse nicht unmittelbar fiir die
komplexen Signal- und Steuerungswirkungen des intakten endokrinen In-vivo-Systems extrapoliert werden.

9. Die Bindung des natiirlichen Liganden 17f-Estradiol ist das erste einer Reihe molekularer Ereignisse, die die Tran-
skription von Zielgenen aktivieren und schlieSlich zu einer physiologischen Verinderung fithren (9). Die Bindung an
die Ligandenbindungs-Domine des ERa ist also als einer der Schliisselmechanismen einer durch ER vermittelten
endokrinen Stérung (ED = Endocrine Disruption) zu betrachten; allerdings konnen ED auch infolge anderer Mecha-
nismen auftreten, darunter (i) Wechselwirkungen mit anderen ER-Bindungsstellena als die Liganden-Bindungstasche,
(ii) Wechselwirkungen mit anderen fiir die Ubertragung von Ostrogensignalen relevanten Rezeptoren, ER-p und G-
Protein-gekoppelten Ostrogenrezeptoren, sonstigen Rezeptoren und Enzymsystem innerhalb des Hormonsystems, (iii)
die Hormonsynthese, (iv) die metabolische Aktivierung/Deaktivierung von Hormonen, (v) die Verteilung von Hor-
monen an Zielgewebe und (vi) die Beseitigung von Hormonen im Korper. Keiner der Assays im Rahmen dieser
Priifmethode hat diese Wirkungsweisen zum Gegenstand.
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10. Gegenstand dieser Priifmethode ist die Fahigkeit von Stoffen, Bindungen mit dem humanen ERa einzugehen. Dabei
wird nicht zwischen ERa-Agonisten und ERa-Antagonisten unterschieden. Nachgelagerte Ereignisse wie Gentran-
skriptionen oder physiologische Verinderungen werden bei diesen Assays nicht beriicksichtigt. Da bei der Validierung
nur einzelne einkomponentige Stoffe verwendet wurden, wurde die Eignung fiir Priifgemische nicht untersucht.
Dennoch sind die Assays theoretisch auch fiir die Priiffung von mehrkomponentigen Stoffen und Gemischen geeignet.
Bevor die Priifmethode fiir die Generierung von Daten fiir einen bestimmten rechtlichen Zweck verwendet wird, ist
zu priifen, ob sie fur den beabsichtigten Zweck angemessene Ergebnisse liefern kann und, wenn dem so ist, warum.
Solche Erwigungen entfallen, wenn die Priffung des Gemischs von Rechts wegen vorgeschrieben ist.

11. Die zellfreien Rezeptorsysteme konnen an sich keine Stoffwechselaktivitit entwickeln und wurden in Verbindung mit
metabolischen Enzymsystemen nicht validiert. Eine Stoffwechselaktivitit konnte bei der Auslegung einer Studie
beriicksichtigt werden. Dazu wiren jedoch weitere Validierungsarbeiten erforderlich.

12. Chemikalien, die in der Lage sind, das Protein (d. h. das Rezeptor-Protein) zu denaturieren (beispielsweise ein Tensid
oder Chemikalien, die den pH-Wert des Assay-Puffers verindern konnen), konnen nicht bzw. nur in Konzentrationen
gepriift werden, bei denen diese Wechselwirkungen nicht auftreten. Ansonsten beschrinkt sich der Konzentrations-
bereich, der mit diesen Assays gepriift werden kann, auf die Loslichkeit der betreffenden Priifchemikalie im Assay-
Puffer.

13. Tabelle 1 enthilt eine Ubersicht {iber die Ergebnisse der 24 Stoffe, die mit den beiden in dieser Priifmethode
beschriebenen vollstindig validierten Assays untersucht wurden. Von diesen Stoffen wurden nach veréffentlichten
Berichten (u. a. aufgrund von In-vitro-Assays zur Priifung auf transkriptionelle ER-Aktivierung und/oder aufgrund des
Uterotrophen Bioassays) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) 17 Stoffe als ER-Binder eingestuft; 6 Stoffe wurden als
Nicht-Binder eingestuft. Nach den in Tabelle 1 zusammengefassten Daten ergab sich hinsichtlich der Einstufungen
aller Stoffe bis zu 10™* M beim Antagonisten-Assay eine nahezu 100 %ige Ubereinstimmung zwischen den beiden
Assays, und alle Stoffe wurden zutreffend als ER-Binder bzw. als Nicht-Binder eingestuft. Ergdnzende Informationen
tiber diese Gruppe von Stoffen sowie iiber weitere Stoffe, die im Rahmen der Validierungsstudien mit den ER-
Bindungsassays untersucht wurden, sind den Leistungsstandards fiir den hrER-Bindungsassay (3), Anlage 2 (Tabellen
1, 2 und 3), zu entnehmen.



Tabelle 1

Einstufung von Stoffen als ER-Binder oder -Nicht-Binder nach der erwarteten Reaktion bei Priifung mit dem FW- und dem CERI-hrER-Bindungsassay

Erwartete Re-

aktion FW-Assay CERI-Assay
Bezeichnung des CAS-Nr. MeSH-Chemikalie Klas- Produktklasse
Stoffs . . . . se
Konzentrations- bereich Finstufun Konzentrations- bereich Finstufun
(M) s (M) g
1 17p-Estradiol 50-28-2 Binder 1x10711 - 1x1076 Binder 1x1071! - 1x1076 Binder Steroid Pharmazeutisches Er-
zeugnis, veterinar-
mediznisches Agens
2 Norethynodrel 68-23-5 Binder 3x107% - 30x107* Binder 3x107% - 30x107* Binder Steroid Pharmazeutisches Er-
zeugnis, veterinar-
mediznisches Agens
3 Norethindron 68-22-4 Binder 3x107% - 30x107* Binder 3x107% - 30x107* Binder Steroid Pharmazeutisches Er-
zeugnis, veterinar-
mediznisches Agens
4 Di-n-butylphthalat 84-74-2 Nicht-Bin- 1x1071% - 1x107# Nicht-Bin- 1x1071% - 1x107* Nicht-Bin- Kohlenwasserstoff | Weichmacher, che-
der (¥) der (**) (") der (**) (") (cyclisch), Ester misches Zwischen-
produkt
5 DES 56-53-1 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder Kohlenwasserstoff | Pharmazeutisches Er-
(cyclisch), Phenol zeugnis, veterinir-
mediznisches Agens
6 17a-Ethinylest- 57-63-6 Binder 1x1071% - 1x1073 Binder 1x1071% - 1x1073 Binder Steroid Pharmazeutisches Er-
radiol zeugnis, veterinir-
mediznisches Agens
7 meso-Hexestrol 84-16-2 Binder 1x1071% - 1x107? Binder 1x1071% - 1x107? Binder Kohlenwasserstoff | Pharmazeutisches Er-
(cyclisch), Phenol zeugnis, veterindr-
mediznisches Agens
8 Genistein 446-72-0 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder 1x10710 — 1x1073 Binder Kohlenwasserstoff Naturprodukt
(heterocyclisch), Fla-
vonoid
9 Equol 531-95-3 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder Phytoestrogen-Me- Naturprodukt
tabolit
10 Butylparaben (n- 94-26-8 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder Paraben Konservierungsmittel

Butyl-4-hydroxy-
benzoat)
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Erwartete Re-

ki FW-Assay CERI-Assay
Bezeicshn?fng des CAS-NT. axtion MeSH-Chemikalie Klas- Produkiklasse
totls Konzentrations- bereich . Konzentrations- bereich . s
M) Einstufung M) Einstufung
11 | Nonylphenol (Ge- | 84852-15-3 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder Alkylphenol Zwischenproduktver-
misch) bindung
12 0,p-DDT 789-02-6 Binder 1x1071% - 1x1073 Binder 1x1071% - 1x1073 Binder chlororganisches Insektizid
13 Corticosteron 50-22-6 Nicht-Bin- | 1x1071% — 1x107™* | Nicht-Binder | 1x1071% —= 1x10™ | Nicht-Binder Steroid Naturprodukt
der (*)
14 Zearalenon 17924-92-4 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder Kohlenwasserstoff Naturprodukt
(heterocyclisch),
Lacton
15 Tamoxifen 10540-29-1 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder Kohlenwasserstoff | Pharmazeutisches Er-
(cyclisch) zeugnis, veterinir-
mediznisches Agens
16 | 5a-Dihydrotestos- 521-18-6 Binder 1x1071% - 1x1073 Binder 1x1071% - 1x1073 Binder Steroid, nicht phe- Naturprodukt
teron nolisch
17 Bisphenol A 80-05-7 Binder 1x10710 — 1x1073 Binder 1x10710 — 1x1073 Binder Phenol Chemisches Zwi-
schenprodukt
18 | 4-n-Heptylphenol | 1987-50-4 Binder 1x10710 - 1x107® | Nicht eindeu- | 1x1071% - 1x107° Binder Alkylphenol Zwischendrehzahl
tig ()
19 Kepon (Chlorde- 143-50-0 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder 1x10710 - 1x1073 Binder Kohlenwasserstoff Pestizid
con) (halogeniert)
20 Benz(a)anthracen 56-55-3 Nicht-Binder | 1x10710 — 1x1073 Nicht-Bin- 1x10719 — 1x1073 | Nicht-Binder (°) | Aromatischer Koh- Zwischenprodukt
der () lenwasserstoff
21 Enterolacton 78473-71-9 Binder 1x10710 — 1x1073 Binder 1x10710 — 1x1073 Binder Phytoestrogen Naturprodukt
22 Progesteron 57-83-0 Nicht-Bin- | 1x1071% = 1x107* | Nicht-Binder | 1x1071° — 1x10™* | Nicht-Binder Steroid Naturprodukt
der (*)
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| Erw:g?;i Re- FW-Assay CERI-Assay o
Bezeichnung des CAS-Nr. MeSH-Chemikalie Klas- Produktklasse
Stoffs ; ; i i s¢
Konzentrations- bereich Finstufun Konzentrations- bereich Einstufun
M) g (M) &
23 | Octyltriethoxysilan | 2943-75-1 Nicht-Binder | 1x1071% —= 1x107> | Nicht-Binder | 1x107!% — 1x107® | Nicht-Binder Silan Oberflichen-Modifi-
ziermittel
24 Atrazin 1912-24-9 Nicht-Bin- | 1x1071% —= 1x107* | Nicht-Binder | 1x107!% - 1x107* | Nicht-Binder Heterocyclische Herbizid
der (*) Verbindung

(*) Loslichkeitsgrenze < 1 x 107 M.
(*) Die Verwendung und die Einstufung von Di-n-butylphthalat (DBP) als Nicht-Binder beruht auf der Priifung von bis zu 10™* M, da einige Labors bei den Pravalidierungsstudien bei 107> M keine Loslichkeit

von DBP (z. B. eine Tritbung) festgestellt hatten.

(") In der Validierungsstudie wurde Di-n-butylphthalat (DBP) als kodierter Priifstoff bei Konzentrationen von bis zu 107> M untersucht. Unter diesen Bedingungen stellten einige Labors einen Riickgang der
Radioliganden-Bindung bei der hochsten Konzentration (107> M) und/oder eine nicht eindeutige Kurvenanpassung fest. Bei diesen Priifliufen wurde DBP in drei von fiinf Labors mit dem CERI-Assay und von
funf von sechs Labors mit dem FW-Assay (siche (2)), Abschnitte IV.B.3a,b und VLA) als ,nicht eindeutig“ oder als ,Binder* eingestuft.

(") Die Einstufung deckte sich nicht mit der erwarteten Einstufung. Die Einstufung von 4-n- Heptylphenol als ,nicht eindeutig® oder als ,Nicht-Binder* durch drei von funf Labors fithrte zu einer durchschnittlichen
Einstufung als nicht eindeutig. Eine nihere Untersuchung ergab, dass dies auf eine begrenzte chemische Loslichkeit zuriickzufiihren war, die die Auspragung einer vollstindigen Bindungskurve verhinderte.

() In der Validierungsstudie wurde Benz(a)anthracen aufgrund der veréffentlichten Literatur, nach der die fiir diesen Stoff berichtete In-vitro-Ostrogenaktivitit(16) primir von seiner metabolischen Aktivierung
abhingt, neu eingestuft (17) (18). Die enzymatische metabolische Aktivierung des Stoffs wurde mit den in dieser vergleichenden Validierungsstudie durchgefithrten zellfreien hrER-Bindungsassays nicht
vorhergesagt. Unter den Versuchsbedingungen des FW- und des CERI-Assays ist der Stoff also tatsichlich als Nicht-Binder einzustufen.
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ELEMENTE DES hrER-BINDUNGSASSAYS

Wesentliche Elemente des Assays

14. Diese Priifmethode gilt fir Assays mit einem ER-Rezeptor und einem ausreichend starken Liganden fir diesen
Rezeptor, der als Marker/Tracer fir den Assay verwendet und durch zunehmende Konzentrationen einer Priifche-
mikalie verdringt werden kann. Die Bindungsassays beinhalten die beiden folgenden wesentlichen Elemente: 1) einen
Versuch zur Ermittlung von Sittigungsbindungen und 2) einen Versuch zur Ermittlung konkurrierender Bindungen.
Mit dem Assay zur Ermittlung von Sittigungsbindungen werden die Spezifitit und die Aktivitit der Rezeptor-
Zubereitungen bestitigt. Mit der Untersuchung zur Ermittlung konkurrierender Bindungen wird die Fihigkeit einer
Priifchemikalie zur Bindung an den hrER beurteilt.

Kontrollen

15. Die Grundlage der vorgeschlagenen gleichzeitig gepriiften Referenzostrogens und der Kontrollen sollte erldutert
werden. Gegebenenfalls dienen gleichzeitige Kontrollen (Losungsmittel- (Vehikel-), Positiv- (ER-Binder; starke und
geringe Affinitit) und Negativkontrollen (Nicht-Binder)) als Nachweis dafiir, dass der Assay unter den Priifbedingun-
gen funktioniert; auflerdem bilden sie eine Grundlage fiir versuchsiibergreifende Vergleiche. In der Regel sind sie
Bestandteil der Akzeptanzkriterien fur die Versuche (1). Bei jedem Priiflauf sollten auf jeweils einer Platte vollstindige
Konzentrationskurven des Referenzostrogens und der Kontrollen (d. h. schwache Binder und Nicht-Binder) verwendet
werden. Alle anderen Platten sollten Folgendes enthalten: 1) eine hohe (etwa vollstindige Verdringung des radioaktiv
markierten Liganden) und eine mittlere Konzentration (etwa 1Csq) sowohl von E2 als auch des schwachen Binders,
jeweils dreifach, und 2) eine Losungsmittelkontrolle und einen nicht spezifischen Binder, ebenfalls jeweils dreifach.

Standard-Qualititskontrollverfahren

16. Standard-Qualititskontrollverfahren sollten wie fiir den jeweiligen Assay beschrieben durchgefiihrt werden, um
gewihrleisten zu konnen, dass aktive Rezeptoren, die korrekten Chemikalienkonzentrationen und auch iiber mehrere
Wiederholungen stabile Toleranzgrenzen verwendet werden und sichergestellt ist, dass die erwarteten ER-Bindungs-
reaktionen im Zeitverlauf festgestellt werden konnen.

Nachweis der Eignung des Labors

17. Vor der Priifung unbekannter Chemikalien mit einem der Assays dieser Priifmethode sollte jedes Labor nachweisen,
dass es in der Lage ist, den betreffenden Assay durchzufithren. Dazu sind Sittigungspriifungen zur Bestitigung der
Spezifitit und der Aktivitit der ER-Zubereitung sowie Assays zur Ermittlung konkurrierender Bindungen mit dem
Referenzostrogen und den Kontrollen (schwacher Binder und Nicht-Binder) durchzufithren. Das Labor sollte eine
historische Datenbank mit Ergebnissen des Referenzéstrogens und der Kontrollen aufgrund von 3-5 unabhingigen
Versuchen an unterschiedlichen Tagen erstellen. Die betreffenden Versuche bilden die Grundlage fir das Referenz-
ostrogen und die historischen Kontrollen des Labors und werden zur partiellen Beurteilung der Akzeptierbarkeit des
Assays bei kiinftigen Priiflaufen berticksichtigt.

18. Die Reaktionsfdhigkeit des Priifsystems wird auch durch eine Priifung der in Tabelle 2 genannten Leistungsstoffe
bestitigt. Die Liste der Leistungsstoffe ist eine Untergruppe der Referenzstoffe der Leistungsstandards fur die ER-
Bindungsassays (3). Diese Stoffe sind im Handel erhiltlich und entsprechen den Chemikalienklassen, bei denen
gewohnlich eine ER-Bindungsaktivitit zu verzeichnen ist. Auflerdem zeigen sie ein geeignetes Wirkungsspektrum
(d. h. stark bis schwach) fiir ER-Binder und fiir Nicht-Binder (d. h. Negativstoffe). Bei allen Leistungsstoffen sollten die
zu gepriften Konzentrationen den gesamten in Tabelle 2 genannten Bereich abdecken. Fir jeden Stoff sollten
mindestens drei Versuche durchgefithrt werden, und die Ergebnisse sollten mit der erwarteten chemischen Aktivitit
in Einklang stehen. Jeder Versuch sollte unabhingig (d. h. mit frischen Verdiinnungen des Rezeptors, der Chemikalien
und des Reagens) und mit drei Wiederholungen pro Konzentration durchgefiihrt werden. Die Leistungsfahigkeit wird
durch die ordnungsgemifle Einstufung (positiv/negativ) der einzelnen Leistungsstoffe nachgewiesen. Beim Erlernen
der Assays sollte die Eignungspriifung von jedem einzelnen Labortechniker durchgefiihrt werden.



Tabelle 2

Liste der Kontroll- und der Leistungsstoffe fiir die Assays zur Priifung auf konkurrierende hrER-Bindungen (')

Nr. Bezeichnung des Stoffs CAS-Nr. (3 Erwartete Reaktion (°) (4) | Priifkonzentrationsbereich (M) MeSH-Chemikalienklasse (%) Produktklasse (9)
Kontrollen (Referenzgstrogen, schwacher Binder, Nicht-Binder)
1 17-Eotpadiol 50-28-2 Binder 1x1071 - 1x1076 Steroid Pharmazeutisches Erzeugnis, vete-
rindrmediznisches Agens
2 Norethynodrel (oder) Noret- | 68-23-5 (oder) 68-22-4 Binder 3x107% - 30x107° Steroid Pharmazeutisches Erzeugnis, vete-
hindron rindrmediznisches Agens
3 Octyltriethoxysilan 2943-75-1 Nicht-Binder 1x10710 - 1x1073 Silan Oberflichen-Modifiziermittel
Leistungsstoffe (°)
4 Diethylstilbestrol 56-53-1 Binder 1x1071 - 1x107¢ Kohlenwasserstoff (cyclisch), | Pharmazeutisches Erzeugnis, vete-
Phenol rindrmediznisches Agens
5 17a-Ethinylestradiol 57-63-6 Binder 1x10711 - 1x1076 Steroid Pharmazeutisches Erzeugnis, vete-
rindrmediznisches Agens
6 meso-Hexestrol 84-16-2 Binder 1x1071 — 1x107¢ Kohlenwasserstoff (cyclisch), | Pharmazeutisches Erzeugnis, vete-
Phenol rindrmediznisches Agens
7 Tamoxifen 10540-29-1 Binder 1x1071 — 1x1076 Kohlenwasser-stoff (cyclisch) | Pharmazeutisches Erzeugnis, vete-
rindrmediznisches Agens
8 Genistein 446-72-0 Binder 1x1071% - 1x1073 Heterocyclische Verbindung, Naturprodukt

Flavonoid
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Nr. Bezeichnung des Stoffs CAS-Nr. (3 Erwartete Reaktion (*) (4) | Priifkonzentrationsbereich (M) MeSH-Chemikalienklasse (%) Produktklasse ()
9 Bisphenol A 80-05-7 Binder 1x1071% - 1x1073 Phenol Chemisches Zwischenprodukt
10 Zearalenon 17924-92-4 Binder 1x1071 - 1x1073 Heterocyclische Verbindung, Naturprodukt
Lacton
11 Butylparaben 94-26-8 Binder 1x1071 - 1x1073 Carboxylsidure, Phenol Konservierungsmittel
12 Atrazin 1912-24-9 Nicht-Binder 1x10711 - 1x1076 Heterocyclische Verbindung Herbizid
13 Di-n-butylphthalat (DBP) (%) 84-74-2 Nicht-Binder (8) 1x10710 — 1x107* Kohlenwasserstoff (cyclisch), | Weichmacher, chemisches Zwi-
Ester schenprodukt
14 Corticosteron 50-22-6 Nicht-Binder 1x1071 - 1x107* Steroid Naturprodukt

(") Wenn ein Leistungsstoff nicht mehr im Handel erhaltlich ist, kann ein Stoff derselben ER-Bindungsklassifikation und mit vergleichbarer Wirksamkeit und Klassifizierung verwendet werden.

() Abkiirzungen: CAS-Nr. = Registernummer des Chemical Abstracts Service.

() Einstufung als ERa-Binder bzw. -Nicht-Binder in der Validierungsstudie des CERI- und des FW-hrER-Bindungsassays (2).

(% Die Einstufung der ER-Bindungsaktivitit beruhte auf den ICCVAM Background Review Documents (BRD) zu Assays zur Priiffung der ER-Bindung und zu TA-Assays (9) sowie auf empirischen Daten und
anderen Informationen aus verdffentlichten und gepriiften Untersuchungen (10) (11) (12) (13) (14) (15).

(°) Die Stoffe wurden nach den Medical Subject Headings (MeSH) der U.S. National Library of Medicine, einem international anerkannten standardisierten Klassifizierungssystem, (siche http://www.nlm.nih.gov/
mesh) einer oder mehreren Chemikalienklassen zugeordnet.

(%) Die Stoffe wurden nach der Gefahrstoff-Datenbank der U.S. National Library of Medicine (51ehe http://toxnet.nlm.nih.gov/cgi-bin/sis/htmlgen?’HSDB) einer oder mehreren Chemikalienklassen zugeordnet.

(7) DBP kann als alternative Nicht-Binder-Kontrolle m1t einer Konzentration von maximal 10™* M gepriift werden.

(%) Die Loslichkeitsgrenze liegt bei dlesem Stoff bei 10™* M. Die Verwendung und die Einstufung von Di-n-butylphthalat (DBP) als Nicht-Binder beruht auf der Priifung von bis zu 10™* M, da einige Labors bei
den Privalidierungsstudien bei 107> M keine Loslichkeit von DBP (z. B. eine Tritbung) festgestellt hatten.

01E/L¥T 1
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Loslichkeitspriifungen und Dosisfindungsversuche fiir die Priifchemikalien

19. In einem Vorversuch sollten die Loslichkeitsgrenze der einzelnen Priifchemikalien ermittelt und der jeweils geeignete
Konzentrationsbereich fiir die Priifung bestimmt werden. Die Loslichkeitsgrenze der einzelnen Priifchemikalien wird
zunichst im Losungsmittel bestimmt und anschlieBend unter den Bedingungen des Assays bestitigt. Die im Assay
gepriifte Endkonzentration sollte hochstens bei 1 mM liegen. Fiir die Dosisfindungspriifung werden eine Losungs-
mittelkontrolle sowie acht logarithmische serielle Verdiinnungen ausgehend von der maximal akzeptierbaren Kon-
zentration (z. B. 1 mM oder weniger, je nach Loslichkeitsgrenze) verwendet. Das Auftreten einer Tritbung oder die
Bildung eines Niederschlags werden protokolliert. Die Konzentrationen beim zweiten und beim dritten Versuch
sollten ggf. angepasst werden, um die Konzentrations-Reaktionskurve besser zu beschreiben.

Akzeptanzkriterien fiir Priifliufe

20. Ob ein Priflauf akzeptiert wird, hingt von der Bewertung der Ergebnisse mit dem jeweils verwendeten Referenz-
ostrogen und den Kontrollen ab. Zunichst sollten fiir Platte 1 die vollstindigen Konzentrationskurven der Referenz-
kontrollen jedes einzelnen Versuchs mit den Werten der Leistungsmessungen bei den Parametern fuir die Kurven-
anpassung (z. B. IC5, und Hillslope) iibereinstimmen; der Vergleich erfolgt anhand der fiir die Protokolle des CERI-
und des FW-Assays angegebenen Werte (Anlagen 2 und 3) und der historischen Kontrolldaten des Labors, das die
Prifungen durchfihrt. Bei allen Versuchen sollten alle Kontrollen (Referenzostrogen, schwacher Binder und Nicht-
Binder) korrekt eingestuft werden. AnschlieRend sind die Kontrollen auf allen folgenden Platten auf Ubereinstimmung
mit Platte 1 zu priffen. Um den Hochstwert der Kurve der konkurrierenden Bindungen eindeutig zu ermitteln, sollte
ein ausreichendes Spektrum an Konzentrationen der Priifchemikalie beriicksichtigt werden. Die Variabilitit zwischen
Wiederholungen bei den einzelnen Konzentrationen der Priifchemikalie sowie zwischen den drei unabhingigen
Prifliufen sollte angemessen und wissenschaftlich vertretbar sein. Die Fahigkeit zur konsistenten Durchfithrung
der Assays sollte durch den Aufbau und die Pflege einer historischen Datenbank fiir das Referenzéstrogen und
die Kontrollen nachgewiesen werden. Standardabweichungen (SD) oder Variationskoeffizienten (VK) der Mittelwerte
von Parametern zur Anpassung der Kurven fiir das Referenzostrogen und die Kontrolle mit dem schwachen Binder
aus mehreren Versuchen konnen als MafSstab fiir die Reproduzierbarkeit innerhalb eines Labors herangezogen
werden. Die Ergebnisse der Kontrollen auf den Platten der einzelnen Priifliufe sowie die Ergebnisse fiir die einzelnen
Priifchemikalien sind einer qualifizierten fachlichen Beurteilung zu unterziehen.

Dariiber hinaus sollten fiir Akzeptanzkriterien die folgenden Grundsitze gelten:

— Die Daten sollten fiir eine quantitative Bewertung der ER-Bindung ausreichen.

— Die gepriiften Konzentrationen sollten im Loslichkeitsbereich der Priifchemikalien bleiben.

Analyse der Daten

21. Das beschriebene Verfahren zur Analyse der Daten zur Sittigung und zu konkurrierenden Bindungen sollte unter
Beriicksichtigung der wesentlichen Grundsitze der Charakterisierung von Wechselwirkungen zwischen Rezeptoren
und Liganden durchgefithrt werden. In der Regel werden Daten zur Sittigungsbindung mit einem nicht linearen
Regressionsmodell analysiert, das die Bindungswirkung insgesamt ebenso wie nicht spezifische Bindungen beriick-
sichtigt. Bei der Bestimmung von B, und K, ist moglicherweise eine Korrektur fiir den Abbau von Liganden (z. B.
Swillens, 1995 (19)) vorzunehmen. Daten aus Untersuchungen zur Ermittlung konkurrierender Bindungen werden
gewohnlich umgewandelt (z. B. spezifische Bindung in Prozent und Konzentration der Priifchemikalie (log M)). Mit
einer geeigneten Software zur nicht linearen Kurvenanpassung sollten die Schitzwerte fur log (IC5) fur die einzelnen
Priffchemikalien zur Verwendung in einer Hill-Gleichung mit vier Parametern ermittelt werden. Nach einer ersten
Analyse sollten die Parameter zur Kurvenanpassung gepriift werden; aufSerdem sollte gepriift werden, in welchem
Umfang die Bindungsdaten mit der erzeugten Kurve der konkurrierenden Bindungen tibereinstimmen. Manchmal
miissen weitere Analysen vorgenommen werden, um die optimale Kurvenanpassung zu ermitteln (z. B. indem
Hochst- undfoder Mindestwerte fiir die Kurve festgelegt werden oder die 10-%-Regel angewendet wird (siche Anlage
4 und (2) (Abschnitt IIL.A.2).

22. Die Erfilllung der Akzeptanzkriterien (Nummer 20) deutet darauf hin, dass ein Assaysystem ordnungsgemifs funk-
tioniert. Dies gewdhrleistet jedoch nicht, dass eine bestimmte Priifung tatsichlich exakte Daten ergibt. Die Wieder-
holung der korrekten Ergebnisse der ersten Priifung ist die beste Bestitigung dafiir, dass exakte Daten ermittelt
wurden.
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Allgemeine Kriterien fiir die Auswertung von Daten

23. Zurzeit besteht keine allgemein anerkannte Methode zur Auswertung der Daten aus ER-Bindungsassays. Allerdings
sollten qualitative (z. B. Binder/Nicht-Binder) und/oder quantitative (ICsq, relative Bindungsaffinitit (RBA) usw.)
Bewertungen einer durch hrER vermittelten Aktivitit auf empirischen Daten und fundierten wissenschaftlichen Beur-
teilungen beruhen.

Priifbericht

24. Der Priifbericht sollte folgende Angaben enthalten:
Assay
— durchgefiihrter Assay.
Kontrolle/Referenz/Priifchemikalie
— Herkunft, Partienummer, ggf. begrenztes Verwendungsdatum;
— Stabilitdt der Priifchemikalie, falls bekannt;
— Loslichkeit und Stabilitdt der Priifchemikalie in Losungsmittel, falls bekannt;

— Messung des pH-Werts, der Osmolalitit und ggf. des Niederschlags im Kulturmedium, dem die Priifchemikalie
zugegeben wurde;

einkomponentiger Stoff
— physikalisches Erscheinungsbild, Wasserloslichkeit und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften;

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

mehrkomponentiger Stoff, UVCB-Stoffe und Gemische:

— So weit wie moglich Charakterisierung durch die chemische Zusammensetzung (siche oben), das quantitative
Vorkommen und die relevanten physikalisch-chemischen Eigenschaften der einzelnen Elemente.

Losungsmittel/Vehikel

— Beschreibung (Art, Lieferant und Charge);

— Begriindung der Auswahl des Losungsmittels/Vehikels;

— Loslichkeit und Stabilitit der Priifchemikalie in Losungsmittel/in einem Vehikel, falls bekannt.
Rezeptoren

— Herkunft der Rezeptoren (Hersteller, Bestellnummer, Charge, Art des Rezeptors, vom Hersteller gelieferte aktive
Rezeptorkonzentration, Zertifizierung des Herstellers);
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— Beschreibung der Rezeptoren (einschl. ermittelte Sattigungsbindungen): Ky, B
— Lagerung der Rezeptoren;

— radioaktiv markierter Ligand;

— Hersteller, Bestellnummer, Charge, spezifische Aktivitit.

Priifbedingungen

— Einschrankungen hinsichtlich der Loslichkeit unter Assay-Bedingungen;

— Zusammensetzung des Bindungspuffers;

— Konzentration des Rezeptors;

— Konzentration des Tracers (d. h. des radioaktiv markierten Liganden);

— Konzentrationen der Priifchemikalie;

— Prozentanteil des Vehikels im endgiiltigen Assay;

— Inkubationstemperatur und -dauer;

— Methode zur Trennung von gebundenen/nicht gebundenen Chemikalien;

— positive und negative Kontrollen/Referenzstandards;

— Kriterien zur Einstufung der Priffungen als positiv, negativ oder nicht eindeutig.
Akzeptanzpriifung

— tatsdchliche IC54- und Hillslope-Werte fiir gleichzeitige Positivkontrollen/Referenzstoffe.
Ergebnisse

— Rohdaten und Daten zu gebundenen/nicht gebundenen Chemikalien;

— ggf. Bestitigung durch Priifung der Denaturierung;

— wenn vorhanden, niedrigste Wirkungskonzentration (LEC);

— RBA- und|oder IC5,-Werte;

— nach Moglichkeit Dosis-Reaktions-Verhiltnis;

— wenn vorhanden, statistische Analysen sowie Messabweichung und Konfidenzwerte (z. B. SEM, SD, VK oder 95 %
CI) sowie Angaben dazu, wie diese Werte ermittelt wurden.
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Ertrterung der Ergebnisse

— Anwendung der 10-%-Regel.

Schlussfolgerung.
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Anlage 1

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN UND ABKURZUNGEN

10-%-Regel: Bei den Analysen Moglichkeit des Ausschlusses von Datenpunkten, wenn bei Wiederholungen der Mittelwert
der prozentualen spezifischen [*H]-17B-Estradiol-Bindung mindestens 10 % iiber dem beobachteten Mittelwert bei einer
geringeren Konzentration liegt (siche Anlage 4).

Akzeptanzkriterien: Mindeststandards fiir Kontrollen und Referenzstandards. Damit ein Versuch als giiltig betrachtet
werden kann, sollten alle Akzeptanzkriterien erfiillt sein.

CF: OECD Conceptual Framework for the Testing and Evaluation of Endocrine Disrupters.

Chemikalie: Ein Stoff oder ein Gemisch.

E2: 17f-Estradiol

ED: Endokrine Storung.

Eignung: Die nachgewiesene Fihigkeit zur ordnungsgemiflen Durchfithrung eines Assays vor der Priifung unbekannter
Stoffe.

ER: Ostrogenrezeptor.

Genauigkeit (Ubereinstimmung): Der Grad an Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen eines Assays und akzep-
tierten Referenzwerten. Die Genauigkeit ist ein Mafd der Leistung eines Assays und ein Aspekt der Relevanz. Der Begriff
wird oft im Sinne von ,Ubereinstimmung® verwendet und bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse eines Assays

(1.

hERa: Humaner Ostrogenrezeptor a.

IC50: Die Hilfte der maximalen Wirkungskonzentration einer Priifchemikalie mit hemmender Wirkung.

ICCVAM: Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (das US-amerikanische Vali-
dierungszentrum).

Inter-Labor-Reproduzierbarkeit: Das Ausmaf}, in dem unterschiedliche qualifizierte Labors, die dasselbe Protokoll ver-
wenden und dieselben Priifstoffe untersuchen, qualitativ und quantitativ vergleichbare Ergebnisse erzielen konnen. Die
Inter-Labor-Reproduzierbarkeit wird wihrend der Privalidierungs- und Validierungsverfahren ermittelt und zeigt das MafS
an, in dem ein Assay erfolgreich zwischen Labors iibertragen werden kann (1).

Intra-Labor-Reproduzierbarkeit: Das Ausmaf, in dem qualifizierte Personen innerhalb desselben Labors, die dasselbe
spezifische Protokoll zu unterschiedlichen Zeiten verwenden, erfolgreich dieselben Ergebnisse replizieren kénnen. Auch
als ,laborinterne Reproduzierbarkeit” bezeichnet (1).

LEC: Als niedrigste Wirkungskonzentration (Lowest Effective Concentration) wird die niedrigste Konzentration einer
Priffchemikalie bezeichnet, die eine Wirkung hervorruft (d. h. die niedrigste Konzentration einer Priifchemikalie, bei
der die n-fache Induktion sich statistisch von der gleichzeitigen Vehikelkontrolle unterscheidet).
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Leistungsstandards: Auf einer validierten Priifmethode beruhende Normen, auf deren Grundlage die Vergleichbarkeit
einem vorgeschlagenen, mechanistisch und funktionell dhnlichen Assay bewertet werden kann. Sie umfassen (1) wesent-
liche Elemente des Assays; (2) ein Mindestverzeichnis von Referenzchemikalien, ausgewahlt aus den Chemikalien, die zum
Nachweis der akzeptablen Leistung der validierten Referenzmethode verwendet werden, und (3) je nach den fur die
validierte Referenzmethode erzielten Ergebnissen die vergleichbaren Genauigkeits- und Zuverlassigkeitswerte, die der
vorgeschlagene Assay bei der Bewertung anhand des Mindestverzeichnisses von Referenzchemikalien ergeben sollte (1).

Leistungsstoffe: Fine Untergruppe der in die Leistungsstandards einbezogenen Referenzstoffe, die von Labors bei stan-
dardisierten Assays zum Nachweis der fachlichen Kompetenz eingesetzt werden kénnen. Auswahlkriterien fiir diese Stoffe
sind u. a., dass sie den Reaktionsbereich abdecken und im Handel erhiltlich sein miissen und dass fiir diese Stoffe
hochwertige Referenzdaten verfiigbar sein miissen.

Me-Too-Priifung: [Im englischen Sprachraum gemeinsprachliche] Bezeichnung einer Priifmethode, die strukturell und
funktionell mit einer validierten und akzeptierten Referenzpriifmethode vergleichbar ist. Gleichbedeutend mit ,vergleich-
bare Priifmethode verwendet.

Ostrogenaktivitit: Die Fihigkeit einer Chemikalie, die Bindung von Ostrogenrezeptoren durch 17p-Estradiol nachzubil-
den. Mit dieser Priifmethode kann die Bindung an den hERa festgestellt werden.

PBTG: Leistungsbezogene Priifrichtlinie.
Priifchemikalie: Stoff oder Gemisch, der/das mit dieser Priifmethode untersucht wird.

RBA: Relative Bindungsaffinitdt. Die RBA eines Stoffs wird als Prozentanteil von log (IC5,) des Stoffs im Vergleich zu log
(IC5q) bei 17p-Estradiol berechnet.

Referenzostrogen: 178-Estradiol (E2, CAS 50-28-2).
Referenzpriifmethode: Die Assays, auf denen die PBTG 493 beruht.

Relevanz: Dieser Begriff bezieht sich auf das Verhiltnis zwischen dem Assay und der betreffenden Wirkung und auf die
Frage, ob er aussagekriftig und niitzlich fiir einen bestimmten Zweck ist. Er beschreibt das Ausmaf, in dem der Assay die
untersuchte biologische Wirkung korrekt misst oder vorhersagt. Die Relevanz schlieft eine Beurteilung der Genauigkeit
(Ubereinstimmung) eines Assays ein (1).

SD: Standardabweichung,

Validierte Priifmethode: Eine Priifmethode, fiir die zwecks Bestimmung ihrer Relevanz (einschlieRlich Genauigkeit) und
Zuverlassigkeit fiir einen bestimmten Zweck Validierungsstudien abgeschlossen wurden. Es wird darauf hingewiesen, dass
eine validierte Priifmethode moglicherweise nicht genau und zuverldssig genug ist, um fiir den vorgeschlagenen Zweck
akzeptiert zu werden (1).

Validierung: Prozess, mit dem die Zuverlissigkeit und die Relevanz eines bestimmten Ansatzes, einer Methode, eines
Assays, eines Prozesses oder einer Bewertung fiir einen bestimmten Zweck festgestellt wird (1).

VK: Variationskoeffizient.

Zuverlissigkeit: Mal der Reproduzierbarkeit einer Priifmethode innerhalb von und zwischen Laboratorien iiber einen
langeren Zeitraum und bei einheitlichem Protokoll. Sie wird durch Berechnung der Intra- und Inter-Labor-Reproduzier-
barkeit bewertet (13).
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Anlage 2

DER FREYBERGER-WILSON-IN-VITRO-OSTROGENREZEPTOR-(ERA-)BINDUNGSASSAY MIT IN VOLLER LANGE REKOMBINANTEM
ERA ZUR ERMITTLUNG VON SATTIGUNGSBINDUNGEN UND KONKURRIERENDEN BINDUNGEN

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN (SIEHE AUCH ALLGEMEINE EINLEITUNG)

1. Bei diesem In-vitro-Ostrogenrezeptor-(ERa)-Bindungsassay zur Ermittlung von Sittigungsbindungen und konkurrie-
renden Bindungen wird der in voller Linge rekombinante humane ERaa(hrERa) verwendet. Dieser Ostrogenrezeptor
wird in mit einem Baculovirus infizierten Insektenzellen erzeugt und aus diesen Zellen isoliert. Das von Freyberger
und Wilson entwickelte Protokoll wurde einer internationalen Validierungsstudie durch mehrere Labors unterzogen
(2). Dabei wurden die Relevanz und die Zuverldssigkeit des Protokolls fiir den vorgesehenen Zweck des Assays
nachgewiesen.

2. Der Assay besteht in einem Priifverfahren zur Ermittlung von Stoffen, die eine Bindung mit dem hrERa iiber die volle
Linge eingehen konnen. Mit dem Assay kann untersucht werden, ob eine Priifchemikalie mit 17f-Estradiol um
Bindungen an den hrERa konkurrieren kann. Als quantitative Ergebnisse konnen mit dem Assay u. a. die Werte fiir
IC5q (als Mafstab fiir die zur Verdrangung der Halfte des [*H]-17B-Estradiols vom hrERa durch eine Priifchemikalie
erforderliche Konzentration) und die relative Affinitat von Prifchemikalien fur Bindungen an den hrERa im Vergleich
zu 17p-Estradiol ermittelt werden. Mit Blick auf die Verwendung zur Priifung von Chemikalien kann ein akzeptables
qualitatives Ergebnis des Assays auch darin bestehen, dass Priifchemikalien nach ihrer Bindung an den hrERa und
nach den genannten Kriterien fiir die Bindungskurven als Binder, Nicht-Binder oder nicht eindeutig eingestuft werden.

3. Da bei diesem Assay ein radioaktiver Ligand verwendet wird, benodtigen die Labors eine Genehmigung fiir die
Verwendung von radioaktivem Material. Bei allen Verfahren unter Verwendung von Radioisotopen und von gefihr-
lichen Chemikalien sind die nach den nationalen Rechtsvorschriften geltenden Bestimmungen und die dort vor-
gesehenen Verfahren einzuhalten.

4. Vor der Verwendung dieses Assays fur rechtliche Zwecke sollten die Abschnitte ,ALLGEMEINE EINLEITUNG" und
,ELEMENTE DES hrER-BINDUNGSASSAYS* gelesen werden. Die in dieser Priifrichtlinie verwendeten Begriffe und
Abkiirzungen werden in Anlage 1 erldutert.

PRINZIPIEN DES ASSAYS (SIEHE AUCH ALLGEMEINE EINLEITUNG)

5. Mit dem hrERa-Bindungsassay wird die Fahigkeit eines radioaktiv markierten Liganden ([*H]-17f-Estradiol) gemessen,
bei zunehmenden Konzentrationen einer Priifchemikalie (z. B. eines Bindungskonkurrenten) eine Bindung mit dem
ER einzugehen. Priifchemikalien mit einer starken ER-Affinitdt konkurrieren mit dem radioaktiv markierten Liganden
bei einer niedrigen Konzentration als Chemikalien mit einer geringeren Affinitit fir diesen Rezeptor.

6. Dieser Assay beinhaltet zwei wesentliche Elemente: einen Versuch zur Ermittlung von Sittigungsbindungen zur
Charakterisierung der Parameter der Wechselwirkung zwischen Rezeptor und Ligand und einen anschliefenden
Versuch zur Ermittlung konkurrierender Bindungen, mit dem die Konkurrenz zwischen einer Priifchemikalie und
einem radioaktiv markierten Liganden im Hinblick auf die Bindung an den ER beschrieben wird.

7. Zur Vorbereitung der Priifung konkurrierender Bindungen soll anhand einer Ermittlung der Sittigungsbindung eine
bestimmte Rezeptorcharge hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitit gepriift und quantitativ bewertet werden. Mit der
Priifung konkurrierender Bindungen werden unter Gleichgewichtsbedingungen die Affinitdt einer bestimmten Kon-
zentration des Ostrogenrezeptors fiir seinen natiirlichen Liganden (ausgedriickt durch die Dissoziationskonstante Ky)
und die Konzentration der aktiven Rezeptor-Bindungsstellen (B,,,,) gemessen.

8. Mit der Priifung konkurrierender Bindungen wird die Affinitit eines Stoffs fiir Bindungen an den ER im Hinblick auf
die Konkurrenz mit [*H]-17B-Estradiol bewertet. Die Affinitit wird anhand der Konzentration der Priifchemikalie
quantifiziert, die unter Gleichgewichtsbedingungen 50 % der spezifischen Bindung von [*H]-17B-Estradiol hemmt
(,Hemmbkonzentration 50 %“ oder ICs). Diese Affinitit kann auch anhand der relativen Bindungsaffinitit (RBA,
bezogen auf ICs, Estradiol, im selben Priiflauf getrennt gemessen) beurteilt werden. Bei der Priffung konkurrierender
Bindungen wird die Bindung von [*H]-17f-Estradiol in einer bestimmten Konzentration an zahlreiche (acht GroRen-
ordnungen) Konzentrationen einer Priifchemikalie gemessen. Die ermittelten Daten werden dann moglichst ent-
sprechend der Hill-Gleichung (Hill, 1910) angepasst, die die Verdringung des Radioliganden durch einen fiir eine
bestimmte Bindungsstelle spezifischen konkurrierenden Binder beschreibt. Anhand des Umfangs der Verdringung des
radioaktiv markierten Estradiols bei Gleichgewichtsbedingungen wird die Priifchemikalie als Binder, Nicht-Binder oder
nicht eindeutig eingestuft.



26.9.2019

Amtsblatt der Européischen Union L 247/319

PRUFVERFAHREN
Nachweis einer akzeptablen Leistungsfihigkeit bei Untersuchungen des hrERa-Proteins

Vor der regelmifligen Durchfithrung der Assays zur Ermittlung von Sittigungsbindungen und konkurrierenden
Bindungen ist jeweils mit einer neuen Charge des hrERa nachzuweisen, dass in dem Labor, in dem der Rezeptor
verwendet wird, korrekte Ergebnisse ermittelt werden. Die Leistungsfahigkeit sollte in zwei Schritten nachgewiesen
werden:

— Durchfithrung des [*H]-17B-Estradiol-Bindungsassays zum Nachweis der Spezifitit und der Sittigung fiir den
hrERa; anhand einer nicht linearen Regressionsanalyse der ermittelten Daten (z. B. BioSoft; McPherson, 1985;
Motulsky, 1995) und des anschlieBenden Scatchard-Diagramms sollten die Bindungsaffinitit des [*H]-17p-Est-
radiols (Ky) fiir den hrERa und die Anzahl der Rezeptoren (B,,,) der einzelnen hrERa-Chargen dokumentiert
werden;

— Durchfithrung eines Assays zur Priifung konkurrierender Bindungen mit Kontrollstoffen (Referenzéstrogen (17-
Estradiol)), einem schwachen Binder (z. B. Norethynodrel oder Norethindron) und einem Nicht-Binder (Octyl-
triethoxysilan, OTES). Jedes Labor sollte eine historische Datenbank zum Nachweis der Konsistenz der IC5,-Werte
und sonstiger relevanter Werte zwischen den einzelnen Versuchen sowie zwischen den einzelnen hrERa-Chargen
bei Versuchen mit dem Referenzostrogen und einem schwachen Binder aufbauen. Die Parameter der Kurven der
konkurrierenden Bindungen bei den Kontrollstoffen sollten innerhalb des 95-%-Konfidenzintervalls liegen (siche
Tabelle 1), das anhand von Daten von an der Validierungsstudie zu diesem Assay beteiligten Labors festgelegt
wurde (2).

Tabelle 1

Leistungskriterien fiir das Referenzostrogen und den schwachen Binder, FW-hrER-Bindungsassay

Stoff Parameter Mittelwert (7 | Standardabweichung 5 Konfdenzinervalle €
() Untere Grenze | Obere Grenze
17p-Estradiol Hochstwert (%) 100,44 10,84 (67) 97,8 103,1
Mindestwert (%) 0,29 1,25 (67) 0,01 0,60
Hillslope -1,06 0,20 (67) 1,11 1,02
Log IC5, (M) 8,92 (%) 0,18 (67) 8,97 -8,88
Norethynodrel Hochstwert (%) 99,42 8,90 (68) 97,27 101,60
Mindestwert (%) 2,02 3,42 (68) 1,19 2,84
Hillslope 1,01 0,38 (68) 1,10 -0,92
ICso (M) -6,39 0,27 (68) -6,46 -6,33
Norethindron (b) Hochstwert (%) 96,14 8,44 (27) 92,80 99,48
Mindestwert (%) 2,38 5,02 (27) 0,40 4,37
Hillslope -1,41 0,32 (27) -1,53 -1,28
Log IC5o(M) 5,73 0,27 (27) -5,84 -5,62

() Der Mittelwert (n) + Standardabweichung (SD) wurde anhand der Parameterschitzungen fiir die Kurvenanpassung (Hill-
Gleichung mit 4 Parametern) fur Priifldufe in vier Labors im Rahmen der Validierungsstudie berechnet (siche (2), Anlage N).

(°) Die 95-%-Konfidenzintervalle dienen zur Orientierung fiir die Akzeptanzkriterien.

() In der Validierung war die Priifung von Norethindron optional fiir Unteraufgabe 4 vorgesehen (siehe (2), siehe Unteraufgabe
4). Die Mittelwerte + SD (n) wurden also anhand der Schitzungen fiir die Kurvenanpassung (Hill-Gleichung mit 4 Parametern)
fur in zwei Labors durchgefithrte Kontrollpriifungen berechnet.

Der Bereich fiir ICs héngt von der Ky der Rezeptorzubereitung und von der Konzentration des radioaktiv markierten Liganden in den
einzelnen Labors ab. Eine geeignete Anpassung des Bereichs fiir ICs, je nach den Bedingungen bei der Durchfilhrung des Assays ist
akzeptabel.
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Nachweis der Eignung des Labors

10. Siehe Nummern 17 und 18 sowie Tabelle 2 im Abschnitt ,ELEMENTE DES hrER-BINDUNGSASSAYS* fiir diese
Priifmethode. Die Assays (zur Ermittlung von Sittigungsbindungen und konkurrierenden Bindungen) sollten jeweils
drei unabhingige Priifldufe (d. h. mit frischen Rezeptor-, Chemikalien- und Reagenzienverdiinnungen) an unterschied-
lichen Tagen jeweils mit drei Wiederholungen umfassen.

Ermittlung der Rezeptorkonzentration (hrERa)

11. Die Konzentration des aktiven Rezeptors ist je nach Charge und Lagerungsbedingungen leicht unterschiedlich. Daher
sollte die Konzentration des vom Hersteller gelieferten aktiven Rezeptors bestimmt werden. Daraus ergibt sich die
geeignete Konzentration des aktiven Rezeptors beim Priiflauf.

12. Unter den Bedingungen bei der konkurrierenden Bindung (d. h. 1 nM [*H]-Estradiol) werden Nennkonzentrationen
von 0,25, 0,5, 0,75 und 1 nM Rezeptor einmal ohne (Gesamtbindung) und einmal mit (nicht spezifische Bindung) 1
pM nicht markiertem Estradiol inkubiert. Die spezifische Bindung wird berechnet als Differenz zwischen der Gesamt-
bindung und der nicht spezifischen Bindung bezogen auf die Rezeptor-Nennkonzentration in einem Diagramm
dargestellt. Die Rezeptorkonzentration, bei der sich spezifische Bindungswerte entsprechend einem Anteil von
20 % des zugesetzten radioaktiven Liganden ergeben, wird auf die entsprechende Rezeptor-Nennkonzentration
bezogen; diese Rezeptorkonzentration ist bei den Versuchen zur Ermittlung von Sittigungsbindungen und konkur-
rierenden Bindungen zu verwenden. Diese Anforderung wird hiufig mit einer endgiiltigen hrER-Konzentration von
0,5 nM erfiillt.

13. Wenn das 20-%-Kriterium mehrfach nicht erfillt werden kann, sollte der Versuchsaufbau auf mogliche Fehlerquellen
gepriift werden. Dass das 20-%-Kriterium nicht erfiillt werden kann, deutet moglicherweise auch darauf hin, dass die
rekombinante Charge den aktiven Rezeptor nur in einem sehr geringen Anteil enthdlt. In diesem Fall sollte die
Verwendung einer anderen Rezeptor-Charge in Betracht gezogen werden.

Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung

14. Acht zunehmende [*H]-17p-Estradiol-Konzentrationen sollten jeweils dreifach unter den drei folgenden Bedingungen
gepriift werden (siche Tabelle 2):

— ohne nicht markiertes 17f-Estradiol und mit dem ER, um anhand einer Messung der Radioaktivitit der Wells, die
ausschlieRlich [*H]-17p-Estradiol enthalten, die Gesamtbindung zu ermitteln;

— bei einer 1 000-mal hoheren Konzentration des nicht markierten 17f-Estradiols im Vergleich zum markierten
17p-Estradiol und zu Priifungen mit dem ER; dadurch sollen die aktiven Bindungsstellen mit nicht markiertem
17p-Estradiol gesittigt werden, um anhand einer Messung der Radioaktivitit in den Wells die nicht spezifische
Bindung zu bestimmen. Verbleibendes warmes Estradiol, das Bindungen mit dem Rezeptor eingehen kann, wird
als Bindung an eine nicht spezifischen Bindungsstelle betrachtet, da das kalte Estradiol in einer derart hohen
Konzentration vorliegen sollte, dass es an allen verfiigbaren spezifischen Bindungsstellen des Rezeptors gebunden
ist;

— ohne nicht markiertes 17f-Estradiol und ohne den ER (Ermittlung der Gesamt-Radioaktivitit).

Zubereitung der Losungen mit [*H]-17B-Estradiol und mit nicht markiertem 17B-Estradiol

15. Unter Zugabe eines Assay-Puffers zu einer 12-nM-Vorratslosung [*H]-17p-Estradiol wird [*H]-17p-Estradiol auf
Konzentrationen von anfinglich 0,12 nM bis 12 nM verdiinnt. Durch Zugabe von 40 pl dieser Losungen in die
jeweiligen Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte (mit einem Endvolumen von 160 pl) werden die endgiltigen Assay-
Konzentrationen von 0,03-3,0 nM hergestellt. Die Zubereitung des Assay-Puffers, der [*H]-17p-Estradiol-Vorrats-
losung und der Verdiinnungen sowie die Bestimmung der Konzentrationen werden im FW-Protokoll eingehend
beschrieben (2).

16. Die Ethanol-17f-Estradiol-Losungen sind unter Zugabe des Assay-Puffers so zu verdiinnen, dass sich acht zuneh-
mende Ausgangskonzentrationen von 0,06-6 uM ergeben. Durch Zugabe von 80 pl dieser Losungen in die jeweiligen
Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte (mit einem Endvolumen von 160 pl) werden die endgiiltigen Assay-Konzen-
trationen von 0,03-3,0 uM hergestellt. Die Endkonzentrationen des nicht markierten 17f-Estradiols in den einzelnen
Assays zur Ermittlung der nicht spezifischen Bindung sollten das 1 000-Fache der markierten [*H]-17p-Estradiol-
Konzentration betragen. Die Zubereitung der nicht markierten 17f-Estradiol-Losungen wird eingehend im FW-Pro-
tokoll beschrieben (2).
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17. Fir die Versuche ist die Nennkonzentration des Rezeptors zu verwenden, bei der sich eine spezifische Bindung von

18.

19.

20.

21.

22.

20 = 5% ergibt (Nummern 12 und 13). Die hrERa-Losung ist unmittelbar vor Gebrauch zuzubereiten.

Die 96-Well-Mikrotiterplatten werden mit 3 Wiederholungen pro Konzentration vorbereitet, wie in Tabelle 2 dar-
gestellt. Anlage 2.2 enthilt ein Beispiel fiir die Anordnung der Konzentrationen und der Volumina von [*H]-17-
Estradiol, nicht markiertem 17f-Estradiol, des Puffers und des Rezeptors.

Tabelle 2
Anordnung auf der Mikrotiterplatte beim Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 003 oM [*H] E2[006 oM [*H] E2|0,08 nM [’H] E2|0,10 nM [’H] E2 | Ge-
+ ER + ER + ER + ER samt-
B |030 nM [*H] E2|/060 nM [*H] E2|1,0 nM [*H] E2[30 nM [*H] E2 gm'
+ ER + ER + ER + ER ung
(Lo-
sungs-
mittel)
C
003 nM [’H] E2|006 nM [*H] E2|0,08 nM [*H] E2|®10 oM DBH  E2} Njcht
+ ER + 0,03 pM E2 |+ ER + 0,06 pM E2 | + ER + 0,08 puM E2 | * ER* 010 M E2 spezi-
E |030 oM [’H E2|060 nM [H E2 B 30 oM pH] E2 | fische
10, oMo cbHL B2 Bin-
+ ER + 0,30 pM E2 | + ER + 0,60 uM E2 | , z" PORME + ER + 3,0 uM E2 dung
F
G
H

[H] E2: [’H]-17p-Estradiol
ER: = Ostrogenrezeptor.
E2: nicht markiertes 17f-Estradiol

Die fiir den Assay verwendeten Mikrotiterplatten werden 16-20 Stunden bei 2-8 °C auf einem Karussell inkubiert.

Messung des an den hrERa gebundenen [*H]-17B-Estradiols

Das an den hrERa gebundene [*H]-17B-Estradiol ist von dem nicht gebundenen [*H]-17f-Estradiol zu trennen. Dazu
werden in jedes Well 80 pl kalte DCC-Suspension gegeben; anschlieBend werden die Mikrotiterplatten 10 Minuten
geschiittelt und danach 10 Minuten mit etwa 2 500 rpm zentrifugiert. Um bei diesem Prozess eine Dissoziation des
gebundenen [*H]-17f-Estradiols vom hrERa zu minimieren, ist von entscheidender Bedeutung, dass bei den Puffer-
und den Assay-Wells eine Temperatur von 2-8 °C aufrechterhalten wird und dass alle Schritte rasch durchgefithrt
werden. Fir eine effiziente und rasche Behandlung der Platten wird eine Schiittelvorrichtung fiir Mikrotiterplatten
benotigt.

50 pl des Uberstands des an den hrERa gebundenen [*H]-17f-Estradiols sind anschlieRend mit duRerster Sorgfalt zu
entnehmen, damit Verunreinigungen der Wells durch Berithrung mit der DCC-Losung verhindert werden. Der Uber-
stand wird auf eine zweite Mikrotiterplatte gegeben.

Danach werden in jedes Well (A1-B12 und D1-E12) 200 pl einer Szintillationsfliissigkeit gegeben, die die kinetische
Energie radioaktiver Emissionen in Lichtenergie umwandeln kann. Die Wells G1-H12 (= DPM gesamt) enthalten
serielle Verdiinnungen des [*H]-17B-Estradiols (40 pl), die unmittelbar in die Szintillationsfliissigkeit in den Wells der
Messplatte zu geben sind, wie in Tabelle 3 angegeben (d. h. die Wells enthalten jeweils nur 200 pl Szintillations-
fliissigkeit und [*H]-17B-Estradiol in der jeweiligen Verdiinnung). Anhand der Zerfallsereignisse pro Minute (DPM)
wird so nachgewiesen, wie viel [*H]-17B-Estradiol jeweils in die Wells zur Ermittlung der Gesamtbindung und der
nicht spezifischen Bindung gegeben wurde.
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23.

24,

25.

26.
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Tabelle 3
Anordnung auf der Mikrotiterplatte beim Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung, Messung der
Radioaktivitit
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |003 nM [’H] E2|006 nM [’H] E2[0,08 nM [*H] E2|0,10 nM [*H] E2| Ge-
+ ER + ER + ER + ER samt-
B [030 nM [°H] E2[0,60 nM [’H] E2|1,0 nM [H E2{30 nM [*H E2 Sm‘
+ ER + ER + ER + ER ung
(Lo-
sungs-
mittel)
C
D |003 nM [*H] E2|006 nM [H] E2|008 nM [*H] E2|®10 =M  DBH B2 Njcht
+ ER + 0,03 pM E2 | + ER + 0,06 yM E2 | + ER + 0,08 pM E2 | * * ER* 0.10 pME2 spezi-
E 030 nM [H E2|060 oM [PH E2|yo i My g|30 oM [H E2 g,“he
+ ER + 0,30 pM E2 | + ER + 0,60 uM E2 | , g~ PURME + ER + + 3,0 uM E2 d:El-g
F
G 0,03 nM [ 3H] E2 (DPM 0,06 nM [ SH] E2 0,08 nM [ BH] E2 0,10 nM [ 3H] E2 DPM
gesamt) ge-
H |0,30 nM [’H] E2 0,60 nM [*H] E2 1,0 nM [’H] E2 3,0 nM [’H] E2 i;*mt ¢

[*H] E2: [*H]-17p-Estradiol

ER: Ostrogenrezeptor.

E2: nicht markiertes 17f-Estradiol

DPM: Zerfallsereignisse pro Minute

(*) Die warmen seriellen Verdiinnungen des markierten [*H]-Estradiols werden unmittelbar in die 200 ul Szintil-
lationsfliissigkeit in den Wells G1-H12 gegeben.

Die Messungen werden mit einer Verzogerung von mindestens zwei Stunden durchgefiihrt; die Zahlung sollte 40 Minuten
pro Well andauern. Zur Bestimmung der DPM-Werte pro Well ist ein Mikrotiterplatten-Szintillationszahler mit Quer-
empfindlichkeitskorrektur zu verwenden. Wenn kein Szintillationszahler fur Mikrotiterplatten verfligbar ist, konnen die
Proben auch mit einem sonstigen Zahler gemessen werden. In diesem Fall kann die Dauer der Zihlung reduziert werden.

Assay zur Ermittlung konkurrierender Bindungen

Mit dem Assay zur Ermittlung konkurrierender Bindungen wird die Bindung von [*H]-17pB- Estradiol einer einzelnen
Konzentration bei zunehmenden Konzentrationen einer Priifchemikalie gemessen. Bei jedem Priiflauf sind fiir jede
Konzentration drei gleichzeitige Replikate zu verwenden. Auflerdem werden fiir jede zu priifende Chemikalie drei nicht
gleichzeitige Priifliufe durchgefithrt. Der Assay ist auf zwei oder mehr 96-Well-Mikrotiterplatten durchzufiihren.

Kontrollen

Bei der Durchfithrung des Assays sind die Losungsmittelkontrolle und die sonstigen Kontrollen (d. h. die Kontrollen mit
dem Referenzostrogen, dem schwachen Binder und dem Nicht-Binder) gleichzeitig zu priifen. Bei jedem Priiflauf sollten
auf jeweils einer Platte vollstindige Konzentrationskurven des Referenzostrogens und der Kontrollen (d. h. schwache
Binder und Nicht-Binder) verwendet werden. Alle anderen Platten sollten Folgendes enthalten: (i) eine hohe Konzen-
tration (maximale Verdringung) und eine mittlere Konzentration (etwa ICs,) sowohl von E2 als auch des schwachen
Binders jeweils dreifach, (ii) eine Losungsmittelkontrolle und einen nicht spezifischen Binder, ebenfalls jeweils mindes-
tens dreifach. Die Verfahren fur die Zubereitung des Assay-Puffers, der Kontrollen, des [BH]—17[3—Estradiols, des hrERa
und der Priifchemikalienlosungen werden in (2) (Anlage K, siehe Protokoll zum FW-Assay) beschrieben.

Losungsmittelkontrolle

Die Losungsmittelkontrolle bestitigt, dass das Losungsmittel nicht mit dem Priifsystem reagiert und die Gesamt-
bindung (TB) misst. Bevorzugtes Losungsmittel ist Ethanol. Wenn die hochste Konzentration der Priifchemikalie in
Ethanol nicht 16slich ist, kann alternativ DMSO verwendet werden. Die Ethanol- bzw. ggf. die DMSO-Konzentration
in den endgiiltigen Assay-Wells sollte bei 1,5 % liegen und darf hochstens 2 % betragen.
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Pufferkontrolle

27. Die Pufferkontrolle (PK) darf weder Losungsmittel noch die Priifchemikalie, jedoch alle sonstigen im Assay ver-
wendeten Elemente enthalten. Die Ergebnisse der Pufferkontrolle werden mit der Losungsmittelkontrolle verglichen,
um sicherzustellen, dass das verwendete Losungsmittel das Assay-System nicht beeintrichtigt.

Starker Binder (Referenzistrogen)

28. 17f-Estradiol (CAS 50-28-2) bindet sich als endogener Ligand mit hoher Affinitit an den ER Untertyp alpha. Fiir
jeden hrERa-Assay zur Ermittlung konkurrierender Bindungen wird eine Standardkurve mit nicht markiertem 17p-
Estradiol erstellt, damit die Variabilitit bei Durchfithrung des Assays in einem Labor im Zeitverlauf beurteilt werden
kann. Aus nicht markiertem 17p-Estradiol werden acht Losungen in Ethanol hergestellt. Das Spektrum der Konzen-
trationen in den Assay-Wells reicht von 100 nM — 10 pM (-7[log M] bis -11[log M]) mit den folgenden Einzel-
konzentrationen: (-7[log M], -8[log M], -8,5[log M], -9[log M], -9,5[log M], -10[log M], -11[log M]). Die hochste
Konzentration des nicht markierten 17-Estradiols (1 pM) dient auch als nicht spezifischer Bindungsindikator. In
Tabelle 4 wird diese Konzentration als ,NSB“ bezeichnet, obwohl sie Teil der Standardkurve ist.

Schwacher Binder

29. Um die Empfindlichkeit der einzelnen Versuche nachzuweisen und um die Variabilitit bei der Durchfithrung des
Assays im Laufe der Zeit beurteilen zu konnen, sollte ein schwacher Binder (Norethynodrel (CAS68-23-5) oder
Norethindron (CAS 68-22-4)) einbezogen werden. Aus dem schwachen Binder werden acht Losungen in Ethanol
hergestellt. Das Spektrum der Konzentrationen in den Assay-Wells reicht von 3 nM — 30 pM (-8,5[log M] bis
-4,5[log M]) mit den folgenden Einzelkonzentrationen: -4,5[log M], -5[log M], -5,5[log M], -6[log M], -6,5[log M],
-7[log M],-7,5[log M], -8,5[log M].

Nicht-Binder

30. Als Negativkontrolle (Nicht-Binder) wird Octyltriethoxysilan (OTES, CAS 2 943-75-1) verwendet. Die Negativkon-
trolle gewdhrleistet, dass mit dem Assay unter den gegebenen Bedingungen erkannt wird, wenn Priifchemikalien sich
nicht an den hrERa binden. Aus dem Nicht-Binder werden acht Losungen in Ethanol hergestellt. Das Spektrum der
Konzentrationen in den Assay-Wells reicht von 0,1 nM — 1 000 pM (-10[log M] bis -3[log M]) in logarithmischen
Schritten. Als Nicht-Binder kann zur Kontrolle alternativ auch Di-n-butylphtalat (DBP) verwendet werden. Die
maximale Loslichkeit wurde fiir -4[log M] ermittelt.

hrERa-Konzentration

31. Fur die Versuche ist die Menge des Rezeptors zu verwenden, bei der sich eine spezifische Bindung von 20 + 5%
bezogen auf 1 nM des Radioliganden ergibt (Nummern 12 und 13 in Anlage 2). Die hrERa-Losung ist unmittelbar
vor Gebrauch zuzubereiten.

[H]-17B-Estradiol
32. In den Assay-Wells ist [*H]-17B-Estradiol in einer Konzentration von 1,0 nM zu verwenden.
Priifchemikalien

33. Zundchst muss anhand einer Loslichkeitspriifung die Loslichkeitsgrenze der einzelnen Priifchemikalien ermittelt und
ein geeigneter Konzentrationsbereich fiir die Durchfithrung des Priifprotokolls bestimmt werden. Die Loslichkeits-
grenze der einzelnen Priifchemikalien wird zunichst im Losungsmittel bestimmt und anschlieend unter den Bedin-
gungen des Assays bestdtigt. Mit dem Assay sind Endkonzentrationen hochstens bis zu 1 mM zu priffen. Der
Vorversuch zur Dosisfindung wird mit einer Losungsmittelkontrolle und 8 logarithmischen seriellen Verdiinnungen
beginnend mit der maximal akzeptierbaren Konzentration (z. B. 1 mM oder weniger, je nach Loslichkeitsgrenze)
durchgefuhrt; dabei ist das Auftreten einer Tritbung oder eines Niederschlags zu protokollieren (Nummer 35). Die
Priifchemikalie wird anhand der Kurven fiir 8 im Vorversuch ermittelte logarithmische Konzentrationskurven unter-
sucht. Die Konzentrationen im zweiten und im dritten Versuch sind ggf. so anzupassen, dass die Konzentrations-
Reaktionskurve besser charakterisiert wird.

34. Verdiinnungen der Priifchemikalien werden mit dem jeweils geeigneten Losungsmittel hergestellt (Nummer 26 in
Anlage 2). Wenn die hochste Konzentration der Priifchemikalie weder in Ethanol noch in DMSO léslich ist und die
Zugabe von weiterem Losungsmittel dazu fithren wiirde, dass die Losungsmittelkonzentration im letzten Réhrchen
die Akzeptanzgrenze uberschreiten wiirde, kann die nichstgeringere Konzentration als hochste Konzentration an-
genommen werden. In diesem Fall kann am unteren Ende der Konzentrationsreihe eine weitere Konzentration
eingefiigt werden. Die iibrigen Konzentrationen der Reihe bleiben unverindert.
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35. Die Losungen mit der Priifchemikalie werden beim Einbringen in die Assay-Wells sorgfiltig beobachtet, da die

36.

37.

Priifchemikalien nach dem Einbringen in die Assay-Wells einen Niederschlag bilden konnen. Die Daten aller Wells
mit einem Niederschlag werden bei der Kurvenanpassung nicht beriicksichtigt. Der Grund fiir den Ausschluss der
betreffenden Wells ist zu vermerken.

Wenn bereits Informationen aus anderen Quellen mit einem log (ICs) fiir eine Priifchemikalie verfiigbar sind,
konnen geometrische Verdiinnungsstufen (in 0,5-log-Einheiten um den erwarteten log (IC5q) angemessen sein. Am
Ende sollte ein ausreichender Abstand der Konzentrationen auf beiden Seiten von log (ICs,) einschlielich der
hochsten und der niedrigsten Konzentration erreicht sein, damit die Bindungskurve angemessen beschrieben werden
kann.

Vorbereitung der Assay-Platte

Mit Etiketten versehene Mikrotiterplatten werden fiir sechs Inkubationen mit Codes fiir die Losungsmittelkontrolle,
die hochste Konzentration des Referenzostrogens (die auch als Indikator fiir die nicht spezifische Bindung (NSB)
dient) und die Pufferkontrolle vorbereitet; aulerdem werden fur drei Inkubationen Etiketten mit Codes fiir jede
einzelne der acht Konzentrationen der Nicht-Binder-Kontrolle (Octyltriethyxysilan) und fiir die 7 geringeren Kon-
zentrationen des Referenzostrogens, die 8 Konzentrationen des schwachen Binders und die 8 Konzentrationen der
einzelnen Priifchemikalien (TC) vorbereitet. Ein Beispiel fiir die Gestaltung des Plattendiagramms fiir die vollstindigen
Konzentrationskurven des Referenzostrogens und der Kontrolle ist Tabelle 4 zu entnehmen. Fir die Priffchemikalien
werden weitere Mikrotiterplatten verwendet; diese Platten sollten Plattenkontrollen, d. h. 1) eine hohe (maximale
Verdriangung) und eine mittlere Konzentration (etwa die IC5y-Konzentration) von E2 sowie des schwachen Binders
(dreifach) und 2) eine Losungsmittelkontrolle und eine nicht spezifische Bindung (jeweils sechsfach) umfassen (Tabelle
5). Ein Beispiel fiir die Anordnung auf einer Mikrotiterplatte fiir einen Assay zur Untersuchung konkurrierender
Bindungen mit drei unbekannten Priifchemikalien ist Anlage 2.3 zu entnehmen. Die in den Tabellen 4 und 5
genannten Konzentrationen sind die Endkonzentrationen des Assays. Die maximale E2-Konzentration betrdgt
1x10”7 M. Fiir den schwachen Binder ist die hochste Konzentration zu verwenden, auch fiir den schwachen Binder
auf Platte 1 verwendet wurde. Die IC;)-Konzentration wird vom Labor anhand der Datenbank mit historischen
Kontrollen des Labors bestimmt. Dieser Wert sollte sich in etwa mit dem in der Validierungsstudie ermittelten Wert
decken (siehe Tabelle 1).

Tabelle 4

Anordnung der Mikrotiterplatte fiir einen Assay zur Untersuchung konkurrierender Bindungen,
vollstindige Konzentrationskurven fiir das Referenzostrogen und die Kontrollen (Platte 1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A TB (nur Losungsmittel) | TB (nur Losungsmittel) | NSB NSB
B E2 (1x107) E2 (1x107%) E2 (1x107%7) E2 (1x107)
C E2 (1x107%) E2 (1x10719) E2 (1x1071Y) Blindkontrolle ()
D | NE (1x10%°) NE (1x107) NE (1x107>) NE (1x1079)
E NE (1x10°%) NE (1x107) NE (1x107%) NE (1x10°%)
F OTES (1x107) OTES (1x107% OTES (1x107) OTES (1x107)
G OTES (1x107) OTES (1x107%) OTES (1x107) OTES (1x10719)
H Blindkontrolle (fir | Blindkontrolle (fir | Pufferkontrolle Pufferkontrolle
warme Wells) (**) warme Wells) (**)

Bei diesem Beispiel wird Norethinodrel (NE) als schwacher Binder verwendet.
(*) Leer, Well nicht verwendet.
(**) Blindkontrolle bei der Inkubation nicht verwendet; Verwendung aber zur Bestitigung der insgesamt zugesetzten Radio-

aktivitat.
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Tabelle 5

Anordnung der Mikrotiterplatte fiir einen Assay zur Untersuchung konkurrierender Bindungen,
vollstindige Konzentrationskurven fiir die Priifchemikalien und die Plattenkontrollen.

1 2 3 4 5 6 7 8 10 11 12

A TB (nur Losungsmittel) | TB (nur Losungsmittel) | NSB NSB

B TC1 (1x107) TC1 (1x107% TC1 (1x107) TC1 (1x1079)

C | TCI (1x107) TC1 (1x107%) TC1 (1x107%) TC1 (1x10719)

D | TC2 (1x107) TC2 (1x107% TC2 (1x107) TC2 (1x1079)

E TC2 (1x107) TC2 (1x107%) TC2 (1x107%) TC2 (1x10719)

F TC3 (1x107) TC3 (1x107% TC3 (1x107) TC3 (1x1079)

G | TC3 (1x107) TC3 (1x107%) TC3 (1x107) TC3 (1x10719)

H | NE (ICs) NE (1x10°%°) E2 (ICs) E2 (1x107)

Bei diesem Beispiel wird Norethinodrel (NE) als schwacher Binder verwendet.

Abschluss des Assays zur Ermittlung konkurrierender Bindungen

38. Wie in Tabelle 6 dargestellt, werden 80 pl der Losungsmittelkontrolle, der Pufferkontrolle, des Referenzdstrogens, des
schwachen Binders, des Nicht-Binders und der im Assay-Puffer zubereiteten Priifchemikalien in die Wells gegeben.
AnschlieBend werden in jeden Well 40 ul einer Losung mit 4 nM [*H]-17pB-Estradiol gegeben. Nach sanftem Drehen
tiber einen Zeitraum von 10-15 Minuten bei Temperaturen zwischen 2 und 8 °C werden 40 pl der hrERa-Losung
hinzugegeben. Die fir den Assay verwendeten Mikrotiterplatten werden 16-20 Stunden bei 2-8 °C auf einem
Karussell inkubiert.

Tabelle 6
Volumina der Elemente des hrER-Assays zur Ermittlung konkurrierender Bindungen auf den
Mikrotiterplatten
Volumen (ul) Element

80 Nicht markiertes 17p-Estradiol, Norethynodrel, OTES, Priifchemikalien, Losungsmittel oder Puffer
40 4 nM [*H]-17p-Estradiol-Losung

40 hrERa-Losung, Konzentration wie ermittelt

160 Gesamtvolumen in den einzelnen Assay-Wells

39. Nach der Trennung des an den hrERa gebundenen [*H]-17p-Estradiols von dem freien [*H]-17B-Estradiol durch
Zugabe von 80 pl kalter DCC-Suspension zu jedem einzelnen Well (wie in den Nummern 20-23 fiir den Assay zur
Ermittlung der Sittigungsbindung beschrieben) wird die Bindung von [*H]-17f-Estradiol an den hrERa quantifiziert.

40. Die Wells H1-6 (in Tabelle 4 als Blindkontrollen (fiir warme Wells) gekennzeichnet) geben Aufschluss iiber die
Zerfallsereignisse pro Minute (DPM) des markierten [*H]-Estradiols in einer Aliquote von 40 pl. Die Aliquote von 40

pl wird unmittelbar in die Szintillationsfliissigkeit in den Wells H1-H6 gegeben.
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Akzeptanzkriterien
Assay zur Ermittlung der Sdttigungsbindung

41. Die spezifische Bindungskurve sollte mit zunehmenden Konzentrationen des [*H]-17p-Estradiols (soweit verwendet)
ein Plateau erreichen. Dieses Plateau zeigt, dass der hrERa mit dem Liganden gesittigt wurde.

42. Die spezifische Bindung bei 1 nM [*H]-17p-Estradiol sollte im akzeptablen Bereich von 15-25 % des Durchschnitts
der insgesamt gemessenen Radioaktivitit liegen, um die sich die Radioaktivitit in allen Priifliufen erhoht hat.
Gelegentliche geringfiigige Uber- oder Unterschreitungen dieses Bereichs sind akzeptabel. Wenn Priifliufe aber durch-
gingig auflerhalb dieses Bereichs liegen bzw. ein bestimmter Priiflauf erheblich auferhalb dieses Bereichs liegt, sollte
die Proteinkonzentration angepasst und der Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung wiederholt werden.

43. Aus den Daten sollte sich ein lineares Scatchard-Diagramm ergeben.

44. Die nicht spezifische Bindung sollte nicht iiberhoht sein. In der Regel sollte der Wert der nicht spezifischen Bindung
weniger als 35 % der Gesamtbindung betragen. Diese Grenze kann jedoch in Einzelfillen iiberschritten werden, wenn
bei der niedrigsten Konzentration des gepriiften 17p-Estradiols sehr wenige Zerfallsereignisse pro Minute gemessen
werden.

Assay zur Ermittlung konkurrierender Bindungen

45. Zunehmende Konzentrationen nicht markierten 17f-Estradiols sollten [*H]-17p-Estradiol aus dem Rezeptor verdrin-
gen; die Verdringung sollte im Einklang mit einer konkurrierenden Bindung an einer einzigen Bindungsstelle stehen.

46. Der 1C5-Wert des Referenzéstrogens (17B-Estradiol) sollte in etwa mit der molaren Konzentration von [*H]-17p-
Estradiol zuziiglich der im Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung berechneten Dissoziationskonstante (Kg)
tibereinstimmen.

47. Die spezifische Gesamtbindung sollte einheitlich im akzeptablen Bereich von 20 + 5 % liegen, wenn die gemessene
durchschnittliche Konzentration, um die sich die Radioaktivitit in jedem einzelnen Well erhoht hat, im Verlauf der
Priifldufe bei 1 nM lag. Gelegentliche geringfiigige Uber- oder Unterschreitungen dieses Bereichs sind akzeptabel.
Wenn Priifldufe aber durchgingig auflerhalb dieses Bereichs liegen bzw. ein bestimmter Priiflauf erheblich auferhalb
dieses Bereichs liegt, sollte die Proteinkonzentration angepasst werden.

48. Das Losungsmittel darf keinen Einfluss auf die Empfindlichkeit oder die Reproduzierbarkeit des Assays haben. Die
Ergebnisse der Losungsmittelkontrolle werden mit der Pufferkontrolle verglichen, um sicherzustellen, dass das ver-
wendete Losungsmittel das Assay-System nicht beeintrichtigt. Die Ergebnisse fiir die Gesamtbindung (TB) und die
Pufferkontrolle sollten vergleichbar sein, wenn das Losungsmittel den Assay nicht beeinflusst.

49. Bei Priifungen mit bis zu 10> M (OTES) bzw. 10* M (DBP) darf der Nicht-Binder nicht mehr als 25 % des [*H]-17p-
Estradiols vom hrERa verdringen.

50. Aufgrund von Daten der Studie zur Validierung des FW-Bindungsassays mit hrER wurden Leistungskriterien fur das
Referenzostrogen und zwei schwache Binder (z. B. Norethynodrel und Norethindron) entwickelt (Anhang N in (2)).
Fiir den Mittelwert (n) +/- SD aller Kontrolldurchldufe in den an der Validierungsstudie beteiligten Labors werden 95-
%-Konfidenzintervalle angegeben. 95-%-Konfidenzintervalle wurden fiir die Parameter zur Kurvenanpassung (Hochst-
wert, Mindestwert, Hillslope und log ICs) fiir das Referenzostrogen und fiir schwache Binder sowie fur log;, RBA
der schwachen Binder bezogen auf das Referenzostrogen berechnet. Die Konfidenzintervalle werden als Leistungs-
kriterien fiir die Positivkontrollen angegeben. Tabelle 1 enthilt die erwarteten Spannen der Kurvenanpassungspara-
meter, die als Leistungskriterien verwendet werden konnen. In der Praxis kann die ICsy-Spanne je nach Ky der
Rezeptorzubereitung und der Ligandenkonzentration leicht variieren.
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51. In Anbetracht der grofen Anzahl potenzieller Priifchemikalien und der Unterschiede hinsichtlich der potenziellen
Affinititen und Ergebnisse (vollstindige Kurve, Teilkurve, keine Kurvenanpassung usw.) wurden keine Leistungs-
kriterien fiir die Kurvenanpassungsparameter der Priifchemikalien entwickelt. Die Ergebnisse der einzelnen Priiflaufe
sowie die Ergebnisse fiir die einzelnen Priifchemikalien sind jedoch einer fachlich qualifizierten Beurteilung zu
unterzichen. Um den Hochstwert der Kurve der konkurrierenden Bindungen (z. B. eine Bindungsquote von 90-
100 %) eindeutig zu ermitteln, sollte ein ausreichendes Spektrum an Konzentrationen der Priifchemikalie beriick-
sichtigt werden. Die Variabilitit zwischen Wiederholungen bei den einzelnen Konzentrationen der Priifchemikalie
sowie zwischen den drei nicht gleichzeitigen Priifliufen sollte angemessen und wissenschaftlich vertretbar sein. Die
Kontrollen der einzelnen Priifldufe einer Priifchemikalie sollten sich im Bereich der Messungen der fiir diesen FW-
Assay angegebenen Leistungen bewegen und mit historischen Kontrolldaten der jeweiligen Labors iibereinstimmen.

ANALYSE DER DATEN
Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung

52. Gemessen werden sowohl die Gesamtbindung als auch die nicht spezifische Bindung. Aufgrund dieser Werte wird die
spezifische Bindung bei zunehmenden Konzentrationen von [*H]-17B-Estradiol unter Gleichgewichtsbedingungen
ermittelt, indem die nicht spezifische Bindung von der Gesamtbindung abgezogen wird. In der grafischen Darstellung
der spezifischen Bindung im Vergleich zur Konzentration von [*H]-17f-Estradiol sollte sich bei der maximalen
spezifischen Konzentration ein Plateau als Bestitigung fiir die erfolgte Sittigung des hrERa mit [*H]-17f-Estradiol
ergeben. AuRerdem sollte in der Analyse der Daten die Bindung des [*H]-17f-Estradiols an eine einzelne Bindungs-
stelle mit hoher Affinitdt dokumentiert werden. Die nicht spezifische Bindung, die Gesamtbindung und die spezi-
fische Bindung sind auf einer Sittigungskurve darzustellen. Dariiber hinaus sollte eine nicht lineare Regressions-
analyse (z. B. mit BioSoft; McPherson, 1985; Motulsky, 1995) vorgenommen werden. Die ermittelten Daten sind in
einem endgiiltigen Scatchard-Diagramm darzustellen.

53. Bei der Analyse sind B,,,, und Ky ausschlieflich anhand der Daten zur Gesamtbindung zu ermitteln. Dabei ist von
einem linearen Verlauf der nicht spezifischen Bindung auszugehen. Eine anderweitige Vorgehensweise ist zu begriin-
den. Ferner sollte eine robuste Regression zur Ermittlung der Best-Fit-Werte vorgenommen werden, sofern nicht eine
Begriindung fiir ein anderweitiges Vorgehen angegeben wird. Die gewidhlte Methode fiir die Durchfithrung der
robusten Regression ist anzugeben. Bei der Ermittlung von B, und Ky aufgrund von Daten zur Sittigungsbindung
ist immer eine Korrektur aufgrund des Ligandenabbaus vorzunehmen (z. B. nach der Methode von Swillens 1995).

Assay zur Ermittlung konkurrierender Bindungen

54. Die Kurve zur Darstellung konkurrierender Bindungen wird als spezifische Bindung von [H]-17B-Estradiol im
Vergleich zur Konzentration (log;,-Stufen) des Bindungskonkurrenten dargestellt. Die Konzentration der Priifche-
mikalie, die die maximale spezifische Bindung von [*H]-17p-Estradiol um 50 % hemmt, wird als IC5,-Wert bezeich-
net.

55. Schitzungen der log-(IC5q)-Werte der positiven Kontrollen (z. B. Referenzostrogen und ein schwacher Binder) sollten
mit einer geeigneten Software zur nicht linearen Kurvenanpassung fiir eine Hill-Gleichung mit 4 Parametern (z. B.
BioSoft; McPherson, 1985; Motulsky, 1995) vorgenommen werden. Die Hochstwerte, die Mindestwerte, die Hillslope-
Werte und die log-(IC50)-Werte sollten bei der Anpassung dieser Kurven allgemein nicht beschrankt werden. Zur
Ermittlung der Best-Fit-Werte sollte eine robuste Regression vorgenommen werden, sofern nicht eine Begriindung fiir
ein anderweitiges Vorgehen angegeben wird. Eine Korrektur aufgrund des Ligandenabbaus sollte nicht vorgenommen
werden. Nach der Ausgangsanalyse sollte jede einzelne Bindungskurve nochmals gepriift werden, um eine angemes-
sene Anpassung an das Modell sicherzustellen. Die relative Bindungsaffinitit (RBA) des schwachen Binders sollte als
Prozentanteil von log (ICsp) fiir den schwachen Binder bezogen auf log (ICs() fur 17p-Estradiol berechnet werden.
Die Ergebnisse der Positivkontrollen und der Nicht-Binder-Kontrolle sind anhand der Kriterien fiir die Leistungsfihig-
keit des Assays (Nummern 45-50 in Anlage 2) zu bewerten.

56. Die Daten aller Priifchemikalien werden schrittweise analysiert, um eine angemessene Vorgehensweise und eine
korrekte Einstufung der einzelnen Kurven zum konkurrierenden Bindungsverhalten sicherzustellen. Fiir jeden Priflauf
einer Priifchemikalie sollte zundchst eine standardisierte Datenanalyse nach dem Verfahren vorgenommen werden,
das auch zur Analyse der Kontrollen mit dem Referenzostrogen und dem schwachen Binder durchgefithrt wird
(Nummer 55). Nach dieser Analyse sollten die Parameter zur Kurvenanpassung fachlich gepriift werden; auflerdem
sollte gepriift werden, in welchem Umfang die Daten mit der erzeugten Kurve der konkurrierenden Bindungen
iibereinstimmen. Bei dieser fachlichen Priifung sind die Feststellung eines konzentrationsabhingigen Riickgangs der
prozentualen spezifischen Bindung von [*H]-17f-Estradiol, eine geringe Variabilitit der technischen Wiederholungen
bei den einzelnen Chemikalienkonzentrationen und die Konsistenz der Anpassungsparameter bei den drei Priifldufen
gute Indikatoren fiir die ordnungsgemife Durchfihrung des Assays und der Datenanalysen.
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Datenauswertung

57. Sofern alle Akzeptanzkriterien erfullt sind, wird eine Priifchemikalie als Binder fiir den hrERa betrachtet, wenn eine
Bindungskurve angepasst werden kann und der niedrigste Punkt auf der Reaktionskurve im Datenbereich weniger als
50 % betrdgt (Abbildung 1).

58. Unter der Voraussetzung, dass alle Akzeptanzkriterien erfillt sind, gilt eine Priifchemikalie als Nicht-Binder fir den
hrERa, wenn die folgenden Bedingungen gegeben sind:

— Eine Bindungskurve kann angepasst werden, und der niedrigste Punkt auf der angepassten Reaktionskurve inner-
halb des Datenbereichs liegt iber 75 %, oder

— es kann keine Anpassung der Bindungskurve vorgenommen werden, und der niedrigste nicht korrigierte Durch-
schnittswert der prozentualen Bindung der Konzentrationsgruppen im Datenbereich liegt iiber 75 %.

59. Priifchemikalien werden als nicht eindeutig betrachtet, wenn keine der genannten Bedingungen erfiillt ist (z. B. wenn
der niedrigste Punkt auf der angepassten Reaktionskurve zwischen 76 und 51 % liegt).

Tabelle 7
Kriterien fiir eine Einstufung nach der Kurve des konkurrierenden Bindungsverhaltens bei einer
Priifchemikalie
Einstufung Kriterien

Binder® Eine Bindungskurve kann angepasst werden.
Der niedrigste Punkt auf der Reaktionskurve im Datenbereich liegt bei weniger als
50 %.

Nicht-Binder ° Wenn eine Bindungskurve angepasst werden kann:
Der niedrigste Punkt auf der angepassten Reaktionskurve im Datenbereich liegt
iiber 75 %.

Wenn keine Bindungskurve angepasst werden kann:
Der niedrigste nicht korrigierte Durchschnittswert der prozentualen Bindung der
Konzentrationsgruppen im Datenbereich liegt iiber 75 %.

Nicht eindeutig® Alle analysierbaren Priiflaufe, bei denen die Priifchemikalie weder als Binder
noch als Nicht-Binder eingestuft wird (beispielsweise wenn der niedrigste Punkt auf der
angepassten Reaktionskurve zwischen 76 und 51 % liegt).

Abbildung 1

Beispiele fiir die Einstufung von Priifchemikalien anhand der Kurve der konkurrierenden Bindungen
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60. Mehrere in einem Labor mit einer Priifchemikalie durchgefithrte Priifliufe werden unter Zuweisung von nummeri-
schen Werten zu den einzelnen Priifliufen und unter Ermittlung des Durchschnitts der Priiflaufe durchgefithrt (siche
Tabelle 8). Die Ergebnisse der kombinierten Priifliufe in den einzelnen Labors werden mit der erwarteten Einstufung
der einzelnen Priifchemikalien verglichen.

Tabelle 8

Methode zur Einstufung von Priifchemikalien aufgrund mehrerer Priifliufe in einem Labor

Zuweisung eines Wertes zu den einzelnen Priifliufen:

Einstufung Numerischer Wert
Binder 2
Nicht eindeutig 1
Nicht-Binder 0

Einstufung des durchschnittlichen numerischen Werts fiir mehrere Priifliufe:

Einstufung Numerischer Wert
Binder Durchschnitt > 1,5
Nicht eindeutig 0,5 < Durchschnitt < 1,5
Nicht-Binder Durchschnitt > 0,5

PRUFBERICHT

61. Siche Nummer 24 im Abschnitt ,ELEMENTE DES hrER-BINDUNGSASSAYS* fiir diese Priifmethode.
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Anlage 2.1
BEGRIFFSBESTIMMUNGEN
[PH]E2: 17B-Estradiol mit Tritium radioaktiv markiert.
Assay-Puffer: 10 mM Tris, 10 mg Rinderserumalbumin/ml, 2 mM DTT, 10 % Glycerin, 0,2 mM Leupeptin, pH 7,5.
DCC: Dextranbeschichtete Aktivkohle.
E2: Nicht markiertes 17f-Estradiol (inert).
hrERa: Humaner rekombinanter Ostrogenrezeptor alpha.

Priiflauf: Eine vollstindige Reihe gleichzeitig zu priifender Mikrotiterplatten-Wells, denen alle Informationen zu entneh-
men sind, die zur Charakterisierung der Bindung einer Priifchemikalie an den hrERa benotigt werden (d. h. insgesamt
zum Well hinzugegebenes [*H]-17f-Estradiol, maximale Bindung von [*H]-17B-Estradiol an den hrERa, nicht spezifische
Bindung und Gesamtbindung bei verschiedenen Konzentrationen der Priifchemikalie). Ein Priiflauf kann bereits aus einem
einzigen Well (d. h. einer einzigen Wiederholung) pro Konzentration bestehen. Da nach diesem Protokoll jedoch eine
dreifache Untersuchung vorzunehmen ist, umfasst ein Priiflauf drei Wells pro Konzentration. Aufferdem sind nach diesem
Protokoll drei unabhingige (d. h. nicht gleichzeitige) Priifliufe pro Chemikalie vorzunehmen.

Wiederholung (Replikat): Eines von mehreren Wells mit denselben Inhalten in denselben Konzentrationen, die in einem
einzelnen Priiflauf gleichzeitig untersucht werden. Bei diesem Protokoll wird jede Konzentration der Priifchemikalie
dreimal gepriift, d. h. je Konzentration der Priifchemikalie werden drei Wiederholungen gleichzeitig untersucht.
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Anlage 2.2

TYPISCHER ASSAY ZUR ERMITTLUNG DER SATTIGUNGSBINDUNG MIT [*H]-17B-ESTRADIOL MIT DREI REPLIKAT-WELLS

Typischer Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung mit [>H]-17B-Estradiol mit drei Replikat-Wells
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Typischer Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung mit [*H]-17B-Estradiol mit drei Replikat-Wells
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Typischer Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung mit [*H]-17B-Estradiol mit drei Replikat-Wells
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Typischer Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung mit [*H]-17B-Estradiol mit drei Replikat-Wells
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H5 2 Warm 2,40 40 0,60 — — — — — 40
Hé6 3 Warm 2,40 40 0,60 — — — — — 40
H7 1 Warm 4,00 40 1,00 — — — — — 40
HS8 2 Warm 4,00 40 1,00 — — — — — 40
H9 3 Warm 4,00 40 1,00 — — — — — 40
H10 1 Warm 12,00 40 3,00 — — — — — 40
H11 2 Warm 12,00 40 3,00 — — — — — 40
H12 3 Warm 12,00 40 3,00 — — — — — 40

Die ,warmen“ Wells sind bei der Inkubation leer. Die 40 pl werden nur fiir die Szintillationszihlung hinzugegeben.
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Anlage 2.3
ANORDNUNG DER WELLS BEIM ASSAY ZUR ERMITTLUNG KONKURRIERENDER BINDUNGEN
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S Al 1 Gesamtbindung TB TB1 — 40 40 80 160 —
S A2 2 Gesamtbindung TB TB2 — 40 40 80 160 —
S A3 3 Gesamtbindung TB TB3 — 40 40 80 160 —
S A4 1 Gesamtbindung TB TB4 — 40 40 80 160 —
S A5 2 Gesamtbindung TB TB5 — 40 40 80 160 —
S A6 3 Gesamtbindung TB TB6 — 40 40 80 160 —
S A7 1 | kaltes E2 (hoch) NSB S0 2,0E° 40 | — | 40 80 160 1,0E®
S A8 2 | kaltes E2 (hoch) NSB S0 2,0E® 40 | — | 40 80 160 1,0E°¢
S | A9 3 | kaltes E2 (hoch) NSB Ni) 2,0E® 40 | — | 40 80 160 1,0E°
S | Al0 1 | kaltes E2 (hoch) NSB S0 2,0E® 40 | — | 40 80 160 1,0E°¢
S | All 2 | kaltes E2 (hoch) NSB S0 2,0E® 40 | — | 40 80 160 1,0E°
S | Al2 3 | kaltes E2 (hoch) NSB SO 2,0E® 40 | — | 40 80 160 1,0E®
S B1 1 kaltes E2 S S1 2,0E”7 40 | — 40 80 160 1,0E7
S B2 2 kaltes E2 S S1 2,0E7 40 | — 40 80 160 1,0E7
S B3 3 kaltes E2 S S1 2,0E7 40 | — 40 80 160 1,0E7
S B4 1 kaltes E2 S S2 2,0E8 40 | — 40 80 160 1,0E8
S B5 2 kaltes E2 S S2 2,0E8 40 | — 40 80 160 1,088
S B6 3 kaltes E2 S S2 2,0E8 40 | — 40 80 160 1,0E8
S B7 1 kaltes E2 S S3 6,0E™ 40 | — 40 80 160 3,0E7
S B8 2 kaltes E2 S S3 6,0E? 40 | — 40 80 160 3,0E”
S B9 3 kaltes E2 S S3 6,0E 40 | — 40 80 160 3,057
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S | B10 1 kaltes E2 S S4 2,0E7? 40 | — 40 80 160 1,0E”
S | Bl11 2 kaltes E2 S S4 2,0E7 40 | — 40 80 160 1,0E”
S | B12 3 kaltes E2 S S4 2,07 40 | — 40 80 160 1,087
S C1 1 kaltes E2 S S5 6,010 | 40 | — 40 80 160 3,0E10
S 2 2 kaltes E2 S S5 6,0E10 | 40 | — 40 80 160 3,010
S C3 3 kaltes E2 S S5 6,0E10 | 40 | — 40 80 160 3,0E 10
S C4 1 kaltes E2 S S6 2,0E10 | 40 | — 40 80 160 1,010
S C5 2 kaltes E2 S S6 2,0E10 | 40 | — 40 80 160 1,010
S Cé6 3 kaltes E2 S S6 2,0E10 | 40 | — 40 80 160 1,0E10
S C7 1 kaltes E2 S S7 2,0E1! 40 | — 40 80 160 1,051
S C8 2 kaltes E2 S S7 2,0E1! 40 | — 40 80 160 1,051
S C9 3 kaltes E2 S S7 2,0E11 40 | — 40 80 160 1,0E11
S C10 1 Blindkontrolle Blindkon- B1 — — 1160 — — 160 —
trolle
S C11 2 Blindkontrolle Blindkon- B2 — — | 160 — — 160 —
trolle
S C12 3 Blindkontrolle Blindkon- B3 — — 1160 — — 160 —
trolle
S | DI 1 Norethynodrel NE WP1 | 6,0E° | 40 | — | 40 80 160 3,0E”
S| D2 1 Norethynodrel NE WP1 6,0° | 40 | — | 40 80 160 3,0E7
S D3 1 Norethynodrel NE WP1 6,0E7 40 | — 40 80 160 3,0E7
S D4 1 Norethynodrel NE WP2 2,0E” 40 | — 40 80 160 1,0E°
S| D5 1 Norethynodrel NE WP2 | 20E° | 40 | — | 40 80 160 1,0E7
S D6 1 Norethynodrel NE WP2 2,0E7 40 | — 40 80 160 1,0E7
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S | D7 1 Norethynodrel NE WP3 | 6,0ES | 40 40 80 160 3,0E°
S D8 1 Norethynodrel NE WP3 6,0E° 40 | — | 40 80 160 3,0E°¢
S D9 1 Norethynodrel NE WP3 6,0E° 40 — 40 80 160 3,0E°
S| Do | 1 Norethynodrel NE WP4 | 20E® | 40 | — | 40 80 160 1,0E¢
S | D11 1 Norethynodrel NE WP4 2,0E® 40 | — 40 80 160 1,0E°¢
S | D12 1 Norethynodrel NE WP4 2,0E® 40 | — 40 80 160 1,0E°¢
S El 1 Norethynodrel NE WP 6,0E7 40 40 80 160 3,0E7
S E2 2 Norethynodrel NE WP 6,0E7 40 40 80 160 3,07
S E3 3 Norethynodrel NE WP 6,0E7 40 40 80 160 3,07
S E4 1 Norethynodrel NE WP 2,0E7 40 40 80 160 1,0E”
S E5 2 Norethynodrel NE WP 2,0E7 40 40 80 160 1,0E7
S | E6 3 Norethynodrel NE WP 2,0E7 | 40 40 80 160 1,0E7
S | E7 1 Norethynodrel NE WP 6,0E® | 40 | — | 40 80 160 3,0E%
S | E8 2 Norethynodrel NE WP 60E® | 40 | — | 40 80 160 3,0E%
S | E9 3 Norethynodrel NE WP 60E® | 40 | — | 40 80 160 3,0E8
S | E10 1 Norethynodrel NE WP 6,0E° | 40 | — | 40 80 160 3,0E”
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S | El1 2 Norethynodrel NE WP 6,0E 40 | — 40 80 160 3,067
S | E12 3 Norethynodrel NE WP 6,0E 40 | — 40 80 160 3,087
S F1 1 OTES N OTES | 2,03 40 | — 40 80 160 1,083
S F2 2 OTES N OTES | 2,03 40 | — 40 80 160 1,083
S F3 3 OTES N OTES | 2,0E3 40 | — | 40 80 160 1,0E7
S F4 1 OTES N OTES 2,0E*4 40 | — 40 80 160 1,0E*
S F5 2 OTES N OTES | 2,0E* 40 | — | 40 80 160 1,0E*
S F6 3 OTES N OTES | 2,0E* 40 | — | 40 80 160 1,0E*
S F7 1 OTES N OTES | 2,0E° 40 | — | 40 80 160 3,0E-5
S F8 2 OTES N OTES | 2,0E° 40 | — 40 80 160 3,0E7°
S F9 3 OTES N OTES | 2,0E° 40 | — 40 80 160 3,0E7°
S | F10 1 OTES N OTES | 2,0E° 40 | — | 40 80 160 1,0E®
S | Fl1 2 OTES N OTES | 2,0E° 40 | — | 40 80 160 1,0E®
S | F12 3 OTES N OTES | 2,0E® 40 | — 40 80 160 1,0E°6
S G1 1 OTES N OTES 2,0E7 40 | — 40 80 160 3,0E”
S G2 2 OTES N OTES 2,0E7 40 | — 40 80 160 3,0E”
S G3 3 OTES N OTES | 2,0E7 40 | — | 40 80 160 3,0E7
S G4 1 OTES N OTES | 2,0E8 40 | — | 40 80 160 1,0E8
S G5 2 OTES N OTES | 2,0E8 40 | — | 40 80 160 1,0E8
S G6 3 OTES N OTES | 2,0E8 40 | — | 40 80 160 1,0E8
S G7 1 OTES N OTES | 2,0E? 40 | — 40 80 160 1,0E7°
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S| G8 2 OTES N OTES | 2,0E? 40 | — | 40 80 160 1,0E
S| G9 3 OTES N OTES | 2,0E? 40 | — | 40 80 160 1,0E?
S | G10 1 OTES N OTES | 2,0E'0 | 40 | — 40 — 160 1,0E10
S | Gl1 2 OTES N OTES | 2,0E'0 | 40 | — 40 — 160 1,0E10
S | G12 3 OTES N OTES | 2,0E'0 | 40 | — 40 — 160 1,0E10
S | H1 1 Warm H H — — | — | 40 — 40 —
S | H2 1 Warm H H — — | — | 40 — 40 —
S | H3 1 Warm H H — — | — | 40 — 40 —
S | H4 1 Warm H H — — | — | 40 — 40 —
S | H5 1 Warm H H — — | — | 40 — 40 —
S | Hé6 1 Warm H H — — | — | 40 — 40 —
S H7 1 Pufferkontrolle PK PK — 40 80 40 — 160 —
S HS 1 Pufferkontrolle PK PK — 40 80 40 — 160 —
S H9 1 Pufferkontrolle PK PK — 40 80 40 — 160 —
S H10 1 Pufferkontrolle PK PK — 40 80 40 — 160 —
S H11 1 Pufferkontrolle PK PK — 40 80 40 — 160 —
S H12 1 Pufferkontrolle PK PK — 40 80 40 — 160 —

Die ,warmen“ Wells sind bei der Inkubation leer. Die 40 pl werden nur fir die Szintillationszdhlung hinzugegeben.
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Anordnung der Wells beim Assay zur Ermittlung konkurrierender Bindungen
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P1 Al 1 Gesamtbindung TB  TBB1BI1 — 40 — 40 80 160 —
P1 A2 2 Gesamtbindung TB TB2 — 40 — 40 80 160 —
P1 A3 3 Gesamtbindung TB TB3 — 40 — 40 80 160 —
P1 A4 1 Gesamtbindung TB TB4 — 40 — 40 80 160 —
P1 A5 2 Gesamtbindung TB TB5 — 40 — 40 80 160 —
P1 A6 3 Gesamtbindung TB TB6 — 40 — 40 80 160 —
P1 A7 1 kaltes E2 (hoch) NSB S0 2,0E® 40 — 40 80 160 1,0E°¢
P1 A8 2 kaltes E2 (hoch) NSB S0 2,0E° 40 — 40 80 160 1,0E°
PI A9 3 kaltes E2 (hoch) NSB SO 20E® 40 — 40 80 160 1,0E¢
P1 Al10 1 kaltes E2 (hoch) NSB S0 20E% 40 — 40 80 160 1,0E®
P1 All 2 kaltes E2 (hoch) NSB S0 20E% 40 — 40 80 160 1,0E®
P1 Al12 3 kaltes E2 (hoch) NSB SO 2,0E® 40 — 40 80 160 1,0E®
Pl Bl 1 Priifchemikalie 1 TC1 1 2,0E3 40 0 40 80 160 1,03
P1 B2 2 Priifchemikalie 1 TC1 1 2,0E73 40 0 40 80 160 1,0E3
P1 B3 3 Priifchemikalie 1 TC1 1 2,0E3 40 0 40 80 160 1,03
Pl B4 1 Priifchemikalie 1 TC1 2 2,0E* 40 0 40 80 160 1,0E*
Pl B5 2 Priifchemikalie 1 TC1 2 2,0E* 40 0 40 80 160 1,064
Pl B6 3 Priifchemikalie 1 TC1 2 2,04 40 0 40 80 160 1,0E*
P1 B7 1 Priifchemikalie 1 TC1 3 2,0E° 40 0 40 80 160 1,082
Pl B8 2 Priifchemikalie 1 TC1 3 2,0E” 40 0 40 80 160 1,0E°
Pl B9 3 Priifchemikalie 1 TC1 3 2,0E7 40 0 40 80 160 1,0E7
Pl B10 1 Priifchemikalie 1 TC1 4 2,0E 40 0 40 80 160 1,0E°6
P1 B11 2 Priifchemikalie 1 TC1 4 2,0E°¢ 40 0 40 80 160 1,0E®
P1 B12 3 Priifchemikalie 1 TC1 4 2,0E 40 0 40 80 160 1,0E®
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Anordnung der Wells beim Assay zur Ermittlung konkurrierender Bindungen
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P1 C1 1 Priifchemikalie 1 TC1 5 2,0E7 40 0 40 80 160 1,0E7
P1L C2 2 Priifchemikalie 1 TC1 5 2,0E7 40 0 40 80 160 1,0E7
Pl C3 3 Priifchemikalie 1 TC1 5 2,0E7 40 0 40 80 160 1,0E7
P1 C4 1 Priifchemikalie 1 TC1 6 2,0E8 40 0 40 80 160 1,08
P1L C5 2 Priifchemikalie 1 TC1 6 2,0E8 40 0 40 80 160 1,08
Pl C6 3 Priifchemikalie 1 TC1 6 2,0E8 40 0 40 80 160 1,088
P1 C7 1 Priifchemikalie 1 TC1 7 2,0E7 40 0 40 80 160 1,087
P1 C8 2 Priifchemikalie 1 TC1 7 2,0E” 40 0 40 80 160 1,087
P1L C9 3 Priifchemikalie 1 TC1 7 2,0E7 40 0 40 80 160 1,0E”
Pl Cl10 1 Priifchemikalie 1 TC1 8 2,0E10 40 0 40 80 160 1,0E10
P1 C11 2 Priifchemikalie 1 TC1 8 2,0E10 40 0 40 80 160 1,0E10
P1 C12 3 Priifchemikalie 1 TC1 8 2,0E10 40 0 40 80 160 1,0E10
P1 D1 1 Priifchemikalie 2 TC2 1 2,0E3 40 0 40 80 160 1,03
P1 D2 2 Priifchemikalie 2 TC2 1 2,0E3 40 0 40 80 160 1,03
Pl D3 3 Priifchemikalie 2 TC2 1 2,0E3 40 0 40 80 160 1,03
P1 D4 1 Priifchemikalie 2 TC2 2 2,0E* 40 0 40 80 160 1,064
Pl D5 2 Priifchemikalie 2 TC2 2 2,0E4 40 0 40 80 160 1,0E*
Pl D6 3 Priifchemikalie 2 TC2 2 2,0E* 40 0 40 80 160 1,0E*
Pl D7 1 Priifchemikalie 2 TC2 3 2,0E7 40 0 40 80 160 1,0E”
P1 D8 2 Priifchemikalie 2 TC2 3 2,0E” 40 0 40 80 160 1,0E°
P1 D9 3 Priifchemikalie 2 TC2 3 2,0E” 40 0 40 80 160 1,0E°
P1 D10 1 Priifchemikalie 2 TC2 4 2,0E° 40 0 40 80 160 1,0E®
P1 D11 2 Priifchemikalie 2 TC2 4 2,0E° 40 0 40 80 160 1,0E®
P1 D12 3 Priifchemikalie 2 TC2 4 2,0E° 40 0 40 80 160 1,0E6
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Pl E1 1 Priifchemikalie 2 TC2 5 2,0E7 40 0 40 80 160 1,0E7
Pl E2 2 Priifchemikalie TC2 5 2,0E7 40 0 40 80 160 1,0E7
Pl E3 3 Priifchemikalie TC2 5 2,0E7 40 0 40 80 160 1,0E7
Pl E4 1 Priifchemikalie TC2 6 — 40 0 40 80 160 1,0E8
Pl E5 2 Priifchemikalie TC2 6 — 40 0 40 80 160 1,088
Pl E6 3 Priifchemikalie TC2 6 — 40 0 40 80 160 1,088
Pl E7 1 Priifchemikalie TC2 7 2,0E° 40 0 40 80 160 1,087
Pl E8 2 Priifchemikalie TC2 7 2,0E® 40 0 40 80 160 1,087
Pl E9 3 Priifchemikalie TC2 7 2,0E° 40 0 40 80 160 1,0E”
Pl E10 1 Priifchemikalie TC2 8 2,0E° 40 0 40 80 160 1,0E10
P1 E11 2 Priifchemikalie TC2 8 2,0E 40 0 40 80 160 1,0E10
P1 E12 3 Priifchemikalie TC2 8 2,0E° 40 0 40 80 160 1,0E10
P1 F1 1 Priifchemikalie TC3 1 2,0E7 40 0 40 80 160 1,03
Pl F2 2 Priifchemikalie TC3 1 2,0E3 40 0 40 80 160 1,03
Pl F3 3 Priifchemikalie TC3 1 2,0E3 40 0 40 80 160 1,03
Pl F4 1 Priifchemikalie TC3 2 2,0E* 40 0 40 80 160 1,064
Pl F5 2 Priifchemikalie TC3 2 2,0E* 40 0 40 80 160 1,0E*
Pl F6 3 Priifchemikalie TC3 2 2,0E* 40 0 40 80 160 1,0E*
Pl F7 1 Priifchemikalie TC3 3 2,0E7 40 0 40 80 160 1,0E”
Pl F8 2 Priifchemikalie TC3 3 2,0E” 40 0 40 80 160 1,0E°
P1 F9 3 Priifchemikalie TC3 3 2,0E” 40 0 40 80 160 1,0E°
P1 Fl10 1 Priifchemikalie TC3 4 2,0E° 40 0 40 80 160 1,0E®
P1 F11 2 Priifchemikalie TC3 4 2,0E° 40 0 40 80 160 1,0E®
P1 F12 3 Priifchemikalie TC3 4 2,0E° 40 0 40 80 160 1,0E6
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P1 Gl 1 Priifchemikalie TC3 5 2,0E7 40 0 40 80 160 1,087
P1I G2 2 Priifchemikalie TC3 5 2,0E7 40 0 40 80 160 1,087
Pl G3 3 Priifchemikalie TC3 5 2,0E7 40 0 40 80 160 1,07
Pl G4 1 Priifchemikalie TC3 6 2,0E8 40 0 40 80 160 1,0E8
Pl G5 2 Priifchemikalie TC3 6 2,0E8 40 0 40 80 160 1,0E8
Pl G6 3 Priifchemikalie TC3 6 2,0E8 40 0 40 80 160 1,0E8
Pl G7 1 Priifchemikalie TC3 7 2,0E7? 40 0 40 80 160 1,0E”
Pl G8 2 Priifchemikalie TC3 7 2,0E7? 40 0 40 80 160 1,0E”
Pl G9 3 Priifchemikalie TC3 7 2,0E7 40 0 40 80 160 1,0E”
Pl Gl10 1 Priifchemikalie TC3 8 2,0E10 40 0 40 80 160 1,0E10
P1 Gl1 2 Priifchemikalie TC3 8 2,0E10 40 0 40 80 160 1,0E10
Pl Gl12 3 Priifchemikalie TC3 8 2,0E10 40 0 40 80 160 1,0E10
P1 Hl 1 Norethynodrel NE IC50 40 0 40 80 160
Pl H2 2 Norethynodrel NE IC50 40 0 40 80 160
Pl H3 3 Norethynodrel NE ICs 40 0 40 80 160
Pl H4 1 Norethynodrel NE 1,0E-4,5 40 0 40 80 160
Pl H5 2 Norethynodrel NE 1,0E4> 40 0 40 80 160
Pl H6 3 Norethynodrel NE 1,0E4> 40 0 40 80 160
Pl H7 1 kaltes E2 S ICs 40 0 40 80 160
Pl H8 2 kaltes E2 S ICs 40 0 40 80 160
Pl H9 3 kaltes E2 S ICsy 40 0 40 80 160
P1 H10 1 kaltes E2 S 1,0E7 40 0 40 80 160
P1 H11 2 kaltes E2 S 1,0E7 40 0 40 80 160
P1 H12 3 kaltes E2 S 1,0E7 40 0 40 80 160
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Anlage 3

DER IN-VITRO-OSTROGENREZEPTOR-BINDUNGSASSAY DES CHEMICAL EVALUATION AND RESEARCH INSTITUTE (CERI) MIT
EINEM LIGANDENBINDUNGS-DOMANEN-PROTEIN DES HUMANEN REKOMBINANTEN ERA

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN (SIEHE AUCH ALLGEMEINE EINLEITUNG)

1. Bei diesem In-vitro-Assay zur Ermittlung der Sittigung mit dem Ostrogenrezeptor ERa und zur Ermittlung kon-
kurrierender Bindungen wird eine Ligandenbindungs-Doméne (LBD) des humanen ERa (hrERa) verwendet. Dieses
Proteinmodell wurde vom Chemicals Evaluation Research Institute (CERI), Japan, hergestellt und wird als GST-
Fusionsprotein (GST = Glutathion-S-transferase) in E. coli exprimiert. Das CERI-Protokoll wurde einer internationalen
Validierungsstudie durch mehrere Labors unterzogen (2). Dabei wurden die Relevanz und die Zuverlissigkeit des
Protokolls fiir den vorgesehenen Zweck des Assays nachgewiesen.

2. Der Assay besteht in einem Priifverfahren zur Ermittlung von Stoffen, die eine Bindung mit dem hrERa eingehen
konnen. Mit dem Assay kann untersucht werden, ob eine Priifchemikalie mit 17p-Estradiol um Bindungen an die
hrERa-LBD konkurrieren kann. Als quantitative Ergebnisse konnen mit dem Assay u. a. die Werte fiir ICs, (als
Maf3stab fiir die zur Verdrangung der Halfte des [*H]-17f-Estradiols vom hrERa durch eine Priifchemikalie) und die
relative Affinitdt von Priifchemikalien fiirr Bindungen an den hrERa im Vergleich zu 17B-Estradiol ermittelt werden.
Mit Blick auf die Verwendung zur Priifung von Chemikalien kann ein akzeptables qualitatives Ergebnis des Assays
auch darin bestehen, dass Priifchemikalien nach ihrer Bindung an den hrERa und nach den genannten Kriterien fuir
die Bindungskurven als Binder, Nicht-Binder oder nicht eindeutig eingestuft werden.

3. Da bei diesem Assay ein radioaktiver Ligand verwendet wird, benotigen die Labors eine Genehmigung fiir die
Verwendung von radioaktivem Material. Bei allen Verfahren unter Verwendung von Radioisotopen und von gefihr-
lichen Chemikalien sind die nach den nationalen Rechtsvorschriften geltenden Bestimmungen und die dort vor-
gesehenen Verfahren einzuhalten.

4. Vor der Verwendung dieses Assays fiir rechtliche Zwecke sollten die Abschnitte ,, ALLGEMEINE EINLEITUNG* und
~ELEMENTE DES hrER-BINDUNGSASSAYS“ gelesen werden. Die in dieser Priifrichtlinie verwendeten Begriffe
und Abkiirzungen werden in Anlage 1 erlautert.

PRINZIPIEN DES ASSAYS (SIEHE AUCH ALLGEMEINE EINLEITUNG)

5. Mit dem hrERa-Bindungsassay wird die Fahigkeit eines radioaktiv markierten Liganden ([*H]-17f-Estradiol) gemessen,
bei zunehmenden Konzentrationen einer Priifchemikalie (z. B. eines Bindungskonkurrenten) eine Bindung mit dem
ER einzugehen. Priifchemikalien mit einer starken ER-Affinitdt konkurrieren mit dem radioaktiv markierten Liganden
bei einer niedrigeren Konzentration als Chemikalien mit einer geringeren Affinitit fiir diesen Rezeptor.

6. Dieser Assay beinhaltet zwei wesentliche Elemente: einen Versuch zur Ermittlung von Sittigungsbindungen zur
Charakterisierung der Parameter der Wechselwirkung zwischen Rezeptor und Ligand und einen anschliefenden
Versuch zur Ermittlung konkurrierender Bindungen, mit dem die Konkurrenz zwischen einer Priifchemikalie und
einem radioaktiv markierten Liganden im Hinblick auf die Bindung an den ER beschrieben wird.

7. Zur Vorbereitung der Priifung konkurrierender Bindungen soll anhand einer Ermittlung der Sittigungsbindung eine
bestimmte Rezeptorcharge hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitdt gepriift und quantitativ bewertet werden. Mit der
Priifung konkurrierender Bindungen werden unter Gleichgewichtsbedingungen die Affinitdt einer bestimmten Kon-
zentration des Ostrogenrezeptors fiir seinen natiirlichen Liganden (ausgedriickt durch die Dissoziationskonstante K)
und die Konzentration der aktiven Rezeptor-Bindungsstellen (B,,,,) gemessen.

8. Ferner wird mit der Priffung konkurrierender Bindungen die Affinitdt eines Stoffs fir Bindungen an den ER im
Hinblick auf die Konkurrenz mit [*]17f-Estradiol bewertet. Die Affinitit wird anhand der Konzentration der Priif-
chemikalie quantifiziert, die unter Gleichgewichtsbedingungen 50 % der spezifischen Bindung von [*]17B-Estradiol
(,Hemmbkonzentration 50 %“ oder IC;;) hemmt. Diese Affinitit kann auch anhand der relativen Bindungsaffinitat
(RBA, bezogen auf IC;, Estradiol, im selben Priiflauf getrennt gemessen) beurteilt werden. Bei der Priifung kon-
kurrierender Bindungen wird die Bindung von [*H]-17f-Estradiol in einer bestimmten Konzentration an zahlreiche
(acht Grofenordnungen) Konzentrationen einer Priifchemikalie gemessen. Die ermittelten Daten werden dann mog-
lichst entsprechend der Hill-Gleichung (Hill, 1910) angepasst, die die Verdringung des Radioliganden durch einen fiir
eine bestimmte Bindungsstelle spezifischen konkurrierenden Binder beschreibt. Anhand des Umfangs der Verdrin-
gung des radioaktiv markierten Estradiols bei Gleichgewichtsbedingungen wird die Priifchemikalie als Binder, Nicht-
Binder oder nicht eindeutig eingestuft.
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PRUFVERFAHREN
Nachweis einer akzeptablen Leistungsfihigkeit bei Untersuchungen des hrERa-Proteins

9. Vor der regelmaffigen Durchfithrung der Assays zur Ermittlung von Sittigungsbindungen und konkurrierenden
Bindungen ist jeweils mit einer neuen Charge des hrERa nachzuweisen, dass in dem Labor, in dem der Rezeptor
verwendet wird, korrekte Ergebnisse ermittelt werden. Die Leistungsfahigkeit sollte in zwei Schritten nachgewiesen
werden:

— Durchfithrung des [*H]-17B-Estradiol-Bindungsassays zum Nachweis der Spezifitit und der Sittigung fiir den
hrERq; anhand einer nicht linearen Regressionsanalyse der ermittelten Daten (z. B. BioSoft; McPherson, 1985;
Motulsky, 1995) und des anschlieBenden Scatchard-Diagramms sollten die Bindungsaffinitit des [*H]-17p-Est-
radiols (Ky) fur den hrERa und die Anzahl der Rezeptoren (B,,,,) einer bestimmten hrERa-Charge dokumentiert
werden;

— Durchfithrung eines Assays zur Priifung konkurrierender Bindungen mit Kontrollstoffen (Referenzéstrogen (17-
Estradiol), einem schwachen Binder (z. B. Norethynodrel oder Norethindron) und einem Nicht-Binder (Octyltrieth-
oxysilan, OTES). Jedes Labor sollte eine historische Datenbank zum Nachweis der versuchs- und hrERa-Chargen-
tibergreifenden Konsistenz der IC50-Werte und der relevanten Werte aus den Versuchen mit dem Referenz-
ostrogen und einem schwachen Binder aufbauen. AufSerdem sollten die Parameter der Kurven der konkurrieren-
den Bindungen bei den Kontrollstoffen innerhalb des 95-%-Konfidenzintervalls liegen (siehe Tabelle 1), das
anhand von Daten von an der Validierungsstudie zu diesem Assay beteiligten Labors festgelegt wurde (2).

Tabelle 1

Leistungskriterien fiir das Referenzdstrogen und den schwachen Binder beim hrER-Bindungsassay des CERI

_ 95-%-Konfidenzintervalle (*)
Stoff Parameter Mitehwert () | Serber
Obere Grenze Untere Grenze
17p-Estradiol Hochstwert 104,74 13.12 (70) 101,6 107,9
Mindestwert 0,85 2,41 (70) 0,28 1,43
Hillslope -1,22 0,20 (70) -1,27 -1,17
log ICs, -8,93 0,23 (70) 8,98 8,87
Norethynodrel Hochstwert 101,31 10,55 (68) 98,76 103,90
Mindestwert 2,39 5,01 (68) 1,18 3,60
Hillslope -1,04 0,21 (68) -1,09 -0,99
log ICs, 6,19 0,40 (68) 6,29 -6,10
Norethindron () Hochstwert 92,27 7,79 (23) 88,90 95,63
Mindestwert 16,52 10,59 (23) 11,94 21,10
Hillslope -1,18 0,32 (23) -1,31 -1,04
log ICs, -6,01 0,54 (23) -6,25 -5,78

(") Der Mittelwert + Standardabweichung (SD) bei der Probengrofe n wurde anhand der Parameterschitzungen fiir die Kurven-
anpassung (Hill-Gleichung mit 4 Parametern) fiir Priifldufe in vier Labors im Rahmen der Validierungsstudie berechnet (siche (2)
Anlage N).

(°) Das g95-%-Konfidenzir1tervall dient zur Orientierung fiir die Akzeptanzkriterien.

(9 In der Validierung war die Priifung von Norethindron optional fiir Unteraufgabe 4 vorgesehen (siehe (2), siche Unteraufgabe 4).
Die Mittelwerte + SD (n) wurden also anhand der Schitzungen fiir die Kurvenanpassung (Hill-Gleichung mit 4 Parametern) fir in
zwei Labors durchgefiihrte Kontrollpriifungen berechnet.

Der Bereich fiir IC5, hingt von der Ky der Rezeptorzubereitung und von der Konzentration des radioaktiv markierten Liganden
in den einzelnen Labors ab. Eine geeignete Anpassung des Bereichs fiir IC5 je nach den Bedingungen bei der Durchfithrung des
Assays ist akzeptabel.
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Nachweis der Eignung des Labors

10. Siehe Nummern 17 und 18 sowie Tabelle 2 im Abschnitt ,ELEMENTE DES hrER-BINDUNGSASSAYS* fiir diese
Priifmethode. Die Assays (zur Ermittlung von Sittigungsbindungen und konkurrierenden Bindungen) sollten jeweils
drei unabhingige Priifldufe (d. h. mit frischen Rezeptor-, Chemikalien- und Reagenzienverdiinnungen) an unterschied-
lichen Tagen jeweils mit drei Wiederholungen umfassen.

Ermittlung der Rezeptorkonzentration (hrERa)

11. Die Konzentration des aktiven Rezeptors ist je nach Charge und Lagerungsbedingungen leicht unterschiedlich. Daher
sollte die Konzentration des vom Hersteller gelieferten aktiven Rezeptors bestimmt werden. Daraus ergibt sich die
geeignete Konzentration des aktiven Rezeptors beim Priiflauf.

12. Unter den Bedingungen bei der konkurrierenden Bindung (d. h. 0,5 nM [*H]-Estradiol) werden Nennkonzentrationen
von 0,1, 0,2, 0,4 und 0,6 nM Rezeptor einmal ohne (Gesamtbindung) und einmal mit (nicht spezifische Bindung) 1
pM nicht markiertem Estradiol inkubiert. Die spezifische Bindung wird berechnet als Differenz zwischen der Gesamt-
bindung und der nicht spezifischen Bindung bezogen auf die Rezeptor-Nennkonzentration in einem Diagramm
dargestellt. Die Konzentration des Rezeptors, bei der sich spezifische Bindungswerte entsprechend einem Anteil
von 40 % des zugesetzten radioaktiven Liganden ergeben, wird auf die entsprechende Rezeptor-Konzentration
bezogen; diese Rezeptorkonzentration ist bei den Versuchen zur Ermittlung von Sittigungsbindungen und konkur-
rierenden Bindungen zu verwenden. Diese Anforderung wird hiufig mit einer hrER-Endkonzentration von 0,2 nM
erfullt.

13. Wenn das 40-%-Kriterium mehrfach nicht erfullt werden kann, sollte der Versuchsaufbau auf mogliche Fehlerquellen
gepriift werden. Dass das 40-%-Kriterium nicht erfiillt werden kann, deutet moglicherweise auch darauf hin, dass die
rekombinante Charge den aktiven Rezeptor nur in einem sehr geringen Anteil enthilt. In diesem Fall sollte die
Verwendung einer anderen Rezeptor-Charge in Betracht gezogen werden.

Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung

14. Acht zunehmende [*H]-17pB-Estradiol-Konzentrationen sollten jeweils dreifach unter den drei folgenden Bedingungen
gepriift werden (siehe Tabelle 2):

a. ohne nicht markiertes 17f-Estradiol und mit dem ER, um anhand einer Messung der Radioaktivitit der Wells, die
ausschlieRlich [*H]-17p-Estradiol enthalten, die Gesamtbindung zu ermitteln;

b. bei einer 2000-mal hoheren Konzentration des nicht markierten 17f-Estradiols im Vergleich zum markierten 17f-
Estradiol und zu Prifungen mit dem ER; dadurch sollen die aktiven Bindungsstellen mit nicht markiertem 17-
Estradiol gesittigt werden, um anhand einer Messung der Radioaktivitit in den Wells die nicht spezifische Bindung
zu bestimmen. Verbleibendes warmes Estradiol, das Bindungen mit dem Rezeptor eingehen kann, wird als
Bindung an eine nicht spezifischen Bindungsstelle betrachtet, da das kalte Estradiol in einer derart hohen Kon-
zentration vorliegen sollte, dass es an allen verfiigbaren spezifischen Bindungsstellen des Rezeptors gebunden ist;

c. ohne nicht markiertes 17p-Estradiol und ohne den ER (Ermittlung der Gesamt-Radioaktivitit).

Zubereitung der Losungen mit [*H]-17B-Estradiol und mit nicht markiertem 17B-Estradiol und dem hrERa

15. Aus einer Vorratslosung mit 1 uM [*H]-17f-Estradiol in DMSO wird unter Zugabe von DMSO (zur Herstellung von
200 nM) und des Assay-Puffers (zur Herstellung von 40 nM) bei Raumtemperatur eine Losung mit einer molaren
Masse von 40 nM [*H]-17p-Estradiol hergestellt. Mit dieser Losung mit einer Konzentration von 40 nM werden mit
dem Assay-Puffer bei Raumtemperatur serielle Verdiinnungen von [*H]-17p-Estradiol im Bereich von 0,313 nM bis
40 nM hergestellt (siche Zeile 12 in Tabelle 2). Um die endgiiltigen Assay-Konzentrationen von 0,0313-4,0 nM
herzustellen, werden 10 pl dieser Losungen in die Wells einer 96-Well-Mikrotiterplatte gegeben (siche Tabellen 2 und
3). Die Zubereitung des Assay-Puffers, die Berechnung der Ausgangskonzentration der [*H]-17B-Estradiol-Vorrats-
16sung und der Verdiinnungen sowie die Bestimmung der Konzentrationen werden im CERI-Protokoll eingehend
beschrieben (2).
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16. Die nicht markierten 17f-Estradiol-Losungen werden aus einer 1-nM-17f-Estradiol-Vorratslosung unter Zugabe des
Assay-.Puffers so verdiinnt, dass sich acht zunehmende Ausgangskonzentrationen von 0,625-80 uM ergeben. Um die
endgiiltigen Assay-Konzentrationen von 0,0625-8 pM herzustellen, werden 10 pl dieser Losungen in die Wells einer
96-Well-Mikrotiterplatte zur Messung nicht spezifischer Bindungen gegeben (siche Tabellen 2 und 3). Die Zuberei-
tung der nicht markierten 17a-Estradiol-Losungen wird eingehend im CERI-Protokoll beschrieben (2).

17. Fir die Versuche ist die Rezeptorkonzentration zu verwenden, bei der sich eine spezifische Bindung von 40 + 10 %
ergibt (Nummern 12 und 13). Die hrERa-Losung wird mit eiskaltem Assay-Puffer unmittelbar vor der Verwendung
hergestellt, d. h. nachdem alle Wells zur Ermittlung der Gesamtbindung, der nicht spezifischen Bindung und der
warmen Liganden vorbereitet wurden.

18. Die 96-Well-Mikrotiterplatten werden mit 2-3 Wiederholungen pro Konzentration des [*H]-17p-Estradiols vorberei-

tet, wie in Tabelle 2 dargestellt. Die Anordnung der Volumina von [*H]-17p-Estradiol, nicht markiertem 17f-Est-
radiol, des Puffers und des Rezeptors ist Tabelle 3 zu entnehmen.

Tabelle 2
Anordnung auf der Mikrotiterplatte beim Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung

19 209 39 409 5 6 (" 7 () 8(9) | 9 |10 11 (%) 12 (%
Zur Messung der TB Zur Messung der NSB | Zur Ermittlung nur des Nicht mar- | PH]E2-Ver-
warmen Liganden kierte  E2- | diinnungen
Verdiinnun- | fir die Plat-
gen fur die | tenreihen 1-9
Plattenreihen
4-6.
A | 00313 nM [’H] E2+ ER | 0,0313 nM [*H] E2+ 0,0313 nM 0,625 uM 0,313 nM
0,0625 uM E2+ ER
B | 0,0625 nM [’H] E2+ ER | 0,0625 nM [’H] E2+ 0,0625 nM 1,25 pM 0,625 nM
0,125 uM E2+ ER
C | 0,125 nM [’H] E2+ ER 0,125 nM [*H] E2+ 0,125 nM 2,5 uM 1,25 nM
0,25 M E2+ ER
D 0,250 nM [?H] E2+ ER | 0,250 oM [*H] E2+ 0,5 0,250 nM 5 uM 2,5 nM
uM E2+ ER
E 0,50 nM [*H] E2+ ER | 0,50 nM [*H] E2+ 1 uM 0,50 nM 10 uM 5 nM
E2+ ER
F 1,00 nM [’H] E2+ ER | 1,00 nM [’H] E2+ 2 M 1,00 nM 20 uM 10 nM
E2+ ER
G 2,00 nM [*H] E2+ ER | 2,00 nM [*H] E2+ 4 uM 2,00 nM 40 uM 20 nM
E2+ ER
H 4,00 nM [*H] E2+ ER | 4,00 nM [*H] E2+ 8 uM 4,00 nM 80 uM 40 nM
E2+ ER

TB- Gesamtbindung

NSB- Nicht spezifische Bindung

[3H] E2- [3H]-17p-Estradiol

E2- nicht markiertes 178-Estradiol

(*) Die hier angegebenen Konzentrationen sind die Endkonzentrationen in den einzelnen Wells.

(*) Die Verdiinnungen von nicht markiertem E2 und [*H]E2 konnen auf einer anderen Platte hergestellt werden.
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Tabelle 3
Volumina der Reagenzien auf der Mikrotiterplatte zur Ermittlung der Sittigungsbindung

Plattenreihe 1 2 3 4 5 6 7 (% 8 (%) 9™
Vorbereitungsschritte TB-Wells NSB-Wells Nur warme Liganden
Volumen der Bestand- ... Puffers 60 pl 50 pl 90 pl
teile fiir die genannten
Ee?}lf t1<}ni<,-chllls 7 ur};d .. nicht markierten - 10 gl -
del entolge der £Ugabe | g7 aus Reihe 11 in
e Tabelle 2
...[’HJE2 aus Reihe 10 pl 10 pl 10 pl
12 in Tabelle 2
... hrERa 30 pl 30 ul -
Gesamtreaktionsvolumen 100 pl 100 pl 100 pl
Inkubation REAKTION NACH 2-STUNDIGER IN- | Quantifizierung der Radio-
KUBATION aktivitit unmittelbar nach
der Vorbereitung Keine
Inkubation

Behandlung mit 0,4 % DCC Ja Ja Nein
Volumen 0,4 % DCC 100 pl 100 pl -
Filtration Ja Ja Nein
MESSUNG DER DPM
Quantifizierung des dem Szintillationscocktail 100 pl (* 100 pl (*) 50 pl
zuzusetzenden Volumens

(*) Wenn zur Messung der DPM ein Fliissigszintillationszahler fiir Mikroplatten verwendet wird, ist eine Vorbereitung nur des warmen
Liganden auf der Assay-Platte, auf der sich auch die Wells zur Bestimmung von TB und NSB befinden, nicht angemessen. Die Wells, die
ausschlieflich den warmen Liganden enthalten, sind auf einer anderen Platte vorzubereiten.

(**)Wenn die Trennung von der DCC durch Zentrifugieren erfolgt, sind die 50 ul Uberstand durch Flissigszintillationszdhlung zu messen,
um Verunreinigungen der DCC zu vermeiden.

19. Assay-Mikrotiterplatten zur Ermittlung der Gesamtbindung und der nicht spezifischen Bindung werden zwei Stunden
bei Raumtemperatur (22-28 °C) inkubiert.

Messung des an den hrERa gebundenen [*H]-17B-Estradiols

20. Nach der 2-stiindigen Inkubationszeit wird das an den hrERa gebundene [*H]-17p-Estradiol unter Zugabe von 100 pl
einer eiskalten Suspension mit 0,4 % DCC zu den Wells vom freien [*H]-17p-Estradiol getrennt. Danach werden die
Platten 10 Minuten auf Eis gelegt. Um das DCC zu entfernen, werden das Reaktionsgemisch und die DCC-Suspension
durch Ubertragung auf einen Mikrotiterplatten-Filter gefiltert. 100 pl des Filtrats werden zur Szintillationsfliissigkeit in
Flisssigszintillationsflaschchen hinzugegeben, um anhand von Hissigkeitsszintillationszihlungen den Abbau pro Mi-
nute (DPM) pro Fliaschchen zu ermitteln.

21. Wenn kein Mikrotiterplatten-Filter verfiigbar ist, kann das DCC auch durch Zentrifugieren entfernt werden. 50 pl des
Uberstands des an den hrERa gebundenen [*H]-17B-Estradiols sind anschliefend mit duRerster Sorgfalt zu entneh-
men, damit Verunreinigungen der Wells durch Beriihrung mit der DCC-Lésung vermieden werden. Der Uberstand
wird zur Szintillationszahlung verwendet.



26.9.2019 Amtsblatt der Europiischen Union L 247349

22. Anhand der Wells, die ausschlieflich den warmen Liganden enthalten, wird der Zerfall des zu den Assay-Wells
hinzugegebenen [*H]-17B-Estradiols (DPM = Zerfallsereignisse pro Minute) bestimmt. Die Radioaktivitit wird erst
nach der Zubereitung ermittelt. Die betreffenden Wells werden nicht inkubiert und nicht mit der DCC-Suspension
behandelt; ihr Inhalt wird direkt in die Szintillationsfliissigkeit gegeben. Anhand der Zerfallsereignisse pro Minute
(DPM) wird so nachgewiesen, wieviel [*H]-17B-Estradiol jeweils in die Wells zur Ermittlung der Gesamtbindung und
der nicht spezifischen Bindung gegeben wurde.

Assay zur Ermittlung konkurrierender Bindungen

23. Mit dem Assay zur Ermittlung konkurrierender Bindungen wird die Bindung von [*H]-17f- Estradiol einer einzelnen
Konzentration bei zunehmenden Konzentrationen einer Priifchemikalie gemessen. Bei jedem Priiflauf sind fur jede
Konzentration drei gleichzeitige Replikate zu verwenden. Auflerdem werden fiir jede zu priffende Chemikalie drei
nicht gleichzeitige Priifliufe durchgefiihrt. Der Assay ist auf zwei oder mehr 96-Well-Mikrotiterplatten durchzufiih-
ren.

Kontrollen

24. Bei der Durchfithrung des Assays sind die Losungsmittelkontrolle und die sonstigen Kontrollen (d. h. die Kontrollen
mit dem Referenzostrogen, dem schwachen Binder und dem Nicht-Binder) gleichzeitig zu priifen. Bei jedem Priiflauf
sollten auf jeweils einer Platte vollstindige Konzentrationskurven des Referenzdstrogens und der Kontrollen (d. h.
schwache Binder und Nicht-Binder) verwendet werden. Alle anderen Platten sollten Folgendes enthalten: (i) eine hohe
Konzentration (maximale Verdringung, d. h. etwa die Konzentration, bei der der radioaktiv markierte Ligand voll-
standig verdrangt wird) und eine mittlere Konzentration (etwa IC;,) sowohl von E2 als auch des schwachen Binders
jeweils dreifach, (i) eine Losungsmittelkontrolle und einen nicht spezifischen Binder, ebenfalls jeweils dreifach. Die
Verfahren fiir die Zubereitung des Assay-Puffers, des [*H]-17p-Estradiols, des hrERa und der Priifchemikalienlosungen
werden im CERI-Protokoll eingehend beschrieben (2).

Losungsmittelkontrolle

25. Die Losungsmittelkontrolle bestitigt, dass das Losungsmittel nicht mit dem Priifsystem reagiert und die Gesamt-
bindung (TB) misst. Bevorzugtes Losungsmittel ist DMSO. Wenn die hochste Konzentration der Priifchemikalie in
DMSO nicht 16slich ist, kann alternativ Ethanol verwendet werden. Die DMSO-Konzentration in den endgiiltigen
Assay-Wells sollte 2,05 % betragen und kann auf bis zu 2,5 % erhoht werden, wenn sich die Priifchemikalie nicht
lost. DMSO-Konzentrationen iiber 2,5 % sollten nicht verwendet werden, da der Assay durch hohere Losungsmittel-
konzentrationen beeintrachtigt werden kann. Bei Priifchemikalien, die in DMSO nicht 16slich sind, sich aber in
Ethanol 16sen, kann der Assay ohne Beeintrichtigungen mit Hochstkonzentrationen von bis zu 2 % Ethanol durch-
geftihrt werden.

Pufferkontrolle

26. Die Pufferkontrolle (PK) darf weder Losungsmittel noch die Priifchemikalie, jedoch alle sonstigen im Assay ver-
wendeten Elemente enthalten. Die Ergebnisse der Pufferkontrolle werden mit der Losungsmittelkontrolle verglichen,
um sicherzustellen, dass das verwendete Losungsmittel das Assay-System nicht beeintrdchtigt.

Starker Binder (Referenzdstrogen)

27. 17p-Estradiol (CAS 50-28-2) bindet sich als endogener Ligand mit hoher Affinitit an den ER Untertyp alpha. Fiir
jeden hrERa-Assay zur Ermittlung konkurrierender Bindungen wird eine Standardkurve mit nicht markiertem 17p-
Estradiol erstellt, damit die Variabilitdt bei Durchfihrung des Assays in einem Labor im Laufe der Zeit beurteilt
werden kann. In DMSO und im Assay-Puffer werden acht Losungen mit nicht markiertem 17p-Estradiol mit den
folgenden Endkonzentrationen in den Assay-Wells fiir die Erstellung der Standardkurve hergestellt: 1075, 1077, 1078,
10782, 107, 107, 1071° und 107! M. Die hochste Konzentration mit nicht markiertem 17p-Estradiol (1 pM) sollte
als Indikator fiir nicht spezifische Bindungen verwendet werden. In Tabelle 4 wird diese Konzentration als ,NSB*
bezeichnet, obwohl sie Teil der Standardkurve ist.

Schwacher Binder

28. Um die Empfindlichkeit der einzelnen Versuche nachzuweisen und um die Variabilitit bei der Durchfihrung des
Assays im Laufe der Zeit beurteilen zu konnen, sollte ein schwacher Binder (Norethynodrel (CAS68-23-5) oder
Norethindron (CAS 68-22-4)) einbezogen werden. In DMSO und im Assa;r-Puffer werden acht Losungen des
schwachen Binders mit den folgenden Endkonzentrationen hergestellt: 107*>, 1072, 107, 107%°, 1077, 1077,
107 und 1077 M.
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Nicht-Binder

29. Als Negativkontrolle (Nicht-Binder) wird Octyltriethoxysilan (OTES, CAS 2943-75-1) verwendet. Die Negativkontrolle
gewihrleistet, dass mit dem Assay unter den gegebenen Bedingungen erkannt wird, wenn Priifchemikalien sich nicht
an den hrERa binden. In DMSO und im Assay-Puffer werden acht Losungen des Nicht-Binders mit den folgenden
Endkonzentrationen hergestellt: 107,107, 107, 1075, 107, 1078, 107 und 1071° M. Als alternativer Nicht-Binder
kann Di-n-butylphthalat (DBP, CAS 84-72-2) verwendet werden, das allerdings nur bei Konzentrationen bis zu
hochstens 10 M zu priifen ist. Die maximale Loslichkeit von DBP wurde im Assay bei einer Konzentration von
107* M festgestellt.

hrERa-Konzentration

30. Fir die Versuche ist die Menge des Rezeptors zu verwenden, bei der sich eine spezifische Bindung von 40 + 10 %
ergibt (Nummern 12 und 13 in Anlage 3). Die hrERa-Losung ist unmittelbar vor der Verwendung durch Verdiinnung
des funktionalen hrERa in eiskaltem Assay-Puffer herzustellen.

[H]-17B-Estradiol

31. In den Assay-Wells ist [*H]-17B-Estradiol in einer Endkonzentration von 0,5 nM zu verwenden.

Priifchemikalien

32. Zundchst muss anhand einer Loslichkeitspriifung die Loslichkeitsgrenze der einzelnen Priifchemikalien ermittelt und
ein geeigneter Konzentrationsbereich fiir die Durchfithrung des Priifprotokolls bestimmt werden. Die Loslichkeits-
grenze der einzelnen Priifchemikalien wird zunichst im Losungsmittel bestimmt und anschlieend unter den Bedin-
gungen des Assays bestdtigt. Mit dem Assay sind Endkonzentrationen hochstens bis zu 1 mM zu priifen. Der
Vorversuch zur Dosisfindung wird mit einer Losungsmittelkontrolle und mindestens 8 logarithmischen seriellen
Verdiinnungen beginnend mit der maximal akzeptierbaren Konzentration (z. B. 1 mM oder weniger, je nach Loslich-
keitsgrenze) durchgefiihrt; dabei ist das Auftreten einer Trilbung oder eines Niederschlags zu protokollieren (Nummer
35 in Anlage 3). Nachdem der Konzentrationsbereich fir die Priifungen ermittelt wurde, sollte eine Priifchemikalie
mit 8 im Vorversuch ermittelten logarithmischen Konzentrationen gepriift werden. Die im zweiten und im dritten
Versuch gepriiften Konzentrationen sind ggf. so anzupassen, dass die Konzentrations-Reaktionskurve ggf. besser
charakterisiert wird.

33. Verdiinnungen der Priifchemikalien werden mit dem jeweils geeigneten Losungsmittel hergestellt (Nummer 25 in
Anlage 3). Wenn die hochste Konzentration der Priifchemikalie weder in DMSO noch in Ethanol 16slich ist und die
Zugabe von weiterem Losungsmittel dazu fithren wiirde, dass die Losungsmittelkonzentration im letzten Rohrchen
die Akzeptanzgrenze iiberschreiten wiirde, kann die nichstgeringere Konzentration als hochste Konzentration an-
genommen werden. In diesem Fall kann am unteren Ende der Konzentrationsreihe eine weitere Konzentration
eingefiigt werden. Die {ibrigen Konzentrationen der Reihe bleiben unverindert.

34. Die Losungen mit der Priifchemikalie werden beim Einbringen in die Assay-Wells sorgfiltig beobachtet, da die
Priifchemikalien nach dem Einbringen in die Assay-Wells einen Niederschlag bilden konnen. Die Daten aller Wells
mit einem Niederschlag werden bei der Kurvenanpassung nicht beriicksichtigt. Der Grund fiir den Ausschluss der
betreffenden Wells ist zu vermerken.

35. Wenn bereits Informationen aus anderen Quellen mit einem log (ICs) fiir eine Priifchemikalie verfiigbar sind,
konnen geometrische Verdiinnungsstufen enger um den erwarteten log (IC50) (in 0,5 log-Einheiten) angemessen
sein. Am Ende sollte ein ausreichender Abstand der Konzentrationen auf beiden Seiten von log (ICs) einschliefSlich
der hochsten und der niedrigsten Konzentration erreicht sein, damit die Bindungskurve angemessen beschrieben
werden kann.
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Vorbereitung der Assay-Platte

36. Mit Etiketten versehene Mikrotiterplatten werden fur sechs Inkubationen fiir die Losungsmittelkontrolle, die hochste
Konzentration des Referenzdstrogens (E2) (die auch als Indikator fur die nicht spezifische Bindung (NSB) dient), die
Pufferkontrolle, drei Inkubationen fiir jede der acht Konzentrationen der Nicht-Binder-Kontrolle (Octyltriethoxysilan),
die 7 geringeren Konzentrationen des Referenzostrogens (E2), die 8 Konzentrationen des schwachen Binders und die
8 Konzentrationen der einzelnen Priifchemikalien (TC) vorbereitet. Ein Beispiel fiir die Gestaltung des Plattendia-
gramms fur die vollstindigen Konzentrationskurven des Referenzostrogens und die Kontrollen ist Tabelle 4 zu
entnehmen. Fir die Priifchemikalie werden weitere Mikrotiterplatten verwendet; diese Platten sollten Plattenkontrol-
len, d. h. (i) eine hohe (maximale Verdringung) und eine mittlere Konzentration (etwa die IC5,-Konzentration) von
E2 sowie des schwachen Binders (dreifach) und (i) eine Losungsmittelkontrolle (als Gesamtbindung) und eine nicht
spezifische Bindung (jeweils sechsfach), umfassen (Tabelle 5). Ein Beispiel fiir die Anordnung auf einer Mikrotiter-
platte fir einen Assay zur Untersuchung konkurrierender Bindungen mit drei unbekannten Priifchemikalien ist
Anlage 3.3 zu entnehmen. Die auf dem Arbeitsblatt und in den Tabellen 4 und 5 genannten Konzentrationen
sind die Endkonzentrationen in den jeweiligen Assay-Wells. Die maximale E2-Konzentration betragt 1x10~7 M. Fiir
den schwachen Binder ist die hochste Konzentration zu verwenden, die auch fiir den schwachen Binder auf Platte 1
verwendet wurde. Die IC;y-Konzentration wird vom Labor anhand der Datenbank mit historischen Kontrollen des
Labors bestimmt. Dieser Wert sollte sich in etwa mit dem in der Validierungsstudie ermittelten Wert decken (siehe
Tabelle 1).

Tabelle 4

Anordnung der Mikrotiterplatte fiir einen Assay zur Untersuchung konkurrierender Bindungen () (9),
vollstindige Konzentrationskurven fiir das Referenzostrogen und die Kontrollen (Platte 1).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Pufferkl(zglti(;gleleu&dz )Positiv- Schwach pozi;ie\{) (Norethyno- Negativkontrolle (OTES) TB und NSB

A | Blindkontrolle (¥) 1x107° M 1x10710 M TB (Losungsmittelkontrolle)
(2,05 % DMSO)

B | E2 (1x107!' M) 1x108 M 1x1077 M

C |E2 (1x107'9 M) 1x107° M 1x1078 M NSB (107% M E2)

D |E2 (1x107%° M) 1x107 M 1x107 M

E |E2 (1x107° M) 1x107%° M 1x107° M Pufferkontrolle

F |E2 (1x107%° M) 1x107° M 1x107° M

G |E2 (1x107% M) 1x107° M 1x107* M Blindkontrolle (fiir warme
Wells) (**)

H |E2 (1x107 M) 1x107%° M 1x107° M

(") Probe fiir die bei jedem Versuch mitzufithrende Standard-Mikrotiterplatte.

(3 Diese Mikrotiterplatte wird mit den fir die Standards in den vorstehenden Abschnitten beschriebenen Verdiinnungen auf der Ver-
diinnungsplatte vorbereitet.
Bei diesem Beispiel wird Norethinodrel (NE) als schwacher Binder verwendet.

(*) Leer, Well nicht verwendet.

(**) Blindkontrolle bei der Inkubation nicht verwendet; Verwendung aber zur Bestitigung der insgesamt zugesetzten Radioaktivitit.
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Tabelle 5

Anordnung der Mikrotiterplatte fiir einen Assay zur Untersuchung konkurrierender Bindungen, weitre Platten

fiir Priifchemikalien (TC) und Plattenkontrollen.

10 11 12

Priifchemikalie 1 (TC-1)

Priifchemikalie 2 (TC-2)

Priifchemikalie 3 (TC-3)

Kontrollen

A | TC-1 (1x10719 M)

TC-2 (1x1071% M)

TC-3 (1x1071% M)

E2 (1x10-M)

B | TC-1 (1x107° M)

TC-2 (1x107° M)

TC-3 (1x107 M)

E2 (ICs)

C | TC-1 (1x10°8 M)

TC-2 (1x1078 M)

TC-3 (1x1078 M)

NE (1x107%°)

D | TC-1 (1x1077 M)

TC-2 (1107 M)

TC-3 (1107 M)

NE (ICs,)

E | TC-1 (1x107° M)

TC-2 (1x107% M)

TC-3 (1x107% M)

F | TC-1 (1x107° M)

TC-2 (1x107° M)

TC-3 (1x107° M)

NSB (10° M E2)

G| TC-1 (1x107* M)

TC-2 (1x107* M)

TC-3 (1x107* M)

H | TC-1 (1x107> M)

TC-2 (1x1073 M)

TC-3 (1x107 M)

TB (Losungsmittelkontrolle)

Bei diesem Beispiel wird Norethinodrel (NE) als schwacher Binder verwendet.

Abschluss des Assays zur Ermittlung konkurrierender Bindungen

37. Mit Ausnahme der Wells zur Ermittlung der Gesamtbindung und zur Priifung der Blindkontrollen (fir warme Wells)
(siche Tabelle 6) sollten in jedes Well 50 pl des Assay-Puffer:s gegeben und mit 10 pl der Losungsmittelkontrolle, des
Referenzostrogens (E2), des schwachen Binders, des Nicht-Binders und der Priifchemikalien bzw. mit 10 pl einer 5-
nM-[*H]-17B-Estradiollésung gemischt werden. AnschlieRend werden 30 pl der eiskalten Rezeptorlosung zu den
Platten gegeben und vorsichtig gemischt. Als letztes Reagens ist die hrERa-Losung hinzuzugeben. Die Assay-Mikro-

titerplatten sollten 2 Stunden bei Raumtemperatur (22-28 °C) inkubiert werden.

Tabelle 6

Volumina der Elemente des hrER-Assays zur Ermittlung konkurrierender Bindungen auf den Mikrotiterplatten

Wells mit Aus- Blindkontrolle
Vorbereitungsschritte TB-Wells (fur warme
nahme der TB-Wells
Wells)
Volumen der Bestandteile | Assay-Puffers bei Raumtemperatur 50 ul 60 pl 90 pl
fur die genannten Reakti-
ons-Wells und Reihenfolge nicht markierten E2, des schwachen 10 pl - -
der Zugabe des ... Binders, des Nicht-Binders, des Lo-
sungsmittels und der Priifchemika-
lien (*)
[3H]-17p-Estradiols zur Herstellung 10 pl 10 pl 10 pl
einer Endkonzentration von 0,5 nM
(d. h. 5 nM)
der ermittelten hrERa-Konzentration 30 pl 30 pl -
(Nummern 12 und 13)
Gesamtvolumen in den einzelnen Assay-Wells 100 ul 100 pl 100 ul

(*) Ordnungsgemif8 so zubereitet, dass sich eine Endkonzentration im Bereich der akzeptablen Losungsmittelkonzentration ergibt.
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38. Nach der Trennung des an den hrERa gebundenen [*H]-17p-Estradiols von dem freien [*H]-17B-Estradiol durch
Zugabe von 100 pl kalter DCC-Suspension zu jedem einzelnen Well wie in den Nummern 21-23 in Anlage 3 fir
den Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung beschrieben, wird anschlieend die Bindung von [*H]-17B-Estradiol
an den hrERa quantifiziert.

39. Die Wells G10-12 und H10-12 (in Tabelle 4 als Blindkontrollen (fiir warme Wells) gekennzeichnet) geben Aufschluss
{iber die Zerfallsereignisse pro Minute (DPM) des markierten [*H]-Estradiols in einer Aliquote von 10 pl. Die Aliquote
von 10 pl wird unmittelbar in die Szintillationsfliissigkeit gegeben.

Akzeptanzkriterien
Assay zur Ermittlung der Sdttigungsbindung

40. Die spezifische Bindungskurve sollte mit zunehmenden Konzentrationen des [*H]-17p-Estradiols (soweit verwendet)
ein Plateau erreichen. Dieses Plateau zeigt, dass der hrERa mit dem Liganden gesittigt wurde.

41. Die spezifische Bindung bei 0,5 nM [H]-17p-Estradiol sollte im akzeptablen Bereich von 30-50 % des Durchschnitts
der insgesamt gemessenen Radioaktivitit liegen, um die sich die Radioaktivitit in allen Priifliufen erhoht hat.
Gelegentliche geringfiigige Uber- oder Unterschreitungen dieses Bereichs sind akzeptabel. Wenn Priifldufe aber durch-
gingig auflerhalb dieses Bereichs liegen bzw. wenn ein bestimmter Priiflauf erheblich aulerhalb dieses Bereichs liegt,
sollte die Proteinkonzentration angepasst und der Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung wiederholt werden.

42. Aus den Daten sollte sich ein lineares Scatchard-Diagramm ergeben.

43. Die nicht spezifische Bindung sollte nicht tiberhoht sein. In der Regel sollte der Wert der nicht spezifischen Bindung
weniger als 35 % der Gesamtbindung betragen. Diese Grenze kann jedoch in Einzelfillen tiberschritten werden, wenn
bei der niedrigsten Konzentration des gepriiften 17f-Estradiols sehr wenige Zerfallsereignisse pro Minute gemessen
werden.

Assay zur Ermittlung konkurrierender Bindungen

44. Zunehmende Konzentrationen nicht markierten 17f-Estradiols sollten [*H]-17f-Estradiol aus dem Rezeptor verdrin-
gen; die Verdringung sollte im Einklang mit einer konkurrierenden Bindung an einer einzigen Bindungsstelle stehen.

45. Der 1C5-Wert des Referenzéstrogens (17B-Estradiol) sollte in etwa mit der molaren Konzentration von [*H]-17p-
Estradiol zuziiglich der im Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung berechneten Dissoziationskonstante (Kg)
tibereinstimmen.

46. Die spezifische Gesamtbindung sollte einheitlich im akzeptablen Bereich von 40 + 10 % liegen, wenn die gemessene
durchschnittliche Konzentration, um die sich die Radioaktivitit in jedem einzelnen Well erhoht hat, im Verlauf der
Priifliufe bei 0,5 nM lag. Gelegentliche geringfiigige Uber- oder Unterschreitungen dieses Bereichs sind akzeptabel.
Wenn Priifliufe aber durchgingig auflerhalb dieses Bereichs liegen bzw. wenn ein bestimmter Priiflauf erheblich
auflerhalb dieses Bereichs liegt, sollte die Proteinkonzentration angepasst werden.

47. Das Losungsmittel darf keinen Einfluss auf die Empfindlichkeit oder die Reproduzierbarkeit des Assays haben. Die
Ergebnisse der Losungsmittelkontrolle werden mit der Pufferkontrolle verglichen, um sicherzustellen, dass das ver-
wendete Losungsmittel das Assay-System nicht beeintrichtigt. Die Ergebnisse fiir die Gesamtbindung (TB) und die
Pufferkontrolle sollten vergleichbar sein, wenn das Losungsmittel den Assay nicht beeinflusst.

48. Bei Priifungen mit bis zu 107> M (OTES) bzw. 10 M (DBP) darf der Nicht-Binder nicht mehr als 25 % des [*H]-17p-
Estradiols vom hrERa verdrangen.
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49. Aufgrund von Daten der Studie zur Validierung des CERI-Bindungsassays mit hrER wurden Leistungskriterien fiir das
Referenzostrogen und zwei schwache Binder (z. B. Norethynodrel und Norethindron) entwickelt (Anhang N in (2)).
Fiir den Mittelwert + SD (n) aller Kontrolldurchldufe in den vier an der Validierungsstudie beteiligten Labors werden
95-%-Konfidenzintervalle angegeben. 95-%-Konfidenzintervalle wurden fiir die Parameter zur Kurvenanpassung
(Hochstwert, Mindestwert, Hillslope und log ICsg) fiir das Referenzostrogen und fiir schwache Binder sowie fiir
log;y RBA der schwachen Binder bezogen auf das Referenzostrogen berechnet. Tabelle 1 enthilt die erwarteten
Spannen der Kurvenanpassungsparameter, die als Leistungskriterien verwendet werden konnen. In der Praxis kann die
IC54-Spanne je nach der im Versuch ermittelten Ky der Rezeptorzubereitung und der Ligandenkonzentration fiir den
Assay leicht variieren.

50. In Anbetracht der grofen Anzahl potenzieller Priifchemikalien und der Unterschiede hinsichtlich der potenziellen
Affinititen und Ergebnisse (vollstindige Kurve, Teilkurve, keine Kurvenanpassung usw.) wurden keine Leistungs-
kriterien fiir die Kurvenanpassungsparameter der Priifchemikalien entwickelt. Die Ergebnisse der einzelnen Priiflaufe
sowie die Ergebnisse fir die einzelnen Priiffchemikalien sind jedoch einer fachlich qualifizierten Beurteilung zu
unterzichen. Um den Hochstwert der Kurve der konkurrierenden Bindungen (z. B. eine Bindungsquote von 90-
100 %) eindeutig zu ermitteln, sollte ein ausreichendes Spektrum an Konzentrationen der Priifchemikalie beriick-
sichtigt werden. Die Variabilitdt zwischen Wiederholungen bei den einzelnen Konzentrationen der Priifchemikalie
sowie zwischen den drei nicht gleichzeitigen Priifliufen sollte angemessen und wissenschaftlich vertretbar sein. Die
Kontrollen der einzelnen Priifldufe einer Priifchemikalie sollten sich im Bereich der Messungen der fiir diesen CERI-
Assay angegebenen Leistungen bewegen und mit historischen Kontrolldaten der jeweiligen Labors tibereinstimmen.

ANALYSE DER DATEN
Assay zur Ermittlung der Sittigungsbindung

51. Gemessen werden sowohl die Gesamtbindung als auch die nicht spezifische Bindung. Aufgrund dieser Werte wird die
spezifische Bindung bei zunehmenden Konzentrationen von [*H]-17f-Estradiol unter Gleichgewichtsbedingungen
ermittelt, indem die nicht spezifische Bindung von der Gesamtbindung abgezogen wird. In der grafischen Darstellung
der spezifischen Bindung im Vergleich zur Konzentration von [*H]-17f-Estradiol sollte sich bei der maximalen
spezifischen Konzentration ein Plateau als Bestitigung fiir die erfolgte Sittigung des hrERa mit [*H]-17B-Estradiol
ergeben. AuRerdem sollte in der Analyse der Daten die Bindung des [*H]-17f-Estradiols an eine einzelne Bindungs-
stelle mit hoher Affinitit dokumentiert werden. Die nicht spezifische Bindung, die Gesamtbindung und die spezi-
fische Bindung sind auf einer Sittigungskurve darzustellen. Dariiber hinaus sollte eine nicht lineare Regressions-
analyse (z. B. mit BioSoft; McPherson, 1985; Motulsky, 1995) vorgenommen werden. Die ermittelten Daten sind in
einem endgiiltigen Scatchard-Diagramm darzustellen.

52. Bei der Analyse sind B, und Ky ausschlieBlich anhand der Daten zur Gesamtbindung zu ermitteln. Dabei ist von
einem linearen Verlauf der nicht spezifischen Bindung auszugehen. Ansonsten ist eine Begriindung fur eine ander-
weitige Vorgehensweise anzugeben. Ferner sollte eine robuste Regression zur Ermittlung der Best-Fit-Werte vor-
genommen werden, sofern nicht eine Begriindung fiir ein anderweitiges Vorgehen angegeben wird. Die gewdhlte
Methode fiir die Durchfithrung der robusten Regression ist anzugeben. Bei der Ermittlung von B,,, und K, aufgrund
von Daten zur Sittigungsbindung ist immer eine Korrektur aufgrund des Ligandenabbaus vorzunehmen (z. B. nach
der Methode von Swillens 1995).

Assay zur Ermittlung konkurrierender Bindungen

53. Die Kurve zur Darstellung konkurrierender Bindungen wird als spezifische Bindung von [*H]-17B-Estradiol im
Vergleich zur Konzentration (log;,-Stufen) des Bindungskonkurrenten dargestellt. Die Konzentration der Priifche-
mikalie, die die maximale spezifische Bindung von [*H]-17p-Estradiol um 50 % hemmt, wird als IC5,-Wert bezeich-
net.

54. Schitzungen der log(IC;50)-Werte der positiven Kontrollen (z. B. Referenzdstrogen und ein schwacher Binder) sollten
mit einer geeigneten Software zur nicht linearen Kurvenanpassung fiir eine Hill-Gleichung mit 4 Parametern (z. B.
BioSoft; McPherson, 1985; Motulsky, 1995) vorgenommen werden. Die Hochstwerte, die Mindestwerte, die Hillslope-
Werte und die log(ICs50)-Werte sollten bei der Anpassung dieser Kurven allgemein nicht beschrankt werden. Zur
Ermittlung der Best-Fit-Werte sollte eine robuste Regression vorgenommen werden, sofern nicht eine Begriindung fiir
ein anderweitiges Vorgehen angegeben wird. Eine Korrektur aufgrund des Ligandenabbaus sollte nicht vorgenommen
werden. Nach der Ausgangsanalyse sollte jede einzelne Bindungskurve nochmals gepriift werden, um eine angemes-
sene Anpassung an das Modell sicherzustellen. Die relative Bindungsaffinitit (RBA) des schwachen Binders sollte als
Prozentanteil von log (ICsp) fiir den schwachen Binder bezogen auf log (ICs() fur 17p-Estradiol berechnet werden.
Die Ergebnisse der Positivkontrollen und der Nicht-Binder-Kontrolle sind anhand der Kriterien fiir die Leistungsfahig-
keit des Assays (Nummern 44-49 in Anlage 3) zu bewerten.
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55. Die Daten aller Priifchemikalien werden schrittweise analysiert, um eine angemessene Vorgehensweise und eine
korrekte Einstufung der einzelnen Kurven zum konkurrierenden Bindungsverhalten sicherzustellen. Fiir jeden Priiflauf
einer Priifchemikalie sollte zunichst eine standardisierte Datenanalyse nach dem Verfahren vorgenommen werden,
das auch zur Analyse der Kontrollen mit dem Referenzdstrogen und dem schwachen Binder durchgefihrt wird
(Nummer 54 in Anlage 3). Nach dieser Analyse sollten die Parameter zur Kurvenanpassung fachlich gepriift werden;
auflerdem sollte gepriift werden, in welchem Umfang die Daten mit der erzeugten Kurve der konkurrierenden
Bindungen iibereinstimmen. Bei dieser fachlichen Priifung sind die Feststellung eines konzentrationsabhingigen
Riickgangs der prozentualen spezifischen Bindung von [*H]-17p-Estradiol, eine geringe Variabilitit der technischen
Wiederholungen bei den einzelnen Priifchemikalienkonzentrationen und die Konsistenz der Anpassungsparameter bei
den drei Priifliufen gute Indikatoren fiir die ordnungsgemifle Durchfilhrung des Assays und der Datenanalysen.

Datenauswertung

56. Sofern alle Akzeptanzkriterien erfilllt sind, wird eine Priifchemikalie als Binder fiir den hrERa betrachtet, wenn eine
Bindungskurve angepasst werden kann und der niedrigste Punkt auf der Reaktionskurve im Datenbereich bei weniger
als 50 % liegt (Abbildung 1).

57. Unter der Voraussetzung, dass alle Akzeptanzkriterien erfiillt sind, gilt eine Priifchemikalie als Nicht-Binder fiir den
hrERa, wenn die folgenden Bedingungen gegeben sind:

— Eine Bindungskurve kann angepasst werden, und der niedrigste Punkt auf der angepassten Reaktionskurve inner-
halb des Datenbereichs liegt iiber 75 %, oder

— es kann keine Anpassung der Bindungskurve vorgenommen werden, und der niedrigste nicht korrigierte Durch-
schnittswert der prozentualen Bindung der Konzentrationsgruppen im Datenbereich liegt iiber 75 %.

58. Priifchemikalien werden als nicht eindeutig betrachtet, wenn keine der genannten Bedingungen erfiillt ist (z. B. wenn
der niedrigste Punkt auf der angepassten Reaktionskurve zwischen 76 und 51 % liegt).

Tabelle 7

Kriterien fiir eine Einstufung nach der Kurve des konkurrierenden Bindungsverhaltens bei einer Priifchemikalie

Einstufung Kriterien

Binder® Eine Bindungskurve kann angepasst werden.
Der niedrigste Punkt auf der Reaktionskurve im Datenbereich liegt bei weniger als 50 %.

Nicht-Binder ° Wenn eine Bindungskurve angepasst werden kann:

Der niedrigste Punkt auf der angepassten Reaktionskurve im Datenbereich liegt iiber 75 %.
Wenn keine Bindungskurve angepasst werden kann:

Der niedrigste nicht korrigierte Durchschnittswert der prozentualen Bindung der Konzen-
trationsgruppen im Datenbereich liegt iiber 75 %.

Nicht eindeutig® | Alle analysierbaren Priifldufe, bei denen die Priifchemikalie weder als Binder noch als Nicht-Binder
eingestuft wird (beispielsweise wenn der niedrigste Punkt auf der angepassten Reaktionskurve zwi-
schen 76 und 51 % liegt).
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Abbildung 1

Beispiele fiir die Einstufung von Priifchemikalien anhand der Kurve der konkurrierenden Bindungen
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59. Mehrere in einem Labor mit einer Priifchemikalie durchgefiihrte Priifliufe werden unter Zuweisung von nummeri-
schen Werten zu den einzelnen Priifliufen und unter Ermittlung des Durchschnitts der Priifliufe durchgefiihrt (siche
Tabelle 8). Die Ergebnisse der kombinierten Priifliufe in den einzelnen Labors werden mit der erwarteten Einstufung
der einzelnen Priifchemikalien verglichen.

Tabelle 8

Methode zur Einstufung von Priifchemikalien aufgrund mehrerer Priifliufe in einem Labor

Zuweisung eines Wertes zu einem Priiflauf:

Einstufung Numerischer Wert

Binder 2

Nicht eindeutig 1

Nicht-Binder 0

Einstufung des durchschnittlichen numerischen Werts fiir mehrere Prifliufe:

Einstufung Numerischer Wert

Binder Durchschnitt > 1,5

Nicht eindeutig 0,5 < Durchschnitt < 1,5

Nicht-Binder Durchschnitt > 0,5
PRUFBERICHT

60. Siche Nummer 24 im Abschnitt ,ELEMENTE DES hrER-BINDUNGSASSAYS* fiir diese Priifmethode.
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Anlage 3.1
BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

[PH]E2: 17B-Estradiol mit Tritium radioaktiv markiert.

Assay-Puffer: 10 mM Tris-HCl, pH 7,4, mit 1 mM EDTA, 1mM EGTA, 1 mM NaVO3, 10 % Glycerin, 0,2 mM
Leupeptin, 1 mM Dithiothreitol und 10 mg/ml Rinderseriumalbumin.

DCC: Dextranbeschichtete Aktivkohle.

E2: Nicht markiertes 17f-Estradiol (inert).

hrERa: Humaner rekombinanter Ostrogenrezeptor alpha (Lingandenbindungs-Domane).

Priiflauf: Fine vollstindige Reihe gleichzeitig zu priifender Mikrotiterplatten-Wells, denen alle Informationen zu entneh-
men sind, die zur Charakterisierung der Bindung einer Priifchemikalie an den hrERa benétigt werden (d. h. insgesamt
zum Well hinzugegebenes [*H]-17f-Estradiol, maximale Bindung von [*H]-17B-Estradiol an den hrERa, nicht spezifische
Bindung und Gesamtbindung bei verschiedenen Konzentrationen der Priifchemikalie). Ein Priiflauf kann bereits aus einem
einzigen Well (d. h. einer einzigen Wiederholung) pro Konzentration bestehen. Da nach diesem Protokoll jedoch eine
dreifache Untersuchung vorzunehmen ist, umfasst ein Priiflauf drei Wells pro Konzentration. Aulerdem sind nach diesem
Protokoll drei unabhingige (d. h. nicht gleichzeitige) Priifldufe pro Chemikalie vorzunehmen.

Wiederholung (Replikat): Eines von mehreren Wells mit denselben Inhalten in denselben Konzentrationen, die in einem
einzelnen Priiflauf gleichzeitig untersucht werden. Bei diesem Protokoll wird jede Konzentration der Priifchemikalie
dreimal gepriift, d. h. je Konzentration der Priifchemikalie werden drei Wiederholungen gleichzeitig untersucht.
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Anlage 3.2
ANORDNUNG DER WELLS BEIM ASSAY ZUR ERMITTLUNG KONKURRIERENDER BINDUNGEN
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S A3 3 Blindkontrol- BK BK3 — — — — — — —
le
S B1 1 kaltes E2 S S1 1,010 30 50 10 10 100 1,0E 1!
S B2 2 kaltes E2 S S1 1,010 30 50 10 10 100 1,0E 1!
S B3 3 kaltes E2 S S1 1,010 30 50 10 10 100  1,0E-11
S C1 1 kaltes E2 S S2 1,0 30 50 10 10 100 1,0E°10
S 2 2 kaltes E2 S S2 1,0E° 30 50 10 10 100 1,010
S C3 3 kaltes E2 S S2 1,0 30 50 10 10 100 1,0E10
S D1 1 kaltes E2 S S3 3,16E7 30 50 10 10 100 3 2E10
S D2 2 kaltes E2 S S3 3,16E7° 30 50 10 10 100 3,2F10
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S D3 3 kaltes E2 S S3 3,16E7 30 50 10 10 100 3,210
S El 1 kaltes E2 S S4 1,08 30 50 10 10 100 1,0E”
S E2 2 kaltes E2 S S4 1,08 30 50 10 10 100 1,087
S E3 3 kaltes E2 S S4 1,088 30 50 10 10 100 1,0E”
S F1 1 kaltes E2 S S5 3,16E8 30 50 10 10 100 3,2E7°
S F2 2 kaltes E2 S S5 3,16E8 30 50 10 10 100 3,2E7
S F3 3 kaltes E2 S S5 3,16E8 30 50 10 10 100 3,2E7
S Gl 1 kaltes E2 S S6 1,0E7 30 50 10 10 100 1,08
S G2 2 kaltes E2 S S6 1,0E7 30 50 10 10 100 1,0E8
S G3 3 kaltes E2 S S6 1,0E7 30 50 10 10 100 1,08
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S A4 1 Norethyno-  NE WP1 1,0E® 30 50 10 10 100 1,0E”
drel
S A5 2 Norethyno-  NE WP1 1,0E® 30 50 10 10 100 1,0E°
drel
S A6 3 Norethyno-  NE WP1 1,0E® 30 50 10 10 100 1,0E”
drel
S B4 1 Norethyno-  NE WP2 1,0E7 30 50 10 10 100 1,08
drel
S B5 2 Norethyno-  NE WP2 1,0E7 30 50 10 10 100 1,0E8
drel
S B6 3 Norethyno-  NE WP2 1,0E7 30 50 10 10 100 1,0E3
drel
S C4 1 Norethyno-  NE WP3 3,16E7 30 50 10 10 100 3,2E°8
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S C5 2 Norethyno-  NE WP3 3,16E7 30 50 10 10 100 3,268
drel
S C6 3 Norethyno-  NE WP3 3,16E7 30 50 10 10 100 3,268
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drel
S D5 2 Norethyno-  NE WP4 1,0E® 30 50 10 10 100 1,0E7
drel
S D6 3 Norethyno-  NE WP4 1,0E® 30 50 10 10 100 1,0E7
drel
S E4 1 Norethyno-  NE WP5 3,16E® 30 50 10 10 100 3,2E7

drel
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S ES 2 Norethyno-  NE WP5 3,16E° 30 50 10 10 100 3,2E7
drel
S E6 3 Norethyno-  NE WP5 3,16E° 30 50 10 10 100 3,2E7
drel
S F4 1 Norethyno-  NE WP6 1,0E° 30 50 10 10 100 1,0E®
drel
S F5 2 Norethyno-  NE WP6 1,07 30 50 10 10 100 1,0E®
drel
S F6 3 Norethyno-  NE WP6 1,0E° 30 50 10 10 100 1,0E®
drel
S G4 1 Norethyno-  NE WP7 3,16E° 30 50 10 10 100 3,2E-6
drel
S G5 2 Norethyno-  NE WP7 3,16E° 30 50 10 10 100 3,2E-6
drel
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drel
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S A7 1 OTES N OTES1 1,0E” 30 50 10 10 100 1,010
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S F8 2 OTES N OTES6 1,0E* 30 50 10 10 100 1,0E°
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S G9 3 OTES N OTES7 1,083 30 50 10 10 100 1,0E*
S H7 1 OTES N OTESS- 1,0E2 30 50 10 10 100 1,083
DBP7
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S Al10 1 Gesamtbin- TB TB1 — 30 60 10 — 100 —
dung
S All 2 Gesamtbin-  TB TB2 — 30 60 10 — 100 —
dung
S Al12 3 Gesamtbin- TB TB3 — 30 60 10 — 100 —
dung
S B10 4 Gesamtbin- TB TB4 — 30 60 10 — 100 —

dung
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S B11 5 Gesamtbin- TB TB5 — 30 60 10 100 —
dung
S B12 6  Gesamtbin-  TB TB6 — 30 60 10 — 100 —
dung
S C10 1 kaltes E2 NSB S1 1,0E7 30 50 10 10 100 1,0E®
(hoch)
S C11 2 kaltes E2 NSB S2 1,0E° 30 50 10 10 100 1,0E°
(hoch)
S C12 3 kaltes E2 NSB S3 1,0E° 30 50 10 10 100 1,0E¢
(hoch)
S D10 4 kaltes E2 NSB S4 1,0E7 30 50 10 10 100 1,0E®
(hoch)
S D11 5 kaltes E2 NSB S5 1,0E° 30 50 10 10 100 1,0E¢
(hoch)
S D12 6 kaltes E2 NSB S6 1,0E7 30 50 10 10 100 1,0E®
(hoch)
S E10 1 Pufferkon- PK PK1 — — 100 — — 100 —
trolle
S El1 2 Pufferkon- PK PK2 — — 100 — — 100 —
trolle
S E12 3 Pufferkon- PK PK3 — — 100 — — 100 —
trolle
S F10 4 Pufferkon- PK PK4 — — 100 — — 100 —
trolle
S F11 5  Pufferkon- PK PK5 — — 100 — — 100 —
trolle
S F12 6  Pufferkon- PK PK6 — — 100 — — 100 —
trolle
S Glo(m 1 Blindkon- ~ War- H1 — 90 — 10 — 100 —
trolle (fiir m
warme
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P1 Al 1 Unbekannt 1 Ul 1 1,08 30 50 10 10 100 1,010
P1 A2 2 Unbekannt 1 Ul 1 1,0 30 50 10 10 100 1,0E°10
P1 A3 3 Unbekannt 1 U1 1 1,07 30 50 10 10 100 1,0E°10
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P1 2 2 Unbekannt 1 Ul 3 1,0E7 30 50 10 10 100 1,08
P1 C3 3 Unbekannt 1 Ul 3 1,07 30 50 10 10 100 1,0E8
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Anlage 4

HINWEISE ZUR ANALYSE DER DATEN AUS DEM hrER-ASSSAY ZUR ERMITTLUNG KONKURRIERENDER BINDUNGEN

1. Mit dem hrERa-Assay zur Ermittlung konkurrierender Bindungen wird die Bindung von [*H]-17B-Estradiol einer
einzelnen Konzentration bei zunehmenden Konzentrationen einer Priifchemikalie gemessen. Die Kurve zur Dar-
stellung konkurrierender Bindungen wird als spezifische Bindung von [*H]-17f-Estradiol im Vergleich zur Konzen-
tration (log;o-Stufen) des Bindungskonkurrenten dargestellt. Die Konzentration der Priifchemikalie, die die maximale
spezifische Bindung von [*H]-17f-Estradiol um 50 % hemmt, wird als ICs,, bezeichnet.

Analyse der Daten zum Referenzostrogen und zum schwachen Binder (1)

2. Daten aus den Priifliufen mit den Kontrollen werden fiir weitere Analysen umgewandelt (prozentuale [*H]-17-
Estradiol-spezifische Bindung und Log-Konzentration der Kontrollchemikalie). Schitzungen der log-(IC;,)-Werte der
positiven Kontrollen (z. B. Referenzdstrogen und ein schwacher Binder) sollten mit einer geeigneten Software zur
nicht linearen Kurvenanpassung fiir eine Hill-Gleichung mit 4 Parametern (z. B. BioSoft; GraphPad Prism) vorgenom-
men werden (2). Die Hochstwerte, die Mindestwerte, die Hillslope-Werte und die log-(IC50)-Werte brauchen bei der
Anpassung dieser Kurven allgemein nicht beschrinkt zu werden. Zur Ermittlung der Best-Fit-Werte sollte eine robuste
Regression vorgenommen werden, sofern nicht eine Begriindung fiir ein anderweitiges Vorgehen angegeben wird. Die
gewihlte Methode fur die Durchfithrung der robusten Regression ist anzugeben. Beim FW- und beim CERI-hrER-
Assay waren Korrekturen fiir den Ligandenabbau nicht erforderlich; solche Korrekturen konnen aber ggf. in Betracht
gezogen werden. Nach der Ausgangsanalyse sollte jede einzelne Bindungskurve nochmals gepriift werden, um eine
angemessene Anpassung an das Modell sicherzustellen. Die relative Bindungsaffinitit (RBA) des schwachen Binders
kann als Prozentanteil von log (ICs) fur den schwachen Binder bezogen auf log (IC5) fiir 17f-Estradiol berechnet
werden. Die Ergebnisse der Positivkontrollen und der Nicht-Binder-Kontrolle sollten anhand von Parametern fiir die
Leistungsfihigkeit des Assays sowie aufgrund von Akzeptanzkriterien bewertet werden. Im Zusammenhang mit dieser
Priifmethode (Nummer 20), in Anlage 2 (FW-Assay, Nummern 41-51) und in Anlage 3 (CERI-Assay, Nummern 41-
51) wurden Beispiele fiir solche Akzeptanzkriterien genannt. Abbildung 1 enthilt Beispiele aus 3 Priifliufen mit dem
Referenzostrogen und dem schwachen Binder.

Abbildung 1

Beispiele fiir Kurven konkurrierender Bindungen fiir das Referenzostrogen un die Kontrolle mit dem schwachen
Binder
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Analyse der Daten zu den Priifchemikalien

3. Die Daten aller Priifchemikalien werden schrittweise analysiert, um eine angemessene Vorgehensweise und eine
korrekte Einstufung der einzelnen Kurven zum konkurrierenden Bindungsverhalten sicherzustellen. Fiir jeden Priiflauf
einer Priifchemikalie sollte zundchst eine standardisierte Datenanalyse nach dem Verfahren vorgenommen werden,
das auch zur Analyse der Kontrollen mit dem Referenzdstrogen und dem schwachen Binder durchgefiihrt wird. Nach
dieser Analyse sollten die Parameter zur Kurvenanpassung fachlich gepriift werden; auferdem sollte gepriift werden,
in welchem Umfang die Daten mit der erzeugten Kurve der konkurrierenden Bindungen iibereinstimmen. Bei dieser
fachlichen Priifung sind die Feststellung eines konzentrationsabhingigen Riickgangs der prozentualen spezifischen
Bindung von [*H]-17p-Estradiol, eine geringe Variabilitit der technischen Wiederholungen bei den einzelnen Che-
mikalienkonzentrationen und die Konsistenz der Anpassungsparameter bei den drei Priifliufen gute Indikatoren fiir
die ordnungsgemifSe Durchfithrung des Assays und der Datenanalysen. Die Ergebnisse der einzelnen Priifliufe mit
einer Priifchemikalie sollten einer fachlichen Bewertung unterzogen werden, und die zur Einstufung der einzelnen
Priifchemikalien als Binder oder als Nicht-Binder verwendeten Daten sollten wissenschaftlich fundiert sein.

4.  Gelegentlich liegen moglicherweise Daten vor, die besondere Aufmerksamkeit erfordern, wenn angemessene Analysen
und Auswertungen der Daten zu hrER-Bindungen sichergestellt werden sollen. In fritheren Studien wurden Fille
festgestellt, in denen die Analyse und die Auswertung von Daten zur Bindung an konkurrierende Rezeptoren durch
eine Zunahme der prozentualen spezifischen Bindung bei den hochsten Konzentrationen der betreffenden Priifche-
mikalien erschwert werden (Abbildung 2). Dieses Problem ist hinlinglich bekannt und wurde bei der Verwendung
von Protokollen fiir mehrere Assays zur Untersuchung konkurrierender Rezeptorbindungen deutlich (3). In diesen
Fillen wird eine konzentrationsabhingige Reaktion bei niedrigeren Konzentrationen festgestellt; wenn sich die Kon-
zentration der Priifchemikalie jedoch der Loslichkeitsgrenze nahert, nimmt die Verdringung von [*H]-17B-Estradiol
nicht mehr weiter ab. In diesen Fillen deuten die Daten bei den hoheren Konzentrationen darauf hin, dass die
biologische Grenze des Assays erreicht ist. Hiufig hingt dieses Phdnomen damit zusammen, dass Chemikalien bei
hohen Konzentrationen nicht mehr 16slich sind und sich niederschlagen. Aufferdem kann dies darauf zuriickzufiihren
sein, dass die Kapazitit der dextranbeschichteten Aktivkohle zur Bindung des ungebundenen radioaktiv markierten
Liganden wiahrend des Trennverfahrens bei den hochsten Chemikalienkonzentrationen iiberschritten wird. Wenn die
betreffenden Datenpunkte bei der Anpassung der Daten zu konkurrierenden Bindungen an eine Sigmoidkurve
beibehalten werden, kann es zu Fehleinstufungen des Potenzials der jeweiligen Chemikalien fiir ER-Bindungen
kommen (Abbildung 2). Um dies zu vermeiden, sieht das Protokoll des FW- und des CERI-Bindungsassays mit
dem hrER die Moglichkeit vor, Datenpunkte aus den Analysen auszuschlieen, bei denen der Mittelwert der Wieder-
holungen fiir die prozentuale [*H]-17p-Estradiol-spezifische Bindung um mindestens 10 % iiber dem Mittelwert bei
einer niedrigeren Konzentration liegt. (Diese Regel wird allgemein als 10-%-Regel bezeichnet.) Bei jeder Kurve kann
diese Regel nur einmal angewendet werden. Auflerdem ist eine Anwendung nur dann moglich, wenn Daten fiir
mindestens 6 weitere Konzentrationen verbleiben, damit die Kurve korrekt eingestuft werden kann.

Abbildung 2

Beispiele fiir die Kurven konkurrierender Binder mit und ohne Anwendung der 10-%-Regel
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5. Ob es angemessen ist, die 10-%-Regel zur Korrektur dieser Kurven anzuwenden, sollte sorgfaltig gepriift werden. Die
Anwendung sollte auf die Fille beschrinkt werden, in denen starke Anhaltspunkte fiir das Vorliegen eines hrER-
Binders vorliegen. Bei der Durchfithrung von Versuchen fiir die Studie zur Validierung des FW-hrER-Bindungsassays
wurde festgestellt, dass die 10-%-Regel manchmal nicht beabsichtigte und unvorhergesehene Folgen hatte. Chemika-
lien, bei denen keine Wechselwirkung mit dem Rezeptor auftrat (d. h. echte Nicht-Binder), zeigten hiufig eine
Variabilitdt von mehr als 10 % tiber das Spektrum der gepriiften Konzentrationen, wenn der Wert der Radioligan-
den-Bindung bei nahe 100 % lag. Wenn der niedrigste Wert bei einer niedrigen Konzentration auftrat, konnten nach
der 10-%-Regel die Daten aller hoheren Konzentrationen aus der Analyse moglicherweise geloscht werden. Allerdings
konnten die Daten auch dieser Konzentrationen hilfreich fur die Einstufung der betreffenden Chemikalie als Nicht-
Binder sein. Abbildung 3 enthilt Beispicle, bei denen die Anwendung der 10-%-Regel nicht angemessen wire.

Abbildung 3

Beispiele fiir Daten konkurrierender Binder, bei denen eine Anwendung der 10-%-Regel nicht angemessen wiire

Beispiel A, Anwendung der 10-%-Regel
1204 nicht angemessen
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Beispiel B, Anwendung der 10-%-Regel
1204 nicht angemessen
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