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(Muut kuin lainsddtamisjarjestyksessd hyviksyttavat saddokset)

ASETUKSET

KOMISSION ASETUS (EU) N:o 640/2012,
annettu 6 piivini heinikuuta 2012,

testimenetelmien vahvistamisesta kemikaalien rekisterdinnistd, arvioinnista, lupamenettelyisti ja

rajoituksista (REACH) annetun Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY) N:o 19072006

nojalla annetun asetuksen (EY) N:o 440/2008 muuttamisesta sen mukauttamiseksi tekniikan
kehitykseen

(ETA:n kannalta merkityksellinen teksti)

EUROOPAN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan unionin toiminnasta tehdyn sopi-
muksen,

ottaa huomioon kemikaalien rekisterdinnistd, arvioinnista, lupa-
menettelyistd ja rajoituksista (REACH), Euroopan kemikaaliviras-
ton perustamisesta, direktiivin 1999/45/EY muuttamisesta sekd
neuvoston asetuksen (ETY) N:o 79393, komission asetuksen
(EY) N:o 1488/94, neuvoston direktiivin 76/769/ETY ja komis-
sion direktiivien 91/155[ETY, 93[67/ETY, 93/105/EY ja
2000/21/EY kumoamisesta 18 pdivini joulukuuta 2006 anne-
tun Euroopan parlamentin ja neuvoston asetuksen (EY)
N:o 1907/2006 (') ja erityisesti sen 13 artiklan 3 kohdan,

sekd katsoo seuraavaa:

()  Komission asetuksessa (EY) N:o 440/2008 (?) vahviste-
taan asetuksen (EY) N:o 1907/2006 soveltamiseksi kay-
tettdvit testimenetelmat, joilla méiritellddn aineiden fysi-
kaaliskemialliset ominaisuudet, myrkyllisyys ja myrkylli-
syys ympdristolle.

() On tarpeen muuttaa asetusta (EY) N:o 440/2008 OECD:n
hiljattain hyvaksymien uusien ja ajan tasalle saatettujen
vaihtoehtoisten testimenetelmien sisillyttdmiseksi sithen
ensisijaisen tirkednd pidettynd asiana, jotta koetarkoituk-
siin kdytettdvien eldinten madrdd voitaisiin vdhentdd

() EUVL L 396, 30.12.2006, s. 1.
() EUVL L 142, 31.5.2008, s. 1.

tieteellisiin tarkoituksiin kaytettivien eldinten suojelusta
22 pdivind syyskuuta 2010 annetun Euroopan parlamen-
tin ja neuvoston direktiivin 2010/63/EU (?) ja kokeisiin ja
muihin tieteellisiin tarkoituksiin kaytettavien eldinten
suojelua koskevien jdsenvaltioiden lakien, asetusten ja
hallinnollisten mairdysten lihentdmisestd 24 pdivina
marraskuuta 1986 annetun neuvoston direktiivin
86/609/ETY (*) mukaisesti. Sidosryhmid on kuultu tistd
sddadosluonnoksesta.

(3)  Sen vuoksi asetusta (EY) N:o 440/2008 olisi muutettava.

(4)  Tassd asetuksessa sdddetyt toimenpiteet ovat asetuksen
(EY) N:0 1907/2006 133 artiklalla perustetun komitean
lausunnon mukaiset,

ON HYVAKSYNYT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

Muutetaan asetuksen (EY) N:o 440/2008 liite timdn asetuksen
liitteen mukaisesti.

2 artikla

Tamd asetus tulee voimaan kolmantena péiviand sen jilkeen, kun
se on julkaistu Euroopan unionin virallisessa lehdessd.

() EUVL L 276, 20.10.2010, s. 33.
(4 EYVL L 358, 18.12.1986, s. 1.
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Tamd asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaisenaan kaikissa jasenval-
tioissa.

Tehty Brysselissd 6 péivand heinikuuta 2012.

Komission puolesta
Puheenjohtaja
José MANUEL BARROSO
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LIITE

Muutetaan asetuksen (EY) N:o 440/2008 liite seuraavasti:

1. Korvataan B.42 luku seuraavasti:

”B.42. IHOHERKISTYS: PAIKALLINEN IMUSOLMUKEMAARITYSMENETELMA

JOHDANTO

1.

Kemikaalien testausta koskevia OECD:n ohjeita ja niihin perustuvia EU:n testimenetelmia tarkistetaan sddannoéllisesti
tieteellisen kehityksen, muuttuvien sdintelytarpeiden ja eldinten hyvinvointiin liittyvien kysymysten perusteella.
Hiirten ihoherkistyksen maarittimisessd kdytettdva alkuperidinen testimenetelmi, paikallinen imusolmukemairitys-
menetelmd (Local Lymph Node Assay, LLNA; OECD:n testiohje 429; tdmdn liitteen B.42 luku), on hyviksytty
aiemmin (1). LLNA-menetelmin validointia koskevat yksityiskohtaiset tiedot ja sithen liittyvien tehtdvien arviointi
on julkaistu (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11). Ajan tasalle saatettu LLNA perustuu kokemusten ja tieteellisten
tietojen arviointiin (12). Tima on toinen menetelmd kemikaalien (aineiden ja seosten) ihoherkistyspotentiaalin
arvioimiseksi eldimilld. Toisessa testimenetelmdssd (OECD:n testiohje 406; timin liitteen B.6 luku) kdytetddn
marsutestejd, erityisesti marsuilla tehtdvdd maksimointitestid ja Biihlerin testid (13). LLNA-menetelmd on B.6
menetelmddn ja OECD:n testiohjeeseen 406 (13) verrattuna edistyneempi eldinten hyvinvoinnin kannalta. Téssd
ajan tasalle saatetussa LLNA-testimenetelmdssi esitetddn suoritusvaatimuksia (lisdys 1), joiden avulla LLNA-mene-
telméd toiminnallisesti ja mekaanisesti vastaavien uusien ja/tai mukautettujen testimenetelmien validoinnin tila
voidaan arvioida OECD:n ohjeasiakirjan nro 34 (14) periaatteiden mukaisesti.

LLNA-menetelmalld tutkitaan ihoherkistyksen induktiovaihetta ja tuotetaan annosvasteen arviointiin sopivia kvan-
titatiivisia tuloksia. On syytd huomata, ettd lievdd tai keskimddrdistd herkistystd aiheuttavia aineita, joita suositel-
laan positiivisiksi kontrollikemikaaleiksi marsutestimenetelmissi (B.6; OECD:n testiohje 406) (13), voidaan kiyttda
my06s LLNA-menetelmissd (6) (8) (15). Myos koe-eldinten vihdisempdin kayttoon perustuva LLNA-menetelman
muunnos (rLLNA-menetelma), jossa eldimia kdytetddn jopa 40 prosenttia vihemmin, kuvataan vaihtoehtona tissd
testimenetelmédssd (16) (17) (18). rLLNA-menetelmdd voidaan kdyttdd, jos ihoherkistyspotentiaalin ennakoitu
negatiivinen 16ydos on sddntelysyistd vahvistettava, edellyttden ettd kaikkia muita tdssa testimenetelmassi kuvattuja
LLNA-menettelyn vaatimuksia noudatetaan. Negatiivisen 16ydoksen oletuksen on perustuttava kaikkiin 4 kohdassa
tarkoitettuihin saatavilla oleviin tietoihin. Ennen rLLNA-menetelman kayttoa on sille esitettivi selvdt perustelut ja
tieteelliset perusteet. Jos rLLNA-menetelmalld saadaan odotusten vastaisesti positiivinen tai epaselvd tulos, 10ydok-
sen tulkitsemiseksi tai selventimiseksi voidaan tarvita tdydentédvid testejd. Tidtd rLLNA-menetelméd ei saa kdyttdd
ihoherkistystesteissd kdytettdvien aineiden vaarallisuuden maarittimiseksi siind tapauksessa, ettd vaaditaan annos-
vastetietoja, kuten aineiden ja seosten luokituksesta, merkinnéistd ja pakkaamisesta annetussa asetuksessa (EY)
N:0 1272/2008 ja Yhdistyneiden kansakuntien (YK) GHS-jdrjestelmissi (Globally Harmonized System of Classi-
fication and Labelling of Chemicals) madritettyd alaluokitusta.

MAARITELMAT

3.

Sovellettavat méiritelmat esitetddn lisiyksessd 2.

JOHDANTO JA RAJOITUKSET

4.

LLNA on vaihtoehtoinen menetelmd ihoa herkistivien kemikaalien tunnistamiseksi. Tima ei valttimattd merkitse
sitd, ettd LLNA-menetelmai pitdisi kdyttad kaikissa tapauksissa marsutestin asemesta (B.6; OECD:n testiohje 406)
(13), vaan pikemminkin sité, ettd menetelmd on yhté hyvi ja sitd voidaan kdyttad vaihtochtona, jossa positiivisia ja
negatiivisia tuloksia ei yleensd endd tarvitse varmistaa uudelleen. Testilaboratorion on otettava huomioon kaikki
testiaineesta saatavilla olevat tiedot ennen tutkimuksen tekemistd. Tallaisia tietoja ovat muun muassa testiaineen
tunnistetiedot ja kemiallinen rakenne, sen fysikaaliskemialliset ominaisuudet, muiden testiaineella tehtyjen in vitro-
tai in vivo -myrkyllisyystestien tulokset sekd rakenteellisesti samankaltaisten kemikaalien toksikologiset tiedot.
Tietojen perusteella on mééritettdvé, voidaanko LLNA-menetelmad kayttdd kyseisen aineen testaamiseen (ottaen
huomioon, ettd LLNA-menetelmd ei sovellu tiettyjen kemikaalityyppien testaamiseen — katso 1 kohta) ja mitd
annosta on kaytettava.

LLNA on in vivo -menetelmd, joten sitd kéytettdessd ei lopeteta koe-eldinten kiyttod kosketusherkistyksen arvi-
oinnissa. Sitd kdytettdessd voidaan kuitenkin vdhentdd tihidn tarkoitukseen tarvittavien eldinten maardd. LLNA-
menetelmdssd kdytetty tapa testata kosketusherkistystd eldimilli on myos huomattavasti aikaisempia edistyneempi
(vihemmin kipua ja karsimystd). LLNA-menetelmén perustana on kemikaalien aiheuttamien immunologisten
tapahtumien tarkastelu ihoherkistyksen induktiovaiheen aikana. Marsutesteistd (B.6; OECD:n testiohje 406) (13)
poiketen LLNA-menetelmissi ei edellytetd tarkoituksellista ihon yliherkkyysreaktioiden tuottamista. LLNA-mene-
telmé ei myoskddn edellytd adjuvantin kdyttod, toisin kuin marsuilla tehtdvd maksimointitesti (13). Lena-mene-
telméin siis liittyy vihemmén eldinten kipua ja kdrsimystd. Vaikka LLNA-menetelmé onkin B.6 menetelmédin ja
OECD:n testiohjeeseen 406 verrattuna edistyneempi, on syytd huomata, etti sithen liittyy tiettyjd rajoituksia, joiden
vuoksi voi olla tarpeen kayttdd B.6 menetelmédd tai OECD:n testiohjetta 406 (13) (vadrdt negatiiviset 16ydokset
LLNA-menetelmalld joidenkin metallien osalta, vadrat positiiviset 10ydokset joidenkin ihoa drsyttdvien aineiden,
esimerkiksi pinta-aktiivisten kemikaalien, osalta (19) (20) tai testiaineen liukoisuus). Madritystd hdiritsevid (21)
funktionaalisia ryhmid sisiltavien kemikaaliluokkien tai aineiden yhteydessd voi olla tarpeen kdyttdd marsutestejd
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(B.6 menetelmé; OECD:n testiohje 406) (13). Pddasiassa torjunta-aineformulaatioita siséltdvin suppean validointi-
tietokannan perusteella LLNA-menetelmilld saadaan timintyyppisistd testiaineista (22) marsutestid todennakoi-
semmin positiivinen tulos. Formulaatioita testattaessa on kuitenkin tarvittaessa otettava vertailuaineeksi tunnettuja
tuloksia antavia aineita sen osoittamiseksi, ettdi LLNA-menetelma toimii asianmukaisesti (katso 16 kohta). Tallaisia
tunnettuja rajoituksia lukuun ottamatta LLNA-menetelmilld olisi pystyttivd testaamaan mitd tahansa ainetta,
elleivit kyseisten aineiden ominaisuudet vaikuta LLNA-menetelmén tarkkuuteen.

TESTIN PERIAATE

6.

LLNA-menetelmén perusperiaate on, ettd ihoa herkistavit aineet aiheuttavat lymfosyyttien proliferaatiota imusol-
mukkeissa, jotka dreneeraavat alueen, jonne testiaine on annosteltu. Timé proliferaatio on suhteessa allergeenin
annokseen ja potenssiin ja tarjoaa yksinkertaisen keinon ihoherkistyksen mittaamiseksi kvantitatiivisella tavalla.
Proliferaatio mitataan vertaamalla kussakin testiryhmassd tapahtuvaa keskimaariistd proliferaatiota kantaja-aineella
kasitellyssd kontrolliryhmdssd tapahtuvaan keskimdaraiseen proliferaatioon. Kunkin kasitellyn ryhmin keskimaa-
rdisen proliferaation ja sitd vastaavan kantaja-aineella ksitellyn ryhmédn keskimdardisen proliferaation suhde
(stimulaatioindeksi, SI) médritetddn, ja sen on oltava vahintdan 3, ennen kuin testiaine voidaan arvioida mahdol-
lisesti ihoherkistystd aiheuttavaksi. Tédssd kuvatut menetelmit perustuvat korvalehden dreneeraavien imusolmuk-
keiden solujen proliferaation mittaamiseen radioaktiivisen in vivo -merkkiaineen avulla. Solujen proliferaation
arvioimiseksi voidaan kuitenkin kayttdd myos muita paatepisteitd edellyttden, ettd suoritusvaatimukset tdytetdan
(lisays 1).

MAARITYSMENETELMAN KUVAUS

Eldinlajin valinta

7.

Paras eldinlaji tdhdn testiin on hiiri. Testissd kdytetddn nuoria tdysikasvuisia CBA/Ca- tai CBA/J-kannan naarashiiria,
jotka eivit ole synnyttineet eivitkd ole raskaana. Testin alussa eldinten on oltava 8-12 viikon ikiisid, ja eldinten
painoerojen on oltava vihdisid eli enintddn 20 prosenttia keskipainosta. Muita kantoja tai uroseldimid voidaan
kéyttdd, jos tietoja tuotetaan riittdvasti sen osoittamiseksi, ettd LLNA-vasteessa ei esiinny merkitsevid koe-eldin-
kantaan tai sukupuoleen liittyvid eroja.

Koe-eldintilat ja eldinten ruokinta

8.

Hiiret on pidettivd samoissa hikeissi (23), ellei hiirien pitimiselle erillisissd hikeissd esitetd riittdvid tieteellisid
perusteluja. Koe-eldintilan limpétilan on oltava 22 £ 3 celsiusastetta. Vaikka riittdd, ettd suhteellinen kosteus on
vdhintddn 30 prosenttia eikd mielellddn ylitd 70 prosenttia muulloin kuin huoneen puhdistuksen aikana, on
kuitenkin pyrittavd 50-60 prosentin suhteelliseen kosteuteen. Huoneessa on kéytettdva keinovalaistusta 12 tunnin
jaksoissa (12 tuntia valoa, 12 tuntia pimedd). Eldinten ruokinnassa voidaan kiyttdd normaalia laboratorioruo-
kavaliota, eikd juomaveden mairdd saa rajoittaa.

Eldinten valmistelu

9.

Eldimet valitaan satunnaistetusti, merkitddn niin, ettd yksilot voidaan erottaa toisistaan (ei kuitenkaan korvamer-
keilld), ja pidetddn hikeissd vihintddn viiden péivin ajan ennen testiaineen annostelun aloittamista, jotta ne
tottuvat laboratorio-olosuhteisiin. Ennen kisittelyn alkua kaikki eldimet on tutkittava sen varmistamiseksi, ettei
niilld ole havaittavia ihovaurioita.

Annostelulivosten valmistelu

10. Kiintedt kemikaalit on liuotettava tai sekoitettava liuottimiin tai kantaja-aineisiin ja tarvittaessa laimennettava

ennen niiden annostelua hiiren korvaan. Nestemiiset kemikaalit voidaan annostella laimentamattomana tai ennen
annostelua laimennettuina. Vaikealiukoisia kemikaaleja, kuten sellaisia, joita kiytetddn yleisesti ladkinnallisissa
laitteissa, olisi uutettava erityisen voimakkaasti asianmukaisessa liuottimessa, jotta saataisiin testausta varten esiin
kaikki uuttuvat ainesosat ennen annostelua hiirten korviin. Testiaineet on valmistettava paivittdin, paitsi jos
sdilyvyys on osoitettu stabiliteettitutkimuksilla.

Testin luotettavuuden tarkistus

11. Médritysmenetelman toimivuus osoitetaan positiivisten kontrollikemikaalien avulla. Niilld on testissd saatava aikaan

riittdvé ja toistettavissa oleva herkistyminen, ja vasteen voimakkuuden on oltava aineelle tyypillinen. Positiivisen
kontrollikemikaalin kdytt6d samanaikaisesti suositellaan, koska silld osoitetaan, ettd laboratoriolla on riittava
pdtevyys kunkin mééritysmenetelmin toteuttamiseksi, ja sen avulla voidaan arvioida laboratorioiden sisdistd ja
laboratorioiden vilistd uusittavuutta ja vertailtavuutta. Myos tietyt sddntelyviranomaiset vaativat positiivisen kont-
rollikemikaalin kdyttod jokaisessa mdaarityksessd, ja kdyttdjid kehotetaankin ottamaan yhteyttd asiasta vastaaviin
viranomaisiin ennen LLNA-menetelmin toteuttamista. Timan takia suositellaan, ettd positiivista kontrollikemikaa-
lia kéytetddn saannonmukaisesti kaikissa maarityksissa, jotta positiivisen kontrollikemikaalin satunnaisesta kdytosta
mahdollisesti johtuvien vaatimusten tdyttimiseksi ei tarvitsisi tehdd uusia eldinkokeita (katso 9 kohta). Positiivisen
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12.

13.

14.

15.

16.

17

kontrollikemikaalin on tuotettava positiivinen LLNA-vaste altistustasolla, jonka odotetaan antavan stimulaatioin-
deksin (SI), joka on suurempi kuin 3, negatiiviseen kontrolliryhméin verrattuna. Positiivisen kontrollikemikaalin
annostaso on valittava siten, ettd se ei aiheuta lilan voimakasta ihodrsytystd tai koko elimistoon kohdistuvaa
toksisuutta ja ettd induktio on toistettavissa mutta ei liian suuri (esimerkiksi SI > 20 on liian suuri). Suositeltavia
positiivisia kontrollikemikaaleja ovat 25-prosenttinen heksyylikanelialdehydi (CAS-numero 101-86-0) asetonin ja
oliivi6ljyn seoksessa (4:1 v[v) ja 5-prosenttinen merkaptobentsotiatsoli (CAS-numero 149-30-4) N,N-dimetyy-
liformamidissd (katso lisiyksen 1 taulukko 1). Joissakin olosuhteissa voidaan riittdvin perustein kéyttdd muita
positiivisia kontrollikemikaaleja, jotka tdyttavit edelld mainitut kriteerit.

Vaikka positiivisen kontrolliryhmén kéyttod suositellaan aina, joissakin tapauksissa positiivisen kontrollikemikaalin
testaus vain ajoittain (enintddn kuuden kuukauden vilein) voi riittdd LLNA-menetelméd saannollisesti kayttavissd
laboratorioissa (eli sellaisissa, jotka tekevdt LLNA-mddritystd vahintddn kerran kuukaudessa) ja joilla on aiempia
positiivisen kontrollikemikaalin madritystietoja, jotka osoittavat laboratorion valmiuden saada aikaan uusittavissa
olevia ja tasmallisid tuloksia positiivisilla kontrollikemikaaleilla. Riittivd LLNA-menetelmad koskeva pitevyys voi-
daan osoittaa tuottamalla positiivisella kontrollikemikaalilla toistuvasti samantasoisia positiivisia tuloksia vahintdin
kymmenessd riippumattomassa testissd kohtuullisen ajan kuluessa (alle yhden vuoden aikana).

Samaan aikaan tehtyd positiivista kontrollikemikaalia on kaytettivd aina, kun LLNA-menetelmdd muutetaan (esi-
merkiksi kun koulutettu henkilokunta vaihtuu, testimenetelméin materiaalit ja/tai reagenssit vaihtuvat, testimene-
telmissd kéytettdvit laitteet vaihtuvat tai koe-eldinten alkuperd vaihtuu), ja tdllaiset muutokset on kirjattava
laboratorioraportteihin. Muutosten vaikutusta aiempien mddritystietojen asianmukaisuuteen on tarkasteltava paa-
tettdessd, onko uusien mddritystietojen kerddminen tarpeen positiivisen kontrollikemikaalin tulosten yhdenmukai-
suuden osoittamiseksi.

Tutkijoiden on otettava huomioon, ettd jos positiivista kontrollikemikaalia ei médritetd joka kerralla vaan vain
silloin talloin, saattaa negatiivisten tutkimustulosten asianmukaisuus ja hyviksyttivyys vaarantua, kun ajoittain
tehtyjen positiivisen kontrollikemikaalin méaritysten vililld ei tehdd positiivisen kontrollikemikaalin maaritystd
samanaikaisesti. Jos esimerkiksi ajoittaisesta positiivisen kontrollikemikaalin méérityksestd saadaan vddrd negatii-
vinen tulos, positiivisen kontrollikemikaalin viimeisen hyviksytyn ajoittaisen méirityksen ja positiivisen kontrol-
likemikaalin hyldtyn ajoittaisen mérityksen tuloksen viliseni aikana saadut testiaineen negatiiviset tulokset voivat
olla kyseenalaisia. Niiden tulosten seurauksia on tarkasteltava huolellisesti pddtettiessd positiivisten kontrollike-
mikaalien kdyttimisestd testiaineen rinnalla tai vain ajoittain. Lisdksi olisi harkittava, ettd testiaineen rinnalla
kéytettavad positiivista kontrolliryhmii varten kaytettdisiin vaihemman eldimid, jos se on tieteellisesti perusteltua
ja jos laboratorio osoittaa laboratoriokohtaisten aiempien tietojen perusteella, ettd kdytettdvien hiirten mairdd
voidaan vdhentdd (12).

Vaikka positiiviset kontrollikemikaalit on testattava kantaja-aineessa, jonka tiedetddn antavan aina samanlaisen
vasteen (esimerkiksi asetoni:oliivioljy, 4:1 v/v), joissakin tapauksissa testaus saattaa sddntelysyistd olla tarpeen myos
muussa kuin standardikantaja-aineessa (kliinisesti/kemiallisesti relevantissa aineessa) (24). Jos samanaikaisesti maa-
ritettdvad positiivista kontrollikemikaalia testataan eri kantaja-aineessa kuin testiainetta, on sitd varten kdytettdvd
erillistd kantaja-aineella kisiteltyd positiivista kontrollia.

Arvioitaessa tiettyyn kemikaaliluokkaan kuuluvia tai tietyn vastetason aikaansaavia testiaineita voidaan myos
kayttdd vertailuaineita sen osoittamiseksi, ettd testimenetelmilld voidaan asianmukaisesti havaita timantyyppisten
testiaineiden ihoherkistyspotentiaali. Vertailuaineilla olisi oltava seuraavat ominaisuudet:

— rakenteellinen ja funktionaalinen vastaavuus testattavana olevaan testiaineluokkaan verrattuna

— tunnetut fyysiset/kemialliset ominaisuudet

— sopivuutta tukevia LLNA-menetelmdstd saatuja tietoja

— sopivuutta tukevia muista eldinmalleista ja/tai ihmisistd saatuja tietoja.

TESTIMENETTELY

Koe-eldinten méiri ja annostasot

. Kussakin annostasoryhmissd on oltava vihintddn neljd eldintd, ja testiaineesta on kaytettdvd vihintddn kolmea
konsentraatiota; lisiksi kdytetddn aina negatiivista kontrolliryhmad, joka kasitelld4n vain testiaineen kantaja-aineel-
la, sekd positiivista kontrolliryhméi (jota kdytetddn aina tai jota on kaytetty hiljattain, laboratorion toimintatavan
mukaisesti, ottaen huomioon 11-14 kohdat). Positiivisesta kontrolliryhmistd on tarvittaessa testattava useita
annoksia, etenkin jos positiivista kontrollikemikaalia testataan epidsdannéllisesti. Kontrolliryhmin eldimid on koh-
deltava samalla tavoin kuin testiryhmin eldimid, paitsi ettd niitd ei kasitelld testiaineella.
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19.

20.

. Annostason ja kantaja-aineen valinnan on perustuttava lahteissi (3) ja (5) esitettyihin suosituksiin. Yleensd valitaan
sopivasta konsentraatiosarjasta, esimerkiksi sarjasta 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5%, 2,5%, 1 %, 0,5 % jne. perik-
kéytettdvissd olevat toksikologiset tiedot (esimerkiksi akuutti toksisuus ja ihodrsytys) ja rakenteelliset ja fysikaa-
liskemialliset tiedot kyseisesté testiaineesta (ja/tai rakenteellisesti vastaavista aineista) on tarvittaessa otettava huo-
mioon kolmen perdkkiisen konsentraation valinnassa siten, ettd suurin konsentraatio edustaa maksimialtistusta,
mutta kuitenkin niin, ettd véltetidn koko elimistoon kohdistuva toksisuus ja/tai liilan voimakas paikallinen ihodr-
sytys (3) (25). Jos tdllaisia tietoja ei ole kéytettdvissd, voi olla tarpeen tehdi alustava kartoitustesti (katso 21-24
kohta).

Kantaja-aine ei saa vaikuttaa testituloksiin tai vdaristdd niiti, ja se on valittava siten, ettd testiaineen annosteluun
sopivan liuoksen/suspension aikaan saannissa varmistetaan suurin mahdollinen liukoisuus ja konsentraatio. Suo-
siteltavia kantaja-aineita ovat asetoni:oliividljy (4:1 v[v), N,N-dimetyyliformamidi, metyylietyyliketoni, propylee-
niglykoli ja dimetyylisulfoksidi (19), mutta muitakin kantaja-aineita voidaan kdyttdd riittavin tieteellisin perustein.
Joissakin tilanteissa voi olla tarpeen kayttdd lisakontrolliaineena Kliinisesti perusteltua liuotinta tai sitd kaupallista
valmistetta, jona testiainetta markkinoidaan. Erityisesti on varmistettava, ettd hydrofiiliset testiaineet sisillytetddn
sellaiseen kantaja-ainejdrjestelmain, joka vettdd ihon eikd valu heti pois, lisddmalld asianmukaisia liukenemista
edistdvid aineita (esimerkiksi 1-prosenttinen Pluronic® L92). On siis syytd valttdd kantaja-aineina pelkkid vesiliu-
oksia.

Yksittdisten hiirten imusolmukkeita prosessoimalla voidaan arvioida eldintenvilistd vaihtelua ja vertailla tilastolli-
sesti testiaineella ja kantaja-aineella kasiteltyjen ryhmien tuloksia (katso 35 kohta). Myos positiivisen kontrolliryh-
mén hiirten mddrdn vihentimisen arviointi on mahdollista, kun tietoja keratddn yksittdisistd eldimistd (12). Tietyt
sdantelyviranomaiset vaativat, ettd tietoja on kerittavé yksittdisistd eldimistd. Jotkut sddntelyviranomaiset kuitenkin
hyviksyvit useista eldimistd yhdistettyjd tietoja, ja tdllaisissa tilanteissa kdyttdjdt voivat keritd tietoja joko yksit-
tdisistd eldimistd tai eldinryhmista.

Varsinaista testid edeltivi kartoitustesti

21

22.

. Jos suurimman testattavan annoksen mddrittdmiseksi ei ole saatavilla tietoja (katso 18 kohta), on kartoitettava

esitestilld, mikd olisi LLNA-menetelmin testeissd kiytettdvd asianmukainen annostaso. Kartoitustesti helpottaa
enimmdisannoksen tason valinnassa varsinaista LLNA-tutkimusta varten, kun tietoja koko elimistoon kohdistuvan
toksisuuden (katso 24 kohta) ja/tai liian voimakkaan paikallisen ihodrsytyksen (katso 23 kohta) aiheuttavasta
konsentraatiosta ei ole saatavilla. Testattavan enimmaiisannoksen tason on vastattava sataa prosenttia nestemdaisen
testiaineen osalta tai suurinta mahdollista konsentraatiota kiinteiden tai suspendoitujen aineiden osalta.

Kartoitustesti suoritetaan varsinaista LLNA-tutkimusta vastaavissa olosuhteissa, kuitenkin niin, ettd imusolmukkei-
den proliferaatiota ei arvioida ja kussakin annosryhmissid voidaan kayttdd vdhemmin eldimid. Kussakin annos-
ryhmissd olisi hyvd kdyttdd yhtd tai kahta eldintd. Kaikkia hiirid tarkkaillaan péivittdin koko elimistoon kohdis-
tuvan toksisuuden tai applikaatiokohdassa esiintyvan paikallisen drsytyksen kliinisten merkkien havaitsemiseksi.
Eldinten paino kirjataan ennen testaamista ja ennen eldinten lopettamista (piivd 6). Kunkin hiiren molemmista
korvista tutkitaan eryteeman merkit, ja ne pisteytetddn taulukon 1 mukaisesti (25). Korvan paksuus mitataan
paksuusmittarilla (esimerkiksi digitaalisella mikrometrilld tai Peacock Dial -paksuusmittarilla) pdivind 1 (ennen
annosta), pdivind 3 (noin 48 tunnin kuluttua ensimmdisestd annoksesta) ja pdivind 6. Pdivind 6 korvan paksuus
voidaan my0s madrittdd mittaamalla korvan lavistimiseen tarvittava massa sen jilkeen, kun eldimet on lopetettu
humaanisti. Jos eryteema on erittdin voimakas ja/tai korvan paksuus on kasvanut vdhintddn 25 prosenttia mind
tahansa mittauspdivand, paikallinen ihodrsytys pisteytetddn arvolla = 3 (26) (27). Suurin varsinaiseen LLNA-tutki-
mukseen valittava annos on testid edeltivin konsentraatiosarjan (katso 18 kohta) suurin annos, joka ei endd
aiheuta koko elimistoon kohdistuvaa toksisuutta ja/tai liian voimakasta paikallista ihodrsytysta.

Taulukko 1
Eryteemapisteytys
Havainto Pisteet
Ei eryteemaa 0
Hyvin lievd eryteema (tuskin havaittava) 1
Selkedsti erottuva eryteema 2
Keskivakava—vakava eryteema 3
Vakava eryteema (voimakas punoitus)-karsta, joka estdd eryteeman pisteytyksen 4




20.7.2012

Euroopan unionin virallinen lehti

L 1937

23. Kisiteltyjen hiirten korvien paksuuden tilastollisesti merkittdvad yli 25 prosentin kasvua (26) (27) kontrollihiiriin
verrattuna on kiytetty myos LLNA-menetelmdn drsyttavien aineiden madrittimisessd (28) (29) (30) (31) (32) (33)
(34). Vaikka tilastollisesti merkittavdd paksuuden kasvua voi esiintyé silloinkin, kun korvan paksuus on alle 25
prosenttia, sen ei katsota liittyvén erityisesti erittdin voimakkaaseen arsytykseen (30) (32) (33) (34).

24. Seuraavat kliiniset havainnot voivat yhdennetyn arvioinnin osana olla osoituksena koko elimisto6n kohdistuvasta
toksisuudesta (35) (36) ja voivat ndin ollen olla osoituksena suurimmasta annostasosta, jota varsinaisessa LLNA-
menetelmdssd voidaan kayttdd: muutokset hermoston toiminnassa (esimerkiksi karvojen jiykistyminen, ataksia,
vapina ja kouristukset); muutokset kdyttaytymisessi (esimerkiksi aggressiivisuus, muutokset turkin hoidossa, aktii-
visuustason huomattava muuttuminen); muutokset hengityksessi (hengityksen siiannoéllisyyden ja syvyyden muu-
tokset, kuten hengenahdistus, hengen haukkominen ja rahina) sekd muutokset ravinnon ja veden kulutuksessa.
Arvioinnissa on huomioitava myos letargian ja/tai passiivisuuden merkit, vahaistd tai hetkittéistd kipua suuremman
kivun ja kdrsimyksen mahdolliset kliiniset merkit tai eldimen painon yli viiden prosentin laskeminen paivastd 1
pdivddn 6 sekd kuolleisuus. Kuolevat eldimet, selvisti kirsivit eldimet tai eldimet, jotka osoittavat selvid merkkeji
voimakkaasta ja jatkuvasta kdrsimyksestd, on lopetettava humaanisti (37).

Varsinaisen tutkimuksen aikataulu

25. Mddrityksen aikataulu on seuraava:

— Paivd 1: Mairitetddn ja kirjataan kunkin koe-eliimen paino ja tehddin ja kirjataan mahdolliset kliiniset
havainnot. Kunkin korvan takaosaan applikoidaan 25 pl testiaineen, kantaja-aineen tai positiivisen kontrolli-
kemikaalin (jota kéytetddn aina tai jota on kdytetty hiljattain, laboratorion toimintatavan mukaisesti, ottaen
huomioon 11-15 kohdat) sopivaa laimennosta.

— Paivat 2 ja 3: Toistetaan pdivand 1 toteutettu applikointimenettely.

— Paivit 4 ja 5: Ei kasittelya.

— Paivi 6: Kirjataan kunkin eldimen paino. Ruiskutetaan 250 pl steriilid fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (PBS),
joka sisltid 20 pCi (7,4 x 10° Bq) tritiumilla merkittya (*H)-metyylitymidiinia, kaikkiin testi- ja kontrolliryh-
min hiiriin hdntivaltimon kautta. Vaihtoehtoisesti ruiskutetaan 250 pl steriilid PBS:dd, joka sisltdd 2 pCi (7,4
x 10* Bq) '2°Ijodideoksiuridiinia ja 10~-molaarista fluorideoksiuridiinia, kaikkiin hiiriin hintivaltimon kautta.
Viiden tunnin (5 h) kuluttua eldimet lopetetaan humaanisti. Kummastakin korvasta leikataan irti dreneeraavat
korvalehden imusolmukkeet, ja kunkin eldiimen imusolmukkeet upotetaan PBS:ddn (vain yhden yksilon nayt-
teet); vaihtoehtoisesti kummankin korvan imusolmukkeet voidaan leikata ja koko koeryhmin imusolmukkeet
voidaan upottaa PBS:din (kisittelyryhmin niytteet yhdistetddn). Imusolmukkeiden tunnistukseen ja leikkaa-
miseen liittyvét yksityiskohdat ja kaaviot esitetddn lihteessd (12). Paikallista ihovastetta voidaan seurata var-
sinaisessa tutkimuksessa tarkemmin niin, ettd tutkimussuunnitelmaan sisillytetdin tdydentivid parametreja,
kuten korvan eryteeman pisteytys tai korvan paksuutta koskevat mittaustulokset (saadaan joko paksuusmit-
tarilla tai ruumiinavauksen yhteydessi tehtdvilld korvan lavistimiseen tarvittavan massan mittauksilla).

Solususpensioiden valmistus

26. Yksittdisten eldinten imusolmukeparien soluista tai testirvhmien yhdistetyistd imusolmukesoluista valmistetaan
suspensio, jossa kaikki solut ovat irrallaan muista (yksisolususpensio), mekaanisesti hajottamalla solukertymat
painamalla ne varovaisesti ruostumattoman terdsseulan ldpi (silmikoko 200 pm) tai kdyttimalld muuta yksisolu-
suspension valmistamiseksi hyviksyttyd tekniikkaa. Imusolmukesolut pestddn kahdesti runsaalla PBS:1l4, ja DNA
saostetaan 5-prosenttisessa trikloorietikkahapossa 4 °Cin lampatilassa 18 tunnin ajan (3). Pelletit voidaan joko
suspendoida uudelleen 1 ml:aan trikloorietikkahappoa ja siirtdd tuikeputkiin, joissa on 10 ml tuikenestetti *H-
laskentaa varten, tai siirtid suoraan gammalaskentaputkiin !2°I-laskentaa varten.

Solujen proliferaation (inkorporoituneen radioaktiivisuuden) miiritys

27. H-metyylitymidiinin inkorporoituminen mitataan -tuikelaskennalla hajoamisina minuutissa (DPM). !2°Ijodide-
oksiuridiinin inkorporoituminen mitataan !2°I-laskennalla ja ilmoitetaan niin ikidin DPM-arvona. Inkorporoitumi-
nen ilmoitetaan DPM:ni joko eldintd kohti tai testiryhméd kohti.

Vihemmin koe-eldimid kiyttivi LLNA-menetelmi

28. Vaihtochtoista, vdhemmin koe-eldimid kiyttdvdd rLLNA-menetelmdd (16) (17) (18) voidaan soveltaa tietyissd
tapauksissa, joissa ihoherkistyspotentiaalin negatiivinen oletus on sddntelysyistd vahvistettava, edellyttden ettd
kaikkia muita tdssd testimenetelmdssd kuvattuja LLNA-menettelyn vaatimuksia noudatetaan. rLLNA-menettelyn
kéytto on perusteltava selvisti ja tieteellisesti ennen menetelmin kdyttod. Jos tulos on positiivinen tai epdselvd,
16ydoksen tulkitsemiseksi tai selventdmiseksi voidaan tarvita tdydentdvid testejd.
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29. LLNA- ja rLLNA-testimenetelmien ainoana erona on erilainen annosryhmien méadrd, minkd vuoksi rLLNA-mene-
telmd ei anna tietoja annosvasteesta. Ndin ollen rLLNA-menettelyd ei pidd kayttdd, jos annosvastetta koskevia
tietoja tarvitaan. Kuten useisiin annoksiin perustuvassa LLNA-menettelyssd, myos rLLNA-menettelyssd arvioitavan
testiaineen konsentraationa on kiytettdvd suurinta konsentraatiota, joka ei vield aiheuta hiiressd koko elimistoon
kohdistuvaa toksisuutta ja/tai liian voimakasta ihodrsytystd (katso 18 kohta).

HAVAINNOT
Kliiniset havainnot

30. Kustakin hiirestd on pdivittdin havainnoitava huolellisesti mahdolliset kliiniset merkit joko annostelualueen pai-
kallisesta drsytyksestd tai koko elimistoon kohdistuvasta toksisuudesta. Kaikki havainnot kirjataan jarjestelmallisesti
erikseen kustakin hiirestd. Seurantasuunnitelmissa on esitettivd myos perusteet, joiden avulla voidaan nopeasti
tunnistaa hiiret, joissa havaitaan merkkeji koko elimistoon kohdistuvasta toksisuudesta, erittdin voimakkaasta
paikallisesta ihodrsytyksestd tai ihosyovyttivyydestd, jotta ne voitaisiin lopettaa (37).

Ruumiinpainot

31. Kuten 25 kohdassa todetaan, kukin eldin on punnittava erikseen testin alussa ja aikataulun mukaisesti humaanin
lopettamisen yhteydessa.

TULOSTEN LASKEMINEN

32. Kunkin kisittelyryhmin tulokset ilmoitetaan stimulaatioindeksini (SI). Yksilonéytteistd Sl-arvo saadaan jakamalla
kunkin testiaineryhmin ja positiivisen kontrolliryhmdn hiirikohtaisista DPM-arvoista laskettu keskiarvo liuo-
tin/kantaja-aineryhmin vastaavalla tuloksella. Kantaja-aineella kisiteltyjen kontrolliryhmien SLn keskiarvo on 1.
Ryhminiytteistd Sl-arvo saadaan jakamalla kunkin testiryhmin yhdistetty radioaktiivinen inkorporoituminen kan-
taja-aineryhmén yhdistetylld inkorporoitumisella, jolloin saadaan Skn keskiarvo.

33. Tulos katsotaan positiiviseksi, kun SI > 3. Piitettdessd, katsotaanko rajatulos positiiviseksi, voidaan myos kayttdd
annosvasteen voimakkuutta, tilastollista merkitsevyyttd sekd liuottimen/kantaja-aineen ja positiivisen kontrollike-
mikaalin vasteiden yhdenmukaisuutta (4) (5) (6).

34. Jos saatuja tuloksia pitdd selventdd, huomioon on otettava testiaineen erilaiset ominaisuudet, mukaan luettuina
mahdolliset rakenteelliset yhtaldisyydet tunnettuihin ihoherkistystd aiheuttaviin aineisiin, sen hiirelle mahdollisesti
aiheuttama erittdin voimakas paikallinen ihodrsytys ja havaitun annosvasteen luonne. Niitd ja muita huomion-
arvoisia seikkoja kasitellddn yksityiskohtaisesti ldhteessi (7).

35. Kun radioaktiivisuuden mittaustuloksia keratdan erikseen kustakin hiirestd, voidaan niiden perusteella analysoida
tilastollisesti mahdollista annosvastetta ja sen tasoa. Tilastollisessa arvioinnissa voidaan myos arvioida annosvas-
teen voimakkuutta ja tehdd asianmukaisesti mukautettuja vertailuja testiryhmilld (esimerkiksi pareittain annoksen
saaneen ryhmin vertailu kantaja-ainekontrolliryhméin, kun kontrolli on tehnyt samanaikaisesti). Tilastoanalyy-
seissd voidaan kayttdd esimerkiksi lineaarista regressiota tai Williamin testid, joilla arvioidaan annos-vastesuunta-
uksia, sekd Dunnettin testid, jolla vertaillaan pareja. Tutkijan on otettava asianmukaisen tilastollisen analyysime-
netelmin valinnassa huomioon varianssien mahdolliset erot ja muut vastaavat ongelmat, jotka saattavat edellyttid
madritystulosten muuntamista tai non-parametrista tilastollista analyysia. Joka tapauksessa tutkija voi joutua
tekemiin Sl-laskelmia ja tilastoanalyyseja siten, ettd mukana on tai ei ole tiettyjd madrityskohtia koskevia tietoja
(ns. kdyrdn ulkopuolella olevat tulokset).

MITTAUSTULOKSET JA TULOSTEN ILMOITTAMINEN
Mittaustulokset

36. Mittaustulokset on esitettdvd taulukkona. Yksilondytteiden osalta esitetddn eldinkohtaiset DPM-arvot, ryhmin
eldinkohtaisen DPM-arvon keskiarvo, sithen liittyvd virhe (esimerkiksi keskihajonta tai keskiarvon keskivirhe)
sekd kunkin annosryhmin keskimdardinen SI vastaavaan kantaja-ainekontrolliryhmain verrattuna. Ryhméndyttei-
den osalta esitetddn keskiméddrdinen DPM | DPM:n mediaani sekd kunkin annosryhmin keskimairdinen SI saman-
aikaisesti kisiteltyyn kantaja-ainekontrolliryhmdin verrattuna.

Testiraportti

37. Testiraportissa on esitettdva seuraavat tiedot:
Testi- ja kontrolliaineet

— tunnistetiedot (esimerkiksi CAS- ja EC-numerot, jos tiedossa; alkuperd, puhtaus, tunnetut epdpuhtaudet, eri-
numero),

— fysikaalinen olomuoto ja fysikaaliskemialliset ominaisuudet (esimerkiksi haihtuvuus, stabiilisuus, liukoisuus),
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— jos kyseessd on seos, sen koostumus ja ainesosien suhteelliset osuudet.

Liuotin/kantaja-aine
— tunnistetiedot (puhtaus, tarvittaessa konsentraatio, kdytetty tilavuus),

— perustelut kantaja-aineen valinnalle.

Koe-eldimet

— CBA-hiirten alkuperd,

— eldinten mikrobiologinen tila, jos se on tiedossa,
— eldinten méird ja iké,

— cldinten alkuperd, koe-eldintilat, ruokavalio ja niin edelleen.

Testiolosuhteet

— tiedot testiaineen valmistelusta ja annostelusta,

— perustelut annostasojen valinnalle (mukaan luettuina kartoitustestin tulokset, jos sellainen on tehty),
— Kkéytetyt kantaja- ja testiaineiden konsentraatiot ja annostellun testiaineen kokonaismaari,

— tiedot ravinnon ja veden laadusta (mukaan luettuina ruokavalion tyyppi/alkuperi, veden alkuperd),
— tiedot kasittely- ja ndytteenottoaikatauluista,

— toksisuuden mittausmenetelmiit,

— tutkimusten positiivisuuden tai negatiivisuuden arviointiperusteet,

— tiedot menettelystd poikkeamisesta ja selvitys siitd, miten poikkeaminen vaikuttaa tutkimussuunnitelmaan ja
tuloksiin.

Luotettavuuden tarkistus

— yhteenveto viimeisimmin luotettavuustarkistuksen tuloksista, mukaan luettuina tiedot kiytetysti testiaineesta,
konsentraatiosta ja kantaja-aineesta,

— testauslaboratorion samanaikaisesti tehtyjen ja/tai aiemmin tehtyjen positiivisten ja samanaikaisesti tehtyjen
negatiivisten kontrollien tulokset,

— jos médrityksessi ei ollut samanaikaisesti tehtyé positiivista kontrollia, on annettava viimeisimman positiivisen
kontrollin paivimaari ja laboratorioraportti seké yksityiskohtainen selvitys laboratorion aiemmista positiivisista
kontrollitiedoista, joiden perusteella positiivista kontrollia ei tehty.

Tulokset

— kunkin hiiren paino annostelun alussa ja aikataulun mukaisen lopettamisen yhteydessd sekd kunkin annos-
ryhmin keskimédrdinen virhetermi ja sithen liittyvd virhetermi (esimerkiksi keskihajonta tai keskiarvon keski-
virhe),

— toksisuuden ilmeneminen ajan funktiona ja toksisuuden merkit, mukaan luettuna annostelualueen ihodrsytys,

jos sellaista esiintyy, erikseen kullekin eldinyksilolle,

— taulukko kunkin hiiren (yksilonéytteet) tai kunkin Kisittelyryhman (ryhménéytteet) keskiméérdisisti DPM- ja
Sl-arvoista [ DPM:n ja Skn mediaaneista,
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— kunkin kisittelyryhmién hiirikohtaisen DPM-arvon keskimaardinen virhetermi ja siihen liittyvd virhetermi (esi-
merkiksi keskihajonta ja keskiarvon keskivirhe) sekd kdyrdn ulkopuolella olevien vasteiden analyysin tulokset
kullekin kisittelyryhmalle kiytettdessd yksittdisid eldimia,

— testiaineella ja kontrolliaineella kasitellyille ryhmille yksilonaytteiden yhteydessi laskettu SI ja asianmukaisesti
madritetty vaihteluvili, jossa otetaan huomioon eldinten vilinen vaihtelu,

— annos-vastesuhde,

— tarvittaessa tilastolliset analyysit.

Tulosten pohdinta

— tulosten lyhyt kommentointi, annos-vasteanalyysi ja tarvittaessa tilastollinen analyysi sekd johtopditos siitd,
onko testiainetta pidettdvd ihoherkistysti aiheuttavana.
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Lisdys 1

Suoritusvaatimukset ehdotettujen samanlaisten tai mukautettujen ihoherkistyksen LLNA-testimenetelmien
arviointia varten

JOHDANTO

1. Suoritusvaatimusten tarkoituksena on antaa arviointiperusteet, joiden avulla voidaan mairittdd, ovatko uudet tes-
timenetelmit — niin yksinoikeudelliset (eli tekijanoikeudelliset, tavaramerkityt tai rekisterdidyt) kuin muut kuin
yksinoikeudelliset — riittivin tarkkoja ja luotettavia tiettyjd testaustarkoituksia varten. Naitd validoituihin ja hyvik-
syttyihin testimenetelmiin perustuvia suoritusvaatimuksia voidaan kdyttdd muiden samanlaisten menetelmien (niin
sanottujen me-too-testien) luotettavuuden ja tismallisyyden arviointiin, kun kyseiset menetelmat perustuvat saman-
laisiin tieteellisiin periaatteisiin ja niilli mitataan tai ennakoidaan samaa biologista tai toksista vaikutusta (14).

2. Ennen menetelmien muuttamisen (eli hyviksytyn testimenetelmin ehdotetun mahdollisen parantamisen) hyviksy-
mistd on arvioitava ehdotettujen muutosten vaikutus testin suorituskykyyn ja se, missd méidrin kyseiset muutokset
vaikuttavat validointimenettelyn muita osia varten saatavilla oleviin tietoihin. Ehdotettujen muutosten méridstd ja
luonteesta, saaduista mittaustuloksista ja kyseisid muutoksia tukevasta asiakirja-aineistosta rijppuen menetelmin
muutoksille on tehtdvd uudelle testille kuvatun kaltainen validointimenettely tai tarvittaessa luotettavuuden ja
merkityksellisyyden rajattu arviointi kdyttdmalld vakiintuneita suoritusvaatimuksia (14).

3. Tihin testaustarkoitukseen kaytettiviksi ehdotettujen samanlaisten tai mukautettujen menetelmien luotettavuus ja
tarkkuus olisi mddritettdvd kayttimilld kemikaaleja, jotka edustavat kattavasti kaikkia LLNA:n pisteytysarvoja.
Eldinten tarpeettoman kayton valttimiseksi suositellaan painokkaasti, ettd mallien kehittdjat kuulevat asiasta vastaa-
via viranomaisia ennen validointitutkimusten kdynnistimistd suoritusvaatimusten ja tdssi testimenetelmissd esitet-
tyjen ohjeiden mukaisesti.

4. Ndmi suoritusvaatimukset perustuvat Yhdysvaltain US-ICCVAM:in, EU:n EC-ECVAM:in ja Japanin JaCVAM:in yh-
denmukaistettuihin suoritusvaatimuksiin (12), joilla arvioidaan LLNA:n samanlaisten tai mukautettujen versioiden
patevyyttd. Suoritusvaatimukset koskevat testimenetelmén olennaisia osia, suositeltuja vertailukemikaaleja ja tark-
kuus- ja luotettavuusvaatimuksia, jotka ehdotetun menetelmén olisi saavutettava tai ylitettdva.
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I. Olennaiset testimenetelmin osat

5. Jotta samanlainen tai mukautettu LLNA-menetelmd vastaisi toiminnallisesti ja mekaanisesti LLNA:ta jotta varmis-
tettaisiin, ettd silli mitataan samaa biologista vaikutusta, testausprotokollassa on oltava seuraavat osat:

Jos

Testiainetta on applikoitava paikallisesti hiiren molempiin korviin.

Lymfosyyttien proliferaatio on mitattava niissd imusolmukkeissa, jotka dreneeraavat alueelta, johon testiaine on
annosteltu.

Lymfosyyttien proliferaatio on mitattava ihoherkistyksen induktiovaiheessa.

Testiaineiden suurimpana valittuna annoksena on kaytettdvd suurinta konsentraatiota, joka ei vield aiheuta
hiiressi koko elimistoon kohdistuvaa toksisuutta jaftai liian voimakasta paikallista ihodrsytystd. Positiivisten
vertailukemikaalien suurimpana annoksena on kiytettdvd annosta, joka vastaa vahintddn vastaavien vertailuke-
mikaalien LLNA EC3 -arvoja (katso taulukko 1) ilman, ettd se aiheuttaa hiiressd koko elimistoon kohdistuvaa

toksisuutta ja/tai liian voimakasta paikallista ihodrsytystd.

Jokaiseen tutkimukseen on sisillytettivd samaan aikaan mddritetty kantaja-ainekontrolliryhmi ja tarvittaessa
myos samaan aikaan médritetty positiivinen kontrollikemikaali.

Kussakin annosryhmissi on oltava vahintddn neljd eldintd.
Tietoja voidaan keriti joko eldinkohtaisesti tai ryhmakohtaisesti.

kaikkia vaatimuksia ei tdytetd, suoritusvaatimuksilla ei voida validoida samanlaista tai mukautettua menetelmaa.

. Vertailukemikaalien vihimmidisluettelo

. Yhdysvaltain US-ICCVAM:in, EU:n EC-ECVAM:in ja Japanin JaCVAM:in yhdenmukaistetuissa suoritusvaatimuksissa

(12) on middritetty 18 pakollista vihimmadisvertailukemikaalia ja neljd valinnaista vertailukemikaalia (aineita, joilla
saadaan LLNA-menetelmissi aikaan vaarid positiivisia tai vdrid negatiivisia tuloksia ihmis- ja marsutestien tuloksiin
verrattuna (B.6 tai OECD:n testiohje 406) (13) ja joiden avulla voidaan ndin ollen osoittaa LLNA-menetelmii
vastaava tai parempi suorituskyky), jotka on sisdllytetty LLNA-menetelmén suoritusvaatimuksiin. Ndiden kemikaa-
lien valinnassa on sovellettu seuraavia perusteita:

Vertailukemikaalien luettelo edustaa niitd ainetyyppejd, joiden ihodrsytyspotentiaalia yleensd testataan, ja kaikkia
niitd vasteita, joita LLNA-menetelmalld voidaan mitata tai ennustaa.

Aineiden kemiallinen rakenne on mdiritetty tasmallisesti.

LLNA-menetelmin tiedot marsutesteistd (B.6; OECD:n testiohje 406) (13) ja mahdolliset tiedot ihmiskokeista
ovat saatavilla kunkin aineen osalta.

Aineet ovat helposti saatavilla kaupallisista lahteista.

Suositellut vertailukemikaalit luetellaan taulukossa 1. Ehdotetuilla vertailukemikaaleilla tehtdvit tutkimukset on
arvioitava siind kantaja-aineessa, joiden kanssa ne luetellaan taulukossa 1. Jos luettelossa mainittua ainetta ei ole
saatavilla, muita edelld mainitut valintaperusteet tdyttdvid aineita voidaan kéyttdd asianmukaisin perusteluin.



Suositellut vertailukemikaalit LLNA-menetelmin suoritusvaatimuksia varten

Taulukko 1

Numero Kemikaalit (') CAS-nro Olomuoto | K-aine ) | EC3% () N (%) 05% - 2,0x EC3 | C;‘:}‘i‘;ﬂ;:ffvah LLNA vs. M thifl\n:;
1 5-Kloori-2-metyyli-4-isotiatsolin-3-oni (CMI) | 26172-55-4/2682-20-4 Nest. DMF 0,009 1 0,0045-0,018 EL +[+ ++
2-metyyli-4-isotiatsolin-3-oni (M) (°)
2 DNCB 97-00-7 Kiint. AOO 0,049 15 0,025-0,099 0,02-0,094 +[+ ++
3 4—Fenyleenidiamiini 106-50-3 Kiint. AOO 0,11 6 0,055-0,22 0,07-0,16 +/+ +/+
4 Kobolttikloridi 7646-79-9 Kiint. | DMSO 0.6 2 0,3-1,2 0,4-0,8 +|+ )
5 Isoeugenoli 97-54-1 Nest. AOO 1,5 47 0,77-3,1 0,5-3,3 +[+ +[+
6 2-Merkaptobentsotiatsoli 149-30-4 Kiint. DMF 1,7 1 0,85-3,4 EL +[+ +[+
7 Sitraali 5392-40-5 Nest. AOO 9,2 6 4,6-18,3 5,1-13 +[+ +[+
8 HCA 101-86-0 Nest. AOO 9,7 21 4,8-19,5 4,4-14,7 +[+ ++
9 Eugenoli 97-53-0 Nest. AOO 10,1 11 5,05-20,2 4,9-15 ++ ++
10 Fenyylibentsoaatti 93-99-2 Kiint. AOO 13,6 3 6,8-27,2 1,2-20 +[+ +[+
11 Kanelialkoholi 104-54-1 Kiint. AOO 21 1 10,5-42 EL +[+ +[+
12 Imidatsolidinyyliurea 39236-46-9 Kiint. DMF 24 1 12-48 EL +[+ +[+
13 Metyylimetakrylaatti 80-62-6 Nest. AOO 90 1 45-100 - +[+ ++
14 Klooribentseeni 108-90-7 Nest. AOO 25 1 ES ES -~ - (*
15 Isopropanoli 67-63-0 Nest. AOO 50 1 ES ES -~ —[+
16 Maitohappo 50-21-5 Nest. DMSO 25 1 ES ES -/~ - (*
17 Metyylisalisylaatti 119-36-8 Nest. AOO 20 9 ES ES -/~ --
18 Salisyylihappo 69-72-7 Kiint. AOO 25 1 ES ES -~ -~
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Numero Kemikaalit () CAS-nro Olomuoto K-aine (%) EC3 % (%) N (% 0,5x — 2,0x EC3 E C;f:i?gi:ﬁj ri/éli LLNA vs. M Etﬁ?nevrj
Valinnaiset aineet, joilla osoitetaan suorituskyvyn paraneminen LLNA-menetelmddn verrattuna
19 Natriumlauryylisulfaatti 151-21-3 Kiint. DMF 8,1 5 4,05-16,2 1,5-17,1 +[- +[-
20 Etyleeniglykolidimetakrylaatti 97-90-5 Nest. MEK 28 1 14-56 EL +[- +[+
21 Ksyleeni 1330-20-7 Nest. AOO 95,8 1 47,9-100 EL +[ (**) +[-
22 Nikkelikloridi 7718-54-9 Kiint. DMSO 5 2 ES ES -+ —[+

Lyhenteet: AOO = asetoni:oliividljy (4:1 v/v); CAS-nro = Chemical Abstracts Service Number; DMF = N,N-dimetyyliformamidi; DMSO = dimetyylisulfoksidi; DNCB = 2,4-dinitroklooribentseeni; EC3 = arvioitu konsentraatio, jolla saadaan
aikaan stimulaatioindeksi 3; M = marsutestin tulos (B.6 tai OECD:n testiohje 406) (12); HCA = heksyylikanelialdehydi; Nest. = neste; LLNA = hiirelle tehtivin paikallisen imusolmukemaaritysmenetelman tulos (B.42 tai OECD:n testiohje 429)
(1); MEK = metyylietyyliketoni; ES = ei sovelleta, koska stimulaatioindeksi < 3; EL = ei laskettu, koska tiedot on saatu yhdestd tutkimuksesta; Kiint. = kiinted; K-aine = testissd kaytettivd kantaja-aine.

(*) Oletetaan, ettd ei aiheuta ihoherkistystd ihmisilld, koska kliinisten lapputestien tuloksia ei ole saatavilla, sitd ei ole sisallytetty lapputestipaketin allergeeniksi eikd ihmisten herkistymisestd ole saatavilla tapausselvityksia.

(**) Marsutestien tietoja ei ole saatavilla.

(") Kemikaalit on valmistettava péivittdin, paitsi jos siilyvyys on osoitettu stabiliteettitutkimuksilla.

(%) Koska erilaiset kantaja-aineet voivat vaikuttaa LLNA-menetelmin suorituskykyyn, kullekin vertailukemikaalille suositeltua kantaja-ainetta on kaytettivd (24) (32).

(}) Keskiarvo, jos saatavilla on useampi kuin yksi EC3-arvo. Negatiivisten aineiden (stimulaatioindeksi < 3) osalta esitetdin suurin testattu konsentraatio.

(% Niiden LLNA-tutkimusten méard, joista tiedot on saatu.

(°) Kaupallisesti saatavilla Kathon CG:nd (CAS-nro 55965-84-9), joka on CMLn ja MLn seos (3:1). Kunkin osan suhteelliset konsentraatiot vaihtelevat vililla 1,1-1,25 % (CMI) ja 0,3-0,45 % (MI). Inaktiivisina osina ovat magnesiumsuolat
(21,524 %) ja kuparinitraatti (0,15-0,17 %), ja muu osa valmisteesta (74-77 %) on vettd. Kathon CG on helposti saatavilla Sigma-Aldrich-yrityksen ja Rohm and Haas -yrityksen (nykyisin Dow Chemical Corporation) valitykselld.
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III. Miiritellyt luotettavuus- ja tarkkuusvaatimukset

7. Samanlaisen tai mukautetun LLNA-menetelmin tarkkuuden on oltava yhtd suuri tai suurempi kuin LLNA-suori-
tusvaatimuksissa madritelty tarkkuus, kun sitd arvioidaan kdyttimalld 18:aa sdddettyd vihimmaisvertailukemikaalia.
Uudella tai mukautetulla menetelmdlld on voitava suorittaa oikea luokittelu, joka perustuu kylld/ei-padtokseen.
Uudella tai mukautetulla menetelmilld ei kuitenkaan vélttimattd voida luokitella asianmukaisesti kaikkia sdddettyji
vihimmaisvertailukemikaaleja. Jos esimerkiksi yksi heikkoa herkistystd aiheuttavista aiheista luokitellaan viirin,
vastaava suorituskyky voidaan osoittaa esittimalld virheellisen luokittelun perustelut ja muut tarvittavat tiedot
(esimerkiksi testitulokset, joilla saadaan oikea sellaisten muiden aineiden luokittelu, joiden fyysiset, kemialliset ja
herkistivit ominaisuudet vastaavat viirin luokitellun vertailukemikaalin ominaisuuksia). Tillaisessa tilanteessa uu-
den tai mukautetun LLNA-testimenetelmdn validoinnin tila arvioidaan tapauskohtaisesti.

Laboratorionsisdinen uusittavuus

8. Laboratorionsisdisen uusittavuuden maarittimiseksi uutta tai mukautettua LLNA-menetelmdd on arvioitava kayttd-
milld herkistivdd ainetta, jonka ominaisuudet on LLNA-menetelmédssd mddritetty hyvin. Sen vuoksi LLNA-mene-
telmédn suoritusvaatimukset perustuvat heksyylikanelialdehydilld (HCA) toistuvasti tehtyjen testien tulosten vaihte-
luun. Laboratorionsisdisen luotettavuuden arvioimiseksi HCA:n kynnyskonsentraatioarviot (ECt) on médritettava
neljdssd eri testissd niin, ettd testit tehdddn vahintdin viikon vilein. Laboratorionsisdinen uusittavuus hyvaksytaan,
jos laboratorion kussakin HCA-testissd ECtksi saadaan 5-20 %, mikd vastaa LLNA-menetelméssd 0,5-2,0 kertaa
HCA:lle madritettyd keskimddraistd EC3:a (10 %) (katso taulukko 1).

Laboratorioidenvilinen uusittavuus

9. Uuden tai mukautetun LLNA-menetelmidn laboratorioidenvilistd uusittavuutta on arvioitava kdyttimalld kahta
herkistavid ainetta, joiden ominaisuudet on LLNA-menetelmassd madritetty hyvin. LLNA-menetelmén suoritusvaa-
timukset perustuvat HCA:lla ja 2,4-dinitroklooribentseenilli (DNCB) eri laboratorioissa tehtyjen testien tulosten
vaihteluun. ECt on mddritettivd riippumattomasti yhden sellaisen tutkimuksen perusteella, joka tehdddn vihintdin
kolmessa eri laboratoriossa. Laboratorioidenvilinen uusittavuus hyviksytddn, jos kussakin laboratoriossa ECt:ksi
saadaan HCA-testissd 5-20 % ja DNCB-testissd 0,025-0,1 %, mikd vastaa LLNA-menetelmissd 0,5-2,0 kertaa
HCA:lle madritettyd keskimddraistd EC3:a (10 %) ja DNCB:lle madritettyd EC3:a (0,05 %) (katso taulukko 1).

Lisdys 2
Miiritelmit

Tarkkuus: Testimenetelmdn tulosten ja hyvaksyttyjen vertailuarvojen valinen ero. Tarkkuus mittaa testimenetelmén
suorituskykyd, ja se on yksi merkityksellisyyden osatekijoistd. Tarkkuutta ja vastaavuutta (konkordanssi) kdytetdin
usein toisiaan korvaavasti tarkoittamaan testimenetelmilld saatujen oikeiden tulosten osuutta (14).

Vertailuaine: Herkistava tai muu kuin herkistdvi aine, jota kiytetddn testiaineen vertailustandardina. Vertailuaineella olisi
oltava seuraavat ominaisuudet: i) luotettava alkuperi, joka pysyy samana; ii) samanlainen rakenne ja toiminta kuin
testattavana olevalla ainetyypilld; iii) tunnetut fysikaaliskemialliset ominaisuudet, iv) sopivuutta tukevia tietoja tunne-
tuista vaikutuksista ja v) tunnettu voimakkuus tavoitellun vasteen vaihteluvalilla.

Kynnyskonsentraatioarvio (ECt): Testiaineen arvioitu konsentraatio, jolla saadaan aikaan stimulaatioindeksi, joka osoittaa
positiivisen vasteen.

Kynnyskonsentraatio-3 (EC3): Testiaineen arvioitu konsentraatio, jolla saadaan aikaan stimulaatioindeksi 3.

Vidrd negatiivinen: Testiaine on testimenetelmassd madritetty vddrin perustein negatiiviseksi tai inaktiiviseksi, vaikka se
itse asiassa on positiivinen tai aktiivinen.

Vidrd positiivinen: Testiaine on testimenetelmassa madritetty vaarin perustein positiiviseksi tai aktiiviseksi, vaikka se itse
asiassa on negatiivinen tai inaktiivinen.

Vaarallisuus: Mahdollisuus kielteiseen terveys- tai ympdristovaikutukseen. Kielteinen vaikutus edellyttdd altistumista
vahintddn tietylld tasolla.

Laboratorioidenvdlinen uusittavuus: Se, missd maarin erilaiset valtuutetut laboratoriot voivat saada aikaan laadullisesti ja
mairallisesti samanlaisia tuloksia kayttamalld samoja tutkimussuunnitelmia ja testaamalla samoja testiaineita. Labora-
torioidenvilinen uusittavuus mddritetddn esivalidointi- ja validointimenettelyssd, ja silld osoitetaan, missd maarin testi
voidaan onnistuneesti toteuttaa eri laboratorioissa (14).

Laboratorionsisdinen uusittavuus: Se, missd mddrin tietyn laboratorion pitevd henkilostd voi saada onnistuneesti aikaan
samat tulokset kdyttamalld tiettyd tutkimussuunnitelmaa eri ajankohtina (14).
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Me-too-testi: Puhekielinen nimitys testimenetelmille, joka on rakenteellisesti ja funktionaalisesti samanlainen kuin
validoitu ja hyviksytty vertailutestimenetelmad. Tallainen menetelmd voitaisiin my6s validoida. Tarkoittaa samaa
kuin ’samanlainen’ testimenetelmd (14).

Kayran ulkopuolella oleva vaste: Kdyrin ulkopuolella olevalla vasteella tarkoitetaan havaintoa, joka poikkeaa merkittavasti
muista populaation satunnaistetuista arvoista.

Suoritusvaatimukset: Validoituun testimenetelmadn perustuvat vaatimukset, joiden avulla arvioidaan ehdotetun toimin-
nallisesti ja mekanistisesti samanlaisen testimenetelmin vertailtavuutta. Suoritusvaatimuksiin sisiltyvit i) testimenetel-
min oleelliset osat; ii) vdhimmaisluettelo vertailukemikaaleista, jotka on valittu niiden kemikaalien joukosta, joita on
kéytetty osoittamaan validoidun vertailumenetelmin hyvéksyttavédd suorituskykyd; ja iii) samanlaiset validoidusta tes-
timenetelmastd saatuihin tuloksiin perustuvat tarkkuuden ja luotettavuuden tasot, jotka ehdotetun testimenetelmin
olisi osoitettava, kun sitd arvioidaan vertailuaineiden vihimmdisluettelon avulla (14).

Yksinoikeudellinen testimenetelmd: Testimenetelmd, jonka valmistamista ja jakelua rajoitetaan patenteilla, tekijanoikeuksil-
la, tavaramerkeilld ynnd muilla.

Laadunvarmistus: Hallintomenettely, jossa testausta suorittavista henkiloistd riippumattomat henkilot arvioivat labora-
torion testausstandardien, vaatimusten ja kirjanpitomenettelyjen noudattamista ja tiedonsiirron tarkkuutta.

Vertailukemikaalit: Validointimenettelyyn valitut kemikaalit, joiden vasteet in vitro -vertailutestijarjestelmassi tai in vivo
kyseisessd lajissa ovat tiedossa. Ndiden kemikaalien on vastattava niitd kemikaaliluokkia, joiden yhteydessi kyseistd
testimenetelmdd todennikoisesti kdytetddn, ja niiden on edustettava kaikkia niitd vasteita, joita testimenetelman koh-
teena olevilta kemikaaleilta voidaan odottaa (voimakkaista lieviin ja negatiivisiin). Validointimenettelyn eri vaiheita seki
eri testimenetelmii ja testitarkoituksia varten voidaan vaatia erilaisia vertailukemikaaleja (14).

Merkityksellisyys: Kuvaus testin ja aineen vaikutuksen vilisestd suhteesta ja siitd, onko testi tarkoituksenmukainen ja
hyodyllinen tiettyd tarkoitusta varten. Merkityksellisyydelld tarkoitetaan sitd, missd mdirin testilld voidaan tarkasti
mitata tai ennustaa kyseisen aineen biologista vaikutusta. Merkityksellisyyden yhteydessi on huomioitava myds testi-
menetelman tarkkuus (konkordanssi) (14).

Luotettavuus: Testimenetelmin uusittavuus samassa laboratoriossa tai eri laboratorioissa pitkilld aikavalilld kaytettdessd
samaa menettelyd. Se arvioidaan laskemalla laboratorionsisdinen ja laboratorioidenvilinen uusittavuus (14).

Thoherkistys: Immunologinen prosessi, joka aiheutuu herkin yksilon paikallisesta altistamisesta kemialliselle allergeenille,
joka aiheuttaa iholla immuunivasteen, joka voi johtaa kosketusherkistykseen.

Stimulaatioindeksi (SI): Testiaineen ihodrsytyspotentiaalin arvioimiseksi laskettu arvo, jolla esitetddn kasiteltyjen ryhmien
soluproliferaation ja samaan aikaan kantaja-aineella kisitellyn kontrolliryhmén soluproliferaation vilinen suhde.

Testiaine (testikemikaali): Aine tai seos, jota testataan tilld testimenetelmalld.

Validoitu testimenetelmd: Testimenetelm, jolle on tehty validointitutkimukset sen merkityksellisyyden (myos tarkkuuden)
ja luotettavuuden maddrittimiseksi tiettyd tarkoitusta varten. On syytd pitdd mielessd, ettd validoidun testimenetelmin
suorituskyky tarkkuuden ja luotettavuuden osalta ei vilttdimattd ole riittidva, jotta se voitaisiin hyviksyd ehdotettuun
tarkoitukseen (14).”

. Korvataan B.46 luku seuraavasti:

”B.46. IN VITRO -IHOARSYTTAVYYS: REKONSTRUOIDUN IHMISORVASKEDEN TESTIMENETELMA

JOHDANTO

1. Thodrsytykselld tarkoitetaan korjautuvan ihovaurion syntymistd enintddn neljd tuntia kestdneen testiaineen annos-
telun jilkeen (kuten on mddritelty Yhdistyneiden kansakuntien (YK) GHS-jdrjestelmissi (Globally Harmonised
System for the Classification and Labelling of Chemical Substances and Mixtures) ja aineiden ja seosten luoki-
tuksesta, merkinnoistd ja pakkaamisesta 16 pdivdnd joulukuuta 2008 annetussa Euroopan parlamentin ja neu-
voston asetuksessa (EY) N:o 1272/2008 (CLP-asetus) (1) (3)). Téssé testimenetelméssd selostetaan in vitro -menet-
tely, jolla voidaan madrittdd drsyttivien kemikaalien (aineiden ja seosten) vaarallisuus YK:n GHS-jdrjestelmén ja
EU:n CLP-asetuksen luokan 2 mukaisesti (1) (2) (3). EU:ssa ja muilla alueilla, joilla ei ole hyviksytty YK:n GHS-
jarjestelman valinnaista luokkaa 3 (lievésti drsyttavit aineet), titd testimenetelmdd voidaan kdyttdd myos luokitte-
lemattomien kemikaalien (YK:n GHS-jirjestelmdn ja EU:n CLP-asetuksen ’ei luokitusta’) médrittdmiseen (1) (3).
Tdmin testimenetelmdn avulla voidaan madrittdd kemikaalien ihodrsytys yksittdisend korvaavana testind vaiheit-
taisen testausstrategian in vivo -ihodrsytystestauksen asemesta (4 ja timdan liitteen B.4 luku).
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Thodrsyttivyyden arviointi on tyypillisesti edellyttinyt koe-eldinten kdyttod (OECD:n testiohje 404; timin liitteen
B.4 luku) (4). Eldinten hyvinvointiin liittyvien nikokohtien osalta menetelmad B.4 tarkistettiin vuonna 2004 niin,
ettd ihosyovyttivyys ja ihodrsyttdvyys voidaan mddrittdd soveltamalla vaiheittaista testausstrategiaa kiyttden in
vitro- tai ex vivo -testimenetelmid, joiden avulla viltetddn eldimille aiheutuva kipu ja kirsimys. Kolme validoitua
in vitro -testimenetelmdd on hyvaksytty OECD:n testiohjeina 430, 431 ja 435 (5) (6) (7) ja kaksi timin liitteen
B.40 ja B.40a lukuna, ja niitd voidaan kdyttid menetelméin B.4 ja OECD:n testiohjeen 404 vaiheittaisen testausst-
rategian syovyttavyysosiossa (4).

Tdssd testimenetelmassa tarkastellaan ihodrsytystd ihmisten terveyteen liittyvand maédrityskohteena. Tamé testime-
netelmd perustuu ihmisen rekonstruoituun orvasketeen (Reconstructed human Epidermis, RhE), joka jdljittelee
laheisesti ihmisihon ylemmén kerroksen eli epidermiksen biokemiallisia ja fysiologisia ominaisuuksia (solut ovat
perdisin ihmisen orvaskeden keratinosyyteistd, ja testissd kdytetddn edustavaa kudos- ja soluarkkitehtuuria). Tahin
testimenetelmddn sisiltyy my0s sarja suoritusvaatimuksia (lisidys 2), joilla voidaan arvioida samanlaisia ja muun-
nettuja rekonstruoituun ihmisorvasketeen perustuvia menetelmid. Suoritusvaatimukset on kehittinyt EC-ECVAM
(8) OECD:n ohjeasiakirjan nro 34 (9) periaatteiden mukaisesti.

On olemassa kolme validoitua menetelmad, joissa noudatetaan titd testimenetelmad. Validointia edeltdvaa vaihetta,
optimointia ja validointia koskevat tutkimukset on saatettu pddtokseen sen in vitro -menetelman (10) (11) (12)
(13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) osalta, jossa kdytetddn rekonstruoitua ihmisorvaskesimallia ja joka on
kaupallisesti saatavilla nimelld EpiSkin™ (validoitu vertailumenetelma, VVM). Kahdesta muusta kaupallisesti saa-
tavilla olevasta ihodrsytyksen in vitro -menetelmdstd, joissa kiytetddn RhE-menetelmidd, on saatu samankaltaisia
tuloksia kuin VVM:std suoritusvaatimuksiin perustuvan validoinnin (21) perusteella. Nimd menetelmit ovat Epi-
Derm™\-ihoirsytystesti (EPI-200) ja SkinEthic™-RhE-menetelmit (22).

Ennen kuin ehdotettua samanlaista tai mukautettua in vitro -RhE-menetelmid, joka ei ole VVM, EpiDerm™-

ihoirsytystesti (EPI-200) tai SkinEthic™-RhE-menetelmd, voidaan kiyttdd lainsiidinnossi maariteltyihin tarkoi-
tuksiin, sen luotettavuus, merkittivyys (tarkkuus) ja ehdotetun kdyton rajoitukset on mddritettivi, jotta voidaan
varmistaa, ettd sitd voidaan verrata VVM:ddn tissd testimenetelmassd (lisdys 2) vahvistetuissa suoritusvaatimuksissa
asetettujen vaatimusten mukaisesti. Lisdksi suositellaan, ettd ennen samanlaisen tai mukautetun in vitro -RhE-
menetelman validointia ja toimittamista sddntelyviranomaisten hyviksyttavaksi on syytd tarkastella in vitro -iho-
arsytystestausta koskevaa OECD:n perusteluasiakirjaa (23).

MAARITELMAT

6.

Sovellettavat médritelmat esitetddn lisdyksessd 1.

ALUSTAVIA POHDINTOJA JA RAJOITUKSET

7.

Validointitutkimuksen (16) mukaisesti timén testimenetelmén rajoituksena on, ettd kemikaalien luokittelu YK:n
GHS-luokkaan 3 (lievasti drsyttavit aineet) (1) ei ole mahdollista. Myohemmin tehtidvé in vivo -testaus voi olla
tarpeen osittain korvaavana testind ihodrsytyspotentiaalin ominaisuuksien tdydellistd maarittimistd varten (4 ja
timén liitteen B.4 luku). On syytd muistaa, ettd ihmisihon kdyttoon liittyy kansallisia ja kansainvélisid eettisid
ndkokohtia ja ehtoja.

Téssi testimenetelmdssi tarkastellaan ihodrsyttavyyttd/-syovyttavyyttd koskevan B.4 menetelmin vaiheittaisen tes-
tausstrategian in vitro -ihodrsyttivyysosiota (OECD:n testiohje 404) (4). Vaikka tdlld testimenetelmilld ei saada
riittavésti tietoja ihosyovyttivyydestd, on syytd panna merkille, ettd ihosyovyttavyyttd koskeva B.40a menetelma
(OECD:n testiohje 431) perustuu samaan RhE-testijarjestelmddn, mutta siind kdytetddan muuta tutkimussuunnitel-
maa (B.40a luku). Tissd selostettu menetelmé perustuu RhE-malleihin, joissa kéytetddn ihmisistd perdisin olevia
keratinosyyttejd, jotka ndin ollen edustavat tarkasteltavana olevan lajin kohde-elintd in vitro. Menetelma kattaa
suoraan myos aluksi esiintyvin tulehdusreaktion jaftai reaktiomekanismin (soluvauriot ja paikalliseen vammaan
johtavat kudosvauriot), joka tapahtuu in vivo -drsytyksen aikana. Tdiman testimenetelmin validoinnin yhteydessd on
testattu useita erilaisia kemikaaleja, ja validointitutkimuksessa kerittyyn tietopankkiin kasittdd yhteensd 58 kemi-
kaalia (16) (18) (23). Menetelmdd voidaan kdyttdd kiinteisiin aineisiin, nesteisiin, puolikiinteisiin aineisiin ja
vahamaisiin aineisiin. Nesteet voivat olla vesiliuoksia tai orgaanisia liuoksia; kiintedt aineet voivat olla joko veteen
liukenevia tai veteen liukenemattomia. Kiinteit aineet on mahdollisuuksien mukaan jauhettava hienoksi jauhoksi
ennen applikointia; ndytteen muuta esikésittelyd ei vaadita. Kaasuja ja aerosoleja ei ole vield arvioitu validointi-
tutkimuksessa (24). Vaikka voidaan ajatella, ettd niitd voidaan testata RhE-tekniikalla, tdlld testimenetelmalld kaa-
suja ja aerosoleja ei voida testata. On myos pantava merkille, ettd voimakkaanviriset kemikaalit voivat hairitd
solujen elinkyvyn mittausta, joten on kiytettdvd mukautettuja kontrolleja (katso 24-26 kohta).

Kun testikemikaalin luokittelu on yksiselitteinen, se voidaan testata yhdessd kolme kudosniytettd kasittavassd
testiajossa. Jos luokittelu on vaikeaa, esimerkiksi jos rinnakkaisniytteille saadut tulokset ovat erilaiset ja/tai jos
keskimddrdinen elinkyky on 50 * 5 %, on harkittava toista testiajoa ja my6s kolmatta, jos kahden ensimmdisen
testin tulokset poikkeavat toisistaan.

TESTIN PERIAATE

10. Testikemikaalia applikoidaan paikallisesti kolmiulotteiseen rekonstruoituun ihmisorvaskesimalliin, joka koostuu

ihmisestd saaduista muuntamattomista orvaskeden keratinosyyteisté, jotka on viljelty ihmisen orvaskeden moni-
kerroksiseksi, tdysin erilaistuneitten solujen malliksi. Se koostuu jirjestyneistd ja selkeistd tyvisolu-, okasolu- ja
jyviiskerroksista ja monikerroksisesta marraskedestd, joka sisiltdd solujenvalisid lamellaarisia lipidikerroksia, jotka
edustavat lipidiluokkia, joita havaitaan myos in vivo -kokeissa.
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11

12.

. Kemikaalien aiheuttama ihodrsytys, joka esiintyy eryteemana ja ddeemana, on seurauksena tapahtumasarjasta, joka
kdynnistyy, kun kemikaali ldpaisee marraskeden, ja alla olevat keratinosyyttikerrokset vaurioituvat. Kuolevat ke-
ratinosyytit vapauttavat valittdjdaineita, jotka kdynnistavat tulehdusreaktion, joka vaikuttaa verinahan soluihin,
etenkin strooman ja endoteelin soluihin. Havaitut eryteema ja 6deema johtuvat endoteelin solujen laajentumisesta
ja tavallista suuremmasta ldpdisevyydestd (24). RhE-malliin perustuvilla menetelmilld mitataan timén tapahtuma-
sarjan kdynnistdvid tapahtumia.

Solujen elinkyvyn mittaus perustuu siihen, ettd entsyymit muuntavat viriaine MTT:n (3-(4,5-dimetyylitiatsol-2-
yyli)-2,5-difenyylitetratsoliumbromidi, tiatsolyylisininen; CAS-numero 298-93-1) siniseksi formatsaanisuolaksi,
joka mitataan kvantitatiivisesti, kun se on uutettu kudoksista (25). Arsytystd aiheuttavat aineet tunnistetaan niiden
kyvysti alentaa solun elinkykyd mairitettyjen kynnysarvojen alle (ts. < 50 % YK:n GHS+jérjestelmin | EU:n CLP-
asetuksen luokan 2 osalta). Riippuen siitd sddntely-yhteydestd, jossa timén testimenetelmdn tuloksia kdytetddn,
voidaan katsoa, ettd kemikaalit, jotka aiheuttavat méiriteltyd kynnysarvoa korkeamman solujen elinkyvyn, eivit
ole drsyttivid (ts. > 50 %, ei luokitusta).

PATEVYYDEN OSOITUS

13

14.

. Ennen kuin laboratoriot ryhtyvit kdyttimain rutiininomaisesti jotakin timén testimenetelméin mukaisista kolmesta
validoidusta menetelmastd, laboratorioiden on osoitettava tekninen patevyytensa taulukossa 1 lueteltujen kymme-
nen vertailukemikaalin avulla. Timén testimenetelmidn mukaisesti kehitettyjen samanlaisten menetelmien tai kol-
men validoidun menetelmdn mukautusten osalta timin testimenetelmén lisdyksessd 2 vahvistetut suoritusvaa-
timukset on tdytettdvd, ennen kuin niitd kdytetddn lainsdddiannossd edellytettyihin testeihin.

Osana pitevyyden osoittamista kdyttdjan on kudosten vastaanoton jalkeen tarkastettava kudosten ldpdisevyysomi-
naisuudet RhE-mallin laatijan vaatimusten mukaisesti. TAma on erityisen tirkedd, jos kudoksia kuljetetaan pitkid
vilimatkoja tai pitkid aikoja. Kun menetelmd on otettu onnistuneesti kidyttoon ja laboratorion pitevyys on
osoitettu, tallaista tarkastusta ei tarvitse tehdd sainnollisesti. Jos menetelmai kaytetdan sainnollisesti, on lapaise-
vyysominaisuudet kuitenkin jatkossakin syytd arvioida saannollisin valiajoin.

Taulukko 1

Vertailukemikaalit ()

Kemikaali CAS-nro In vivo-tulos (%) ini}:ﬂi:zn vkn Ggi;};: %ﬁz gt
naftaleenietikkahappo 86-87-3 0 kiinted ei luokitusta
isopropanoli 67-63-0 0,3 neste ei luokitusta
metyylistearaatti 112-61-8 1 kiinted ei luokitusta
heptyylibutyraatti 5870-93-9 1,7 neste ei luokitusta

(valinnainen luokka 3) (%) (*)
heksyylisalisylaatti 6259-76-3 2 neste ei luokitusta

(valinnainen luokka 3) (%) (4)
syklameenialdehydi 103-95-7 2,3 neste luokka 2
1-bromiheksaani 111-25-1 2,7 neste luokka 2
kaliumhydroksidi (5 % liuos vedessd) | 1310-58-3 3 neste luokka 2
1-metyyli-3-fenyyli-1-piperatsiini 5271-27-2 3,3 kiinted luokka 2
heptanaali 111-71-7 3,4 neste luokka 2

)
®)
)

Nami vertailukemikaalit muodostavat osan validointitutkimuksessa kaytettavistd vertailukemikaaleista.

In vivo -pisteytystulos B.4-menetelmin ja OECD:n testiohjeen 404 (4) mukaisesti.

Tissd testimenetelmissi katsotaan, ettd YK:n GHS-jirjestelmin valinnainen luokka 3 (lievésti drsyttivit aineet) (1) vastaa luokitusta
el luokitusta’.

(*) YK:n GHS-jdrjestelman valinnaista luokkaa 3 ei sovelleta EU:n CLP-asetuksessa.
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MENETTELY

15. Seuraavassa esitelldin RhE-menetelmad kayttavin ihodrsyttavyysarvioinnin osat ja menettelyt. RhE-malli on val-
mistettava, ja se voidaan valmistaa itse laboratoriossa tai hankkia kaupallisesti. EpiSkinTM-meneteIma’n, Epi-
Derm™.ihoirsytystestin (EPI-200) ja SkinEthic™-RhE-menetelmén standardimenettelyt ovat saatavilla lihteissa
(26) (27) (28). Testaus on toteutettava seuraavasti:

RhE-TESTIMENETELMAN osat
Yleiset olosuhteet

16. Epiteelin valmistamiseen on kiytettdvd muuntamattomia ihmisen keratinosyytteji. Toimivan marraskeden alla on
oltava useita kerroksia eldvid epiteelisoluja (tyvisolukerros, okasolukerros ja jyvdiskerros). Marraskedessd on oltava
useita kerroksia ja olennainen lipidikoostumus, jotta se voi toimia esteend solumyrkyllisten merkkiaineiden, kuten
natriumdodekyylisulfaatin (SDS) tai Triton X-100:n, nopealle kulkeutumiselle ihokerrosten lapi. Lapdisynestokyky
on osoitettava, ja se voidaan arvioida joko maarittimalld pitoisuus, jossa merkkiaine vihentdd kudosten elinkykyd
50 prosentilla (ICsp) tietyn altistusajan jilkeen, tai madrittimalld altistusaika, joka tarvitaan solun elinkyvyn
vihenemiseen 50 prosentilla (ET5) applikoitaessa merkkiainetta tietyssd, tunnetussa pitoisuudessa. Mallin on
oltava sellainen, ettei materiaali padse marraskeden ympiri elavdin kudokseen, koska se heikentdisi mallin kykyd
mallintaa ihoaltistusta. RhE-mallissa ei saa olla kontaminaatiota (bakteerit, virukset, mykoplasmat tai sieni-itit).

Toimintaolosuhteet
Solujen elinkyky

17. Solujen elinkyky méaritetdan MTT-madritysmenetelmalla (25). RhE-mallien kayttdjien on varmistettava, ettd kukin
RhE-mallin erd tdyttdd negatiiviselle kontrollille asetetut vaatimukset. Pelkdn uuttoliuottimen optisen tiheyden (OD)
on oltava riittdvén pieni, ts. OD < 0,1. RhE-mallin kehittdjin/tuottajan on madritettdvd negatiivisen kontrollin OD-
arvojen hyviksyttivyyden vaihteluvili (ylempi ja alempi raja-arvo) (ihodrsytystestimenetelméin olosuhteissa). Kol-
men validoidun menetelmdn hyviksyttavyyden vaihteluvilit esitetddn taulukossa 2. Negatiivisella kontrollikemikaa-
lilla késiteltyjen kudosten vakaus viljelmissi (niiden on annettava samanlaiset elinkykytulokset) testin altistusjak-
son ajan on dokumentoitava.

Taulukko 2

Negatiivisen kontrollin OD-arvojen hyviksyttivyyden vaihteluvili

Alempi hyviksyttavyysraja Ylempi hyviksyttavyysraja
EpiSkin™ (thomalli) > 0,6 <15
EpiDerm™-ihoiirsytystesti (EPI-200) >1,0 <25
SkinEthic™-RhE-menetelmi >1,2 <25

Lapaisyn esto

18. Marraskeden ja sen lipidikoostumuksen on oltava riittdvd estimain solumyrkyllisten merkkiaineiden, esimerkiksi
SDS:n tai Triton X-100:n, nopea ldpdisy arvioituna ICsq:ld tai ET5q:lld (taulukko 3).

Morfologia

19. RhE-malli on tutkittava histologisesti, ja on osoitettava, ettd rekonstruktiolla on ihmisen orvaskeden kaltainen
rakenne (my6s monikerroksinen marraskesi).

Uusittavuus

20. Testimenetelmin positiivisella kontrollikemikaalilla ja negatiivisilla kontrolleilla saatujen tulosten olisi osoitettava
tulosten uusittavuus pidemmalld aikavalilld.
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Laadunvalvonta

21

. RhE-mallin kehittdjin/tuottajan on varmistettava ja osoitettava, ettd kukin RhE-mallin erd tdyttdd mddritellyt
tuotantokriteerit, joiden joukosta elinkykyisyyttd (17 kohta), lipdisyn estoa (18 kohta) ja morfologiaa (19 kohta)
koskevat perusteet ovat merkityksellisimmat. T4td koskevat tiedot on annettava menetelmin kayttgjille, jotta he
voivat ilmoittaa tiedot testiraportissa. RhE-mallin kehittdjan/tuottajan (tai laitoksen omaa mallia kdytettdessd
tutkijan) on annettava IC5y:n tai ETsqn hyviksyttavyyden vaihteluvali (ylempi ja alempi raja-arvo). Ainoastaan
hyviksytyilld kudoksilla saadut tulokset voidaan hyviksya luotettavaksi ennusteeksi arsytyksen luokittelua varten.
Edelld kasiteltyjen kolmen validoidun menetelmédn hyviksyttavyyden vaihteluvilit esitetddn esimerkkeind taulu-
kossa 3.

Taulukko 3

Esimerkkeji laadunvalvonnan perusteista eridn vapauttamiseksi tehtaalta myyntiin

Alempi hyviksyttivyysraja Ylempi hyviksyttivyysraja
EpiSkin™ (thomalli) IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml
(18 tunnin kisittely SDS:114) (26)
EpiDerm™-ihoirsytystesti (EPI-200) ETs5, = 4,8 tuntia ET;, = 8,7 tuntia
(1 % Triton X-100) (27)
SkinEthic™-RhE-menetelma ET5, = 4,0 tuntia ET5o = 9,0 tuntia
(1 % Triton X-100) (28)

Testi- ja kontrollikemikaalien annostelu

22. Kutakin testikemikaalia ja kunkin kisittelyn kontrollia kohti on kaytettivd vihintddn kolmea ndytettd. Sekd

23.

nestemdisid ettd kiinteitd aineita kiytettdessd orvaskeden pinnalle on annosteltava testikemikaalia tasaisesti riittdva
madri kuitenkin niin, ettei kiytetd hyvin suurta annosta. Kemikaalia olisi kaytettivd vihintidn 25 pljem? tai
25 mgfcm?. Kiinteitd aineita kiytettiessi orvaskeden pinta on kostutettava deionisoidulla tai tislatulla vedelld
ennen aineen annostelua, jotta testikemikaalin ja orvaskeden pinnan vilistd kosketus olisi parempi. Kiinteit aineet
on mahdollisuuksien mukaan testattava hienona jauheena. Altistuksen jilkeen testikemikaali on huuhdeltava
huolellisesti orvaskeden pinnalta sopivalla vesipitoisella puskuriliuoksella tai 0,9-prosenttisella NaCl:lla. Kolmesta
validoidusta RhE-menetelmistd valitusta menetelmistd riippuen altistusaika voi olla 15-60 minuuttia ja inkubaa-
tiolimpatila 20-37 °C. Namad altistusajat ja limpotilat on optimoitu erikseen kullekin RhE-menetelmille, ja ne
vastaavat menetelmien erilaisia ominaispiirteitd; lisitietoja on saatavilla menetelmien standardimenettelyistd (26)
27) (29).

Kussakin kasittelyssd on kiytettdvd samanaikaisesti negatiivisia ja positiivisia kontrolleja osoittamaan, ettd solujen
elinkyky (negatiivisella kontrollilla), lapdisyn esto ja altistuksesta seuraava kudoksen herkistyminen (positiivisella
kontrollilla) ovat pidemmin ajan kuluessa mddritetylld hyviksyttavyyden vaihteluvililld. Positiivisena kontrolli-
aineena suositellaan kaytettaviksi 5-prosenttista SDS:n vesiliuosta. Suositeltavat negatiiviset kontrollikemikaalit
ovat vesi tai fosfaattipuskuroitu suolaliuos (PBS).

Solujen elinkykymittaukset

24. Tarkeintd testimenettelyssd on se, ettd elinkykymittauksia ei suoriteta heti testikemikaaleille altistumisen jdlkeen,

25.

26.

vaan vasta, kun kudokset on kisittelyn jilkeen huuhdeltu ja ne ovat olleet riittdvin pitkdn inkubaatioajan
tuoreessa elatusaineessa. Inkubaatioaika mahdollistaa sekd palautumisen heikoista sytotoksisista vaikutuksista
ettd selkeiden sytotoksisten vaikutusten esilletulon. Testin optimointivaiheessa (11) (12) (13) (14) (15) on kaynyt
ilmi, ettd 42 tuntia kestdvid inkubaatioaika kasittelyn jilkeen on optimaalinen.

MTT-médritysmenetelmd on validoitu kvantitatiivinen menetelmd, jota olisi kdytettdvd solujen elinkyvyn mittaa-
miseen tdssd testimenetelmassd. MTT-menetelmd sopii kdytettaviksi kolmiulotteisen kudosrakenteen kanssa. Ku-
dosndyte pannaan kolmeksi tunniksi sopivan vahvuiseen MTT-liuokseen (esimerkiksi 0,3-1 mg/ml). Saostunut
sininen formatsaani uutetaan kudoksesta liuottimella (esimerkiksi isopropanoli tai hapan isopropanoli), ja format-
saanipitoisuus madritetddn mittaamalla OD-arvo 570 % 30 nm:ssa.

Testikemikaalin optiset ominaisuudet tai sen kemiallinen reaktio MTT:n kanssa voivat aiheuttaa sen, ettd mai-
ritysmenetelmalld saadaan véddrd arvio elinkyvystd (koska testikemikaali voi estdd virin muodostumisen tai vaih-
toehtoisesti aiheuttaa sen). Ndin voi tapahtua, jos tietty testikemikaali ei kokonaan poistu kudoksesta huuhtele-
malla tai jos se imeytyy orvasketeen. Jos testikemikaali reagoi suoraan MTT:n kanssa (MTT-pelkistin), on luon-
nostaan virillinen tai vérjaytyy kudoksen kasittelyn aikana, on kiytettava lisdkontrolleja, jotta testikemikaalin
vaikutus solujen elinkyvyn mittaukseen voidaan osoittaa ja korjata. MTT:n suoran pelkistyksen ja vériaineiden
aiheuttamien héirididen korjaamismenettelyt selostetaan yksityiskohtaisesti kyseisid kolmea validoitua menetelmai
koskevissa standardimenettelyissd (26) (27) (28).
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Hyvaksyttavyysperusteet

27. Jokaisessa menetelmissd, jossa kiytetddn validoidun RhE-mallin erid (katso 21 kohta), negatiivisella kontrollike-
mikaalilla kasiteltyjen kudosten OD:n vastattava sellaisten kudosten OD:té, joille on suoritettu kaikki kuljetus- ja
vastaanottovaiheet sekd kaikki tutkimussuunnitelman menettelyt. Kontrollien OD-arvot eivit saa olla alhaisemmat
kuin pitkdhkon aiemman ajanjakson alemmat rajat. Vastaavasti positiivisella kontrollilla eli 5-prosenttisella SDS:n
vesiliuoksella kisiteltyjen kudosten on ilmennettivd kudosten kykyd reagoida arsytysti aiheuttavaan kemikaaliin
tdssd testimenetelmdssd (26) (27) (28). Rinnakkaisten kudosnéytteiden vilisen vaihtelun asianmukaiset mairat on
médriteltavi (esimerkiksi jos kaytetddn vakiopoikkeamia, niiden on oltava aiempien tietojen perusteella lasketun 1-
puolisen 95 prosentin vaihteluvilin sisilld; validoiduille vertailumenetelmille vakiopoikkeama < 18 %).

Tulosten tulkinta ja ennustettavuusmalli

28. Negatiivisen kontrollin OD-arvon katsotaan testissd edustavan 100-prosenttista solujen elinkykya. Kullakin testi-
kemikaalilla saaduista OD-arvoista voidaan laskea solujen elinkyky prosentteina negatiivisesta kontrollista. Prosen-
tuaalinen solujen elinkyvyn raja-arvo, jolla drsyttavit testikemikaalit erotetaan luokittelemattomista testikemikaa-
leista, ja tulosten arviointiin ja drsyttdvien kemikaalien tunnistamiseen kdytettdvit tilastomenetelmédt on mddritel-
tavd selvisti ja dokumentoitava ja niiden sopivuus on osoitettava. Arsytyksen ennusteen raja-arvot esitetidn
seuraavassa:

— Testikemikaalin katsotaan aiheuttavan arsytystd iholla YK:n GHS-jdrjestelmén | EU:n CLP-asetuksen luokan 2
mukaisesti, jos kudoksen elinkyky altistuksen ja kisittelyn jilkeisen inkubaation jilkeen on alhaisempi tai yhtd
suuri kuin (<) 50 prosenttia.

— Riippuen siitd, minkd sdddoksen noudattaminen tulee kysymykseen timin testimenetelmin yhteydessd, voi-
daan katsoa, etti testikemikaali ei aiheuta drsytystd iholla YK:n GHS+jarjestelmin | EU:n CLP-asetuksen luoki-
tuksen ’ei luokitusta’ mukaisesti, jos kudoksen elinkyky altistuksen ja kasittelyn jilkeisen inkubaation jalkeen
on suurempi kuin (>) 50 prosenttia.

MITTAUSTULOKSET JA TULOSTEN ILMOITTAMINEN
Mittaustulokset

29. Kunkin testin osalta on esitettidvd taulukkomuodossa yksittiisid rinnakkaisia testindytteitd koskevat mittaustulokset
(esimerkiksi kunkin testikemikaalin OD-arvot ja solujen elinkyvyn prosentuaalista osuutta koskevat tiedot, mukaan
luettuna luokittelu) ja tarvittaessa myos mittaustulokset toistetuista kokeista. Lisdksi on esitettdva kunkin kasittelyn
keskiarvo * keskihajonta. Kunkin testikemikaalin osalta on esitettdvd havaittu vuorovaikutus MTT-reagenssin ja
vrillisten testikemikaalien kanssa.

Testiraportti

30. Testiraportissa on esitettdvd seuraavat tiedot:
Testi- ja kontrollikemikaalit
— kemiallinen nimi/kemialliset nimet, kuten CAS-nimi ja -numero sekd EC-nimi ja -numero, jos ne tiedetdin,
— kemikaalin puhtaus ja koostumus (painoprosentteina),

— tutkimuksen suorittamisen kannalta merkitykselliset fysikaaliskemialliset ominaisuudet (kuten fysikaalinen olo-
muoto, stabiilius ja haihtuvuus, pH ja vesiliukoisuus, jos se tiedetéin),

— tarvittaessa testi- tai kontrollikemikaalien kasittely ennen testid (esimerkiksi limmittiminen tai jauhaminen),

— varastointiolosuhteet.

Kéytetyn RhE-mallin ja testisuunnitelman perustelut
Testiolosuhteet
— kaytetty solujirjestelma,

— tdydelliset RhE-mallin kdyttd tukevat tiedot (mukaan luettuna mallin suoritusarvot). Nditd voivat olla, luette-
lon olematta tyhjentiva,

i) solujen elinkyky

iii) morfologia

)
i) lapédisyn esto
)
iv)

uusittavuus ja ennustettavuus
v) mallin laatukontrollit,
— tiedot kdytetystd testimenettelystd,
— testissd kidytetyt annokset, altistuksen kesto ja Kisittelyn jdlkeinen inkubaatioaika,

— kuvaus testimenettelyjen mahdollisista muutoksista,
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— viittaukset mallia koskeviin aiempiin tietoihin. Niitd voivat olla, luettelon olematta tyhjentivi,
i) laatukontrollitietojen hyvdksyttavyys; viitattava aikaisempia erid koskeviin tietoihin

i) positiivisten ja negatiivisten kontrollien hyviksyttivyys; viitattava positiivisten ja negatiivisten kontrollien
keskiarvoihin ja vaihteluvileihin,

— kdytettyjen arviointiperusteiden kuvaus, mukaan luettuina ennustettavuusmallin raja-arvojen valinnan perus-
teet,

— viittaukset aiempiin kontrollitietoihin.

Tulokset

— yksittéisistd testikemikaaleista saadut tulokset kussakin testiajossa ja rinnakkaisista mittauksista taulukkomuo-
dossa,

— tiedot kontrolleista, joita on kdytetty suorille MTT:n pelkistimille ja/tai varjaaville testikemikaaleille,

— kuvaus muista havaituista vaikutuksista.

Tulosten tarkastelu

Paitelmit
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Lisdys 1
Miiritelmit

Tarkkuus: Testimenetelmén tulosten ja hyviksyttyjen vertailuarvojen vilinen ero. Tarkkuus on testimenetelmédn suori-
tuskyvyn mitta ja yksi merkityksellisyyden osatekijoistd. Tarkkuutta ja vastaavuutta (konkordanssia) kdytetddn usein
toisiaan korvaavasti tarkoittamaan testimenetelmélld saatujen oikeiden tulosten osuutta (9).

Solujen elinkyky: Muuttuja, jolla mitataan solupopulaation kokonaisaktiivisuutta, esimerkiksi solujen mitokondrioiden
dehydrogenaasien kykya pelkistdd viriaine MTT (3-(4,5-dimetyylitiatsol-2-yyli)-2,5-difenyylitetratsoliumbromidi eli ti-
atsolyylisininen), joka mitatusta pditepisteestd ja testimenetelméstd riippuen korreloi solujen kokonaismédrdin ja/tai
elinkykyyn.

Vastaavuus: Testimenetelmdn suorituskyvyn mitta sellaisille testimenetelmille, joiden tulokset ovat luokittelevia, ja yksi
merkityksellisyyden osatekijoistd. Vastaavuutta ja tarkkuutta kdytetddn usein toisiaan korvaavasti, ja vastaavuus on
mddritelty kaikkien niiden testikemikaalien osuudeksi, jotka on luokiteltu oikein positiivisiksi tai negatiivisiksi (9).

ETs5y: Voidaan arvioida maarittimalld altistusaika, joka tarvitaan, jotta solujen elinkyky vahenee 50 prosenttia annos-
teltaessa merkkikemikaalia tietyssd, mairdtyssd pitoisuudessa; katso myos ICs.

EU:n CLP-asetus (aineiden ja seosten luokituksesta, merkinngistd ja pakkaamisesta 16 pdivind joulukuuta 2008 annettu Euroo-
pan parlamentin ja neuvoston asetus (EY) N:o 1272/2008): Kemikaalien (aineiden ja seosten) luokittelua ja merkintojd
koskeva YK:n GHS-jdrjestelmi saatetaan talld asetuksella osaksi Euroopan unionin (EU) lainsddddnt6d (3).

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals; Yhdistyneiden kansakuntien (YK) kemikaalien
maailmanlaajuisesti yhdenmukaistettu luokitus- ja merkintdjrjestelma): Téssd jirjestelmdssd kemikaalit (aineet ja seokset)
luokitellaan vakioitujen fysikaalisten sekd terveys- ja ymparistovaarojen tyyppien ja -tasojen mukaisesti, ja niille osoi-
tetaan vaaraviestinndn tunnukset, kuten kuvamerkit, huomiosanat, vaaralausekkeet, turvalausekkeet ja turvatiedotteet,
jotta voidaan vilittdd tietoa kemikaalien haittavaikutuksista ihmisten ja ympériston suojelemiseksi (esimerkiksi tyon-
antajille, tyontekijoille, kuljetushenkilokunnalle, kuluttajille ja pelastushenkilostolle) (1).

IC5y: Voidaan arvioida madrittamalld pitoisuus, jossa merkkikemikaali alentaa solujen elinkykyd 50 prosentilla (IC5q)
sovitun altistusajan jalkeen; katso myos ETs,.

Rajoittamaton annos: Orvasketeen applikoidun testikemikaalin maard, joka ylittdd maardn, joka tarvitaan orvaskeden
pinnan peittdmiseksi kokonaisuudessaan ja tasaisesti.

Me-too-testi: Puhekielinen nimitys testimenetelmalle, joka on rakenteellisesti ja funktionaalisesti samanlainen kuin
validoitu ja hyvdksytty vertailutestimenetelmd. Tallainen menetelmd voitaisiin myos validoida. Tarkoittaa samaa kuin
samanlainen testimenetelma (9).

Suoritusvaatimukset: Validoituihin vertailumenetelmiin perustuvat standardit, jotka toimivat perustana arvioitaessa eh-
dotetun mekaanisesti ja toiminnallisesti samanlaisen testimenetelmén vertailtavuutta. Sithen sisdltyvit i) testimenetel-
min oleelliset osat; ii) vihimmiisluettelo vertailukemikaaleista, jotka on valittu niiden kemikaalien joukosta, joita on
kaytetty osoittamaan validoidun vertailumenetelméin hyvaksyttavda suorituskykyd; ja iii) vertailukelpoiset validoidusta
testimenetelmastd saatuihin tuloksiin perustuvat tarkkuuden ja luotettavuuden tasot, jotka ehdotetun testimenetelmén
olisi osoitettava, kun sitd arvioidaan vertailukemikaalien vihimmdisluettelon avulla (9).

Vertailukemikaalit: Validointimenettelyyn valitut kemikaalit, joiden vasteet in vitro- tai in vivo -vertailutestijirjestelmassa
tai kyseisessd lajissa ovat tiedossa. Naiden kemikaalien olisi edustettava niitd kemikaaliluokkia, joita testattaessa kyseistd
testimenetelmai todenndkoisesti kdytetddn, ja niiden on edustettava kaikkia niitd vasteita, joita tdlld testimenetelmalld
testattavilta kemikaaleilta voidaan odottaa (voimakkaista lieviin ja negatiivisiin). Validointimenettelyn eri vaiheita seké
eri testimenetelmii ja testitarkoituksia varten voidaan vaatia erilaisia vertailukemikaaleja (9).



L 193/26

Euroopan unionin virallinen lehti

20.7.2012

Merkityksellisyys: Kuvaus testin ja toivotun vaikutuksen vilisestd suhteesta ja siitd, onko testi tarkoituksenmukainen ja
hyodyllinen tiettyd tarkoitusta varten. Merkityksellisyydelld tarkoitetaan sitd, missd mairin testilli voidaan tarkasti
mitata tai ennustaa haluttua biologista vaikutusta. Merkityksellisyyden yhteydessd on huomioitava myds testimenetel-
min tarkkuus (vastaavuus) (9).

Luotettavuus: Laajuus, jolla testimenetelméd on uusittavissa samassa laboratoriossa tai eri laboratorioissa ajan myoti
kiytettdessd samaa menettelyd. Se arvioidaan laskemalla laboratorionsisdinen ja laboratorioidenvilinen uusittavuus (9).

Korvaava testi: Testi, jolla voidaan korvata testi, joka on sddnnéllisesti kdytossd ja joka on hyviksytty vaarallisuuden
médrittdmiseen jaftai riskien arviointiin, ja jonka on osoitettu antavan ihmisten tai eldinten terveyden tai tarvittaessa
ympiriston kannalta vastaavan tai korkeamman suojelutason hyviksyttyyn testiin verrattuna kaikissa mahdollisissa
testaustilanteissa ja kaikkien kemikaalien yhteydessi (9).

Herkkyys: Niiden positiivisten/aktiivisten testikemikaalien osuus, jotka on luokiteltu testissi oikein. Silli mitataan
luokittavia tuloksia tuottavan testimenetelmin tarkkuutta. Herkkyys on tirkedd ottaa huomioon arvioitaessa testime-
netelmdn merkityksellisyyttd (9).

Thodrsyttavyys: Palautuvan ihovaurion ilmaantuminen enintddn neljd tuntia kestdneen testikemikaalin annostelun jilkeen.
Thodrsytys on paikallisesti esiintyvd, ei-immunogeeninen reaktio, joka kehittyy pian stimulaation jilkeen (29). Sen
tirkeimmit ominaispiirteet ovat sen palautuvuus, johon littyy tulehdusreaktioita, ja useimmat tulehdusreaktioon
liittyvat drsyttavyyden kliiniset ominaispiirteet (eryteema, 6deema, kutina ja kipu).

Spesifisyys: Niiden negatiivisten/inaktiivisten testikemikaalien osuus, jotka on luokiteltu testissd oikein. Silli mitataan
luokittavia tuloksia tuottavan testimenetelmin tarkkuutta. On tirkedd ottaa spesifisyys huomioon arvioitaessa testime-
netelmdn merkityksellisyyttd (9).

Vaiheittainen testausstrategia: Testaus, jossa testimenetelmid kdytetddn perdkkain; testimenetelmdt valitaan kullekin pe-
rakkiiselle tasolle edellisen testaustason tulosten perusteella (9).

Testikemikaali (testiaine): Aine tai seos, jota testataan tilld testimenetelmall.

Lisdys 2

Suoritusvaatimukset ehdotettujen samanlaisten tai mukautettujen rekonstruoituun ihmisorvasketeen (RhE)
perustuvien ihoirsytyksen in vitro -menetelmien arviointia varten

JOHDANTO

1. Suoritusvaatimuksien tarkoituksena on antaa perusta, jolla voidaan madrittdd, ovatko yksinoikeudelliset (eli tekijan-
oikeudelliset, tavaramerkityt tai rekisterdidyt) ja muut kuin yksinoikeudelliset uudet menetelmat riittdvin tasmal-
lisid ja luotettavia tiettyjd testaustarkoituksia varten. Niitd validoituihin ja hyvaksyttyihin testimenetelmiin perus-
tuvia suoritusvaatimuksia voidaan kdyttdd muiden samanlaisten menetelmien (niin sanottujen me-too-testien)
luotettavuuden ja tdsmallisyyden arviointiin, kun kyseiset menetelmit perustuvat vastaaviin tieteellisiin periaattei-
siin ja niilld mitataan tai ennakoidaan samanlaista biologista tai toksista vaikutusta (9).

2. Ennen mukautettujen menetelmien (eli hyviksytyn menetelmdn mahdollisten parannusehdotusten) hyvaksymistd
on arvioitava ehdotettujen muutosten vaikutus testin suorittamiseen ja se, missd mddrin kyseiset muutokset
vaikuttavat validointimenettelyn muita osia varten saatavilla oleviin tietoihin. Ehdotettujen muutosten méirin ja
luonteen, saatujen tietojen ja kyseisid muutoksia tukevan aineiston mukaisesti ne on joko validoitava samalla
tavalla kuin uusi testi tai, mikdli se on asianmukaista, niiden luotettavuus ja merkityksellisyys on arvioitava
suppeammin kayttimalld vakiintuneita suoritusvaatimuksia (9).

3. Titd testid varten Kiytettiviksi ehdotettujen kolmen validoidun menetelmin (EpiSkin™ (validoitu vertailumene-
telmd — VVM), EpiDerm™-ihoarsytystesti (EPI-200) ja SkinEthic™-RhE-menetelmi) samanlaisten (me-too-mene-
telmét) tai mukautettujen menetelmien luotettavuus ja tismallisyys on madritettivi kiyttimalld kemikaaleja, jotka
edustavat koko Draizen ihodrsytyksen pisteytysasteikkoa. Kun ehdotettu menetelma arvioidaan kayttdmalld suo-
ritusvaatimuksissa suositeltuja 20:td vertailukemikaalia (taulukko 1), ehdotettujen samanlaisten tai mukautettujen
menetelmien luotettavuus- ja tarkkuusarvojen on vastattava VVM:std saatuja arvoja tai oltava niitd parempia
(taulukko 2) (2) (16). Luotettavuus- ja tarkkuusarvot, jotka on saavutettava, esitetddn tdssd lisiyksessd olevissa
8-12 kohdassa. Vertailukemikaaleissa on mukana luokittelemattomia (YK:n GHS-jdrjestelmén | EU:n CLP-asetuk-
sen ’ei luokitusta’) ja luokiteltuja (YK:n GHS-jdrjestelméin | EU:n CLP-asetuksen luokka 2) (1), erilaisia kemikaa-
liluokkia edustavia kemikaaleja, joten ehdotetun menetelmén luotettavuutta ja tarkkuutta (herkkyyttd, spesifisyytti
ja yleistd tarkkuutta) VVM:n luotettavuuteen ja tarkkuuteen voidaan verrata. Menetelmin luotettavuus sekd sen
kyky tunnistaa oikein YK:n GHS-jirjestelmdn | EU:n CLP-asetuksen luokkaan 2 kuuluvat drsytystd aiheuttavat
kemikaalit sekd — riippuen siitd sddnnostostd, jota varten tietoja tuotetaan — myds sen kyky tunnistaa oikein YK:n
GHS-jérjestelman | EU:n CLP-asetuksen luokkaan 'ei luokitusta’ kuuluvat kemikaalit olisi mééritettdvé, ennen kuin
menetelmdd kiytetddn uusien testikemikaalien testaamiseen.
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Nidmd suoritusvaatimukset perustuvat EC-ECVAM:in suoritusvaatimuksiin (8), jotka on saatettu ajan tasalle luoki-
tusta ja merkintoja koskevien YK:n GHS-jarjestelmin ja EU:n CLP-asetuksen mukaisesti (1) (3). Alkuperiiset
suoritusvaatimukset médriteltiin validointitutkimuksen (21) suorittamisen jilkeen, ja ne perustuivat EU:n luokit-
telujirjestelméddn, josta sdddetddn vaarallisten aineiden luokitusta, pakkaamista ja merkint6jd koskevien lakien,
asetusten ja hallinnollisten méérdysten lahentimisestd annetun neuvoston direktiivin 67/548/ETY mukauttamisesta
tekniikan kehitykseen kahdennenkymmenennenkahdeksannen kerran 6 piivini elokuuta 2001 annetulla komis-
sion direktiivilli 2001/59/EY (!). Koska YK:n GHS-jérjestelma hyviksyttiin EU:n luokitus- ja merkintijirjestelméksi
(EU:n CLP-asetus) (3) validointitutkimuksen pditokseen saattamisen ja timin testimenetelmin lopullisen version
laatimisen vilisend aikana, suoritusvaatimuksia on saatettu ajan tasalle (8). Namé ajan tasalle saattamiseksi tehtdvat
tarkistukset koskevat padasiassa muutoksia i) suoritusvaatimuksissa mainituissa vertailukemikaaleissa ja i) maa-
riteltyjd luotettavuus- ja tarkkuusarvoja (2) (23).

SUORITUSVAATIMUKSET REKONSTRUOITUUN IHMISORVASKETEEN (RhE) PERUSTUVIA IHOARSYTYKSEN IN
VITRO -TESTIMENETELMIA VARTEN

5.

Suoritusvaatimukset koostuvat seuraavista kolmesta osasta (9):
I) testimenetelmin oleelliset osat
1) vertailukemikaalien vihimmaisluettelo

I1) maddritellyt luotettavuus- ja tarkkuusarvot

) Testimenetelmin oleelliset osat

6.

Ndmd koostuvat validoidun menetelméin oleellisista rakenteellisista, toiminnallisista ja menettelyihin liittyvistd
osista, jotka on sisillytettivd ehdotetun mekaanisesti tai toiminnallisesti samanlaisen tai mukautetun menetelmin
testisuunnitelmaan. Nditd osia ovat vain kyseiselld menetelmalld olevat ominaisuudet, menettelyihin liittyvat rat-
kaisevan tdrkeit yksityiskohdat sekd laadunvalvontamenettelyt. Testimenetelman oleellisia osia koskevia vaatimuk-
sia noudattamalla varmistetaan, ettd ehdotettu samanlainen tai mukautettu menetelmé perustuu samoihin tekijoi-
hin kuin vastaava VVM (9). Testimenetelmin oleelliset osat kuvataan yksityiskohtaisesti testimenetelmidn 16-21
kohdassa, ja testaus olisi tehtdvid seuraavien kohtien mukaisesti:
— yleiset ehdot (16 kohta)
— funktionaaliset ehdot, joihin kuuluvat

— solujen elinkyky (17 kohta),

— ldpdisyn esto (18 kohta),

— morfologia (19 kohta),

— uusittavuus (20 kohta) ja

— laadunvalvonta (21 kohta).

1) Vertailukemikaalien vihimmiisluettelo

7.

Vertailukemikaalien avulla médritetddn, onko ehdotettu samanlainen tai mukautettu menetelmd, joka on osoitettu
rakenteellisesti ja toiminnallisesti riittdvdn samanlaiseksi VVM:ddn verrattuna, tai joka on jonkin edelld mainituista
kolmesta validoidusta menetelmistd vihdinen mukautus, yhtd luotettava ja tarkka tai luotettavampi tai tarkempi
kuin VVM (2) (8) (16) (23). Taulukossa 1 lueteltuihin 20 suositeltuun vertailukemikaaliin on sisdllytetty kemikaa-
leja erilaisista kemiallisista luokista (eli funktionaalisiin ryhmiin perustuvista kemikaaliluokista), ja ne edustavat
koko Draizen ihodrsytyksen pisteytysasteikkoa (drsyttdmattomastd erittdin drsyttavadn). Luetteloon on sisillytetty
kymmenen YK:n GHS-jdrjestelmin | EU:n CLP-asetuksen luokan 2 kemikaalia ja kymmenen luokittelematonta
kemikaalia, joista kolme on YK:n GHS-jirjestelmdn valinnaisen luokan 3 kemikaaleja. Tdssd testimenetelmassd
valinnainen luokka 3 katsotaan luokaksi 'ei luokitusta’. Taulukossa 1 luetellut kemikaalit on valittu esivalidointia
seuraavassa optimointivaiheessa ja VVM:n validointitutkimuksessa kiytetyistd kemikaaleista niin, ettd huomioon
on otettu kemiallinen funktionaalisuus ja fysikaalinen olomuoto (14) (18). Ndmi vertailukemikaalit edustavat
niiden kemikaalien vihimmaiismairad, joita on kaytettdvd ehdotetun samanlaisen tai mukautetun menetelmin
tarkkuuden ja luotettavuuden arvioimiseksi. Niitd ei kuitenkaan pidd kdyttdd uusien menetelmien kehittdmiseksi.
Jos lueteltu kemikaali ei ole saatavilla, myos muita kemikaaleja voidaan kdyttidd, jos niistd on saatavilla asianmu-
kaiset in vivo -vertailutiedot. Tallaiset kemikaalit on valittava ensisijaisesti niistd kemikaaleista, joita on kaytetty
esivalidointia seuraavassa optimointivaiheessa tai VVM:n validointitutkimuksessa. Vertailukemikaalien vahimmadis-
luetteloon voidaan tarvittaessa lisitd muita kemikaaliluokkia edustavia kemikaaleja, joista on saatavilla asianmu-
kaiset in vivo -vertailutiedot, jotta ehdotetun menetelmdn tarkkuutta voidaan arvioida yksityiskohtaisemmin.

() EYVL L 225, 21.8.2001, s. 1.
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Taulukko 1

Samanlaisten tai mukautettujen RhE-ihoérsytysmenetelmien tarkkuus- ja luotettavuusarvojen médrittimisessi
kiytettivien vertailukemikaalien vihimmiisluettelo (')

Kemikaali CAS-nro Fysikaalinen | In vivo | VRM in vitro- | YK GHS | EU CLP in
olomuoto -tulos luokka vivo-luokka

1-bromi-4-klooributaani 6940-78-9 neste 0 luokka 2 ei luokitusta

dietyyliftalaatti 84-66-2 neste 0 ei luoki- ei luokitusta
tusta

naftaleenietikkahappo 86-87-3 kiinted 0 ei luoki- ei luokitusta
tusta

allyylifenoksiasetaatti 7493-74-5 neste 0,3 ei luoki- ei luokitusta
tusta

isopropanoli 67-63-0 neste 0,3 ei luoki- ei luokitusta
tusta

4-(metyylitio)-bentsaldedydi 3446-89-7 neste 1 luokka 2 ei luokitusta

metyylistearaatti 112-61-8 kiinted 1 ei luoki- ei luokitusta
tusta

heptyylibutyraatti 5870-93-9 neste 1,7 ei luoki- ei luokitusta
tusta

heksyylisalisylaatti 6259-76-3 neste 2 ei luoki- ei luokitusta
tusta

kanelialdehydi 104-55-2 neste 2 luokka 2 ei luokitusta

(valinnainen luokka
3)()

1-dekanoli (?) 112-30-1 neste 2,3 luokka 2 luokka 2

syklameenialdehydi 103-95-7 neste 2,3 luokka 2 luokka 2

1-bromiheksaani 111-25-1 neste 2,7 luokka 2 luokka 2

2-kloorimetyyli-3,5-dimetyyli-4- 86604-75-3 kiintea 2,7 luokka 2 luokka 2

metoksipyridiinihydrokloridi

di-n-propyylidisulfidi (%) 629-19-6 neste 3 ei luokitusta luokka 2

kaliumhydroksidi (5 % liuos vedessi) 1310-58-3 neste 3 luokka 2 luokka 2

bentseenitioli, 5-(1,1-dimetyylietyyli)-2- 7340-90-1 neste 3,3 luokka 2 luokka 2

metyyli-

1-metyyli-3-fenyyli-1-piperatsiini 5271-27-2 kiinted 3,3 luokka 2 luokka 2

heptanaali 111-71-7 neste 3,4 luokka 2 luokka 2

tetrakloorietyleeni 127-18-4 neste 4 luokka 2 luokka 2

(") Kemikaalit valitaan seuraavin perustein: i) kemikaalit ovat kaupallisesti saatavilla; i) ne edustavat koko Draizen
drsyttavyyspisteytysasteikkoa (drsyttimittomastd erittdin drsyttivadn); iii) niiden kemiallinen rakenne on tarkkaan mddritetty; iv)
niiden kemiallinen funktio on sama kuin validointiprosessissa kiytettyjen kemikaalien; ja v) niilli ei ole erittdin toksisia
ominaisuuksia  (esimerkiksi  karsinogeenisia  tai  lisddntymisjirjestelmadlle myrkyllisia ~ ominaisuuksia), eivitki niiden
loppusijoituskustannukset saa olla niin suuret, ettd ne estdisivit menetelmin kayton.

(%) Kemikaalit, jotka aiheuttavat drsytystd kanille mutta jotka luotettavien todisteiden mukaan eivit aiheuta drsytystd ihmisille (31) (32)
(33).

(}) YK:n GHS-jdrjestelmassd, ei EU:n CLP-asetuksessa
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1) Madritellyt luotettavuus- ja tarkkuusarvot

8. Kun ehdotettuja samanlaisia tai mukautettuja menetelmid on tarkoitus kdyttdd monissa laboratorioissa, on luo-
tettavuuden ja merkityksellisyyden maéirittamiseksi kaikki taulukossa 1 esitetyt 20 vertailukemikaalia testattava
vihintddn kolmessa laboratoriossa. Jos ehdotettua menetelmdd aiotaan kdyttdd vain yhdessd laboratoriossa, ei
validointiin vaadita useissa laboratorioissa tehtdvdd testausta. On kuitenkin tirkedd, ettd kansainvilisesti tunnus-
tetut validointielimet arvioivat kyseisid validointitutkimuksia riippumattomasti kansainvilisten ohjeiden mukaisesti
(9). Kaikki 20 vertailukemikaalia on testattava kussakin laboratoriossa kolmella erilliselld testiajolla, jotka suorite-
taan eri kudosnaytteilld ja riittdvdn pitkdn ajan kuluttua toisistaan. Kussakin testiajossa on testattava samanaikai-
sesti vihintddn kolme rinnakkaista kudosndytettd jokaista testattavaa testikemikaalia sekd negatiivista kontrollike-
mikaalia ja positiivista kontrollikemikaalia kohti.

9. Ehdotetun menetelman luotettavuus- ja tarkkuusarvot on laskettava niin, ettd huomioon otetaan seuraavat neljd
perustetta, ja on varmistettava, ettd luotettavuus- ja tarkkuusarvot lasketaan ennalta maaritetylld ja johdonmukai-
sella tavalla:

1. Vain tdydellisistd testeistd saatuja tietoja voidaan kayttdd menetelmin laboratorionsisdisen ja laboratorioiden-
vilisen vaihtelun ja ennustettavuuden (tarkkuuden) laskemiseksi.

2. Kunkin osallistuvan laboratorion kunkin vertailukemikaalin lopullinen luokittelu on tehtdvi kiyttimalld tdy-
dellisen testin eri testikerroilla saatujen solujen elinkyvyn arvojen keskiarvoa.

3. Vain sellaisista kemikaaleista saadut tiedot, joille on tehty tiydelliset testit kaikissa osallistuvissa laboratorioissa,
voidaan ottaa huomioon laskettaessa menetelmin laboratorioidenvilistd vaihtelua.

4. Tarkkuusarvot on laskettava osallistuvissa laboratorioissa 20 vertailukemikaalille tuotettujen yksittdisten labo-
ratorioennusteiden perusteella.

Tdssd yhteydessd testikerta (testiajo) koostuu tietyn laboratorion tietylle testikemikaalille tekemistd kolmesta
riippumattomasta testauksesta. Tdydelliselld testiajolla tarkoitetaan tietyssi laboratoriossa tietylle testikemikaalille
tehtyd testid, jonka kaikki kolme ajoa ovat valideja. Tama tarkoittaa, ettd yksikin hylatty ajo/testikerta johtaa koko
kolmesta testiajosta koostuvan tdydellisen testiajon hylkdamiseen.

Laboratorionsisdinen uusittavuus

10. Laboratorion sisdisen uusittavuuden arvioinnilla on osoitettava, ettd tietyssd laboratoriossa 20 vertailukemikaalilla
suoritetut yksittdisilld, erillisilld testikerroilla saadut luokittelut vastaavat vahintddn 90-prosenttisesti YK:n GHS-
jarjestelmin tai EU:n CLP-asetuksen luokitusta (luokka 2 tai ei luokitusta).

Laboratorioidenvilinen uusittavuus

11. Laboratorioidenvilisen uusittavuuden arviointi ei ole tarpeen, jos ehdotettua menetelmdd aiotaan kayttdd vain
yhdessd laboratoriossa. Jotta menetelmid voitaisiin kdyttdd useissa laboratorioissa, mieluiten kolmessa eri labora-
toriossa 20 vertailukemikaalilla suoritetuilla yksittiisilld, erillisilld testikerroilla saatujen luokitusten olisi vastattava
vihintddn 80-prosenttisesti YK:n GHS-jarjestelmin tai EU:n CLP-asetuksen luokitusta (luokka 2 tai ei luokitusta).

Ennustettavuusi (tarkkuus)

12. Ehdotetun samanlaisen tai mukautetun menetelmén tarkkuuden (herkkyyden, spesifisyyden ja yleisen tarkkuuden)
on oltava yhtd suuri tai suurempi kuin VVM:n, kun kohdelajin osalta otetaan huomioon tdydentdvit merkityk-
sellisyyttd koskevat tiedot (taulukko 2). Herkkyyden on oltava yhtd suuri tai suurempi kuin (2) 80 prosenttia (2)
(8) (23). Ehdotetun in vitro -menetelmén herkkyyteen sovelletaan kuitenkin erityisté rajoitusta: vain kaksi luokkaan
2 kuuluvaa in vivo -kemikaalia, 1-dekanoli ja di-n-propyylidisulfidi, saadaan luokitella védrin useammassa kuin
yhdessi osallistuvassa laboratoriossa. Spesifisyyden on oltava yhtd suuri tai suurempi kuin (2) 70 prosenttia (2)
(8) (23). Ehdotetun in vitro -menetelmdn spesifisyyteen ei sovelleta muita rajoituksia. Toisin sanoen mikéd tahansa
osallistuva laboratorio saa luokitella ei luokitusta -luokkaan kuuluvan in vivo -kemikaalin véddrin edellyttden, ettd
testimenetelmén lopullinen spesifisyys on hyvaksyttavilld vaihteluvalilla. Yleisen tarkkuuden on oltava yhtd suuri
tai suurempi kuin (2) 75 prosenttia (2) (8) (23). Vaikka taulukossa 1 lueteltujen vertailukemikaalien perusteella
lasketun VVM:n herkkyys on yhtd suuri kuin 90 prosenttia, samanlaisen tai mukautetun menetelmin hyviksy-
miseen vaadittu herkkyyden vdhimmaisarvo on maédritetty 80 prosentiksi, koska tiedetddn, ettd 1-dekanoli (kemi-
kaalina rajatapaus) ja di-n-propyylidisulfidi (VVM:n vadrad negatiivinen) eivit aiheuta drsytystd ihmisille (31) (32) (33),
vaikka niiden on maddritetty aiheuttavan drsytystd kanitestissd. Koska RhE-mallit perustuvat ihmisestd saatuihin
soluihin, niissd voidaan ennustaa, ettd kyseiset kemikaalit eivit drsytd (YK:n GHS-jirjestelmén [ EU:n CLP-asetuksen
ei luokitusta)).
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Taulukko 2

Samanlaisen tai mukautetun menetelmin validoimiseksi vaaditut herkkyyden, spesifisyyden ja yleisen

tarkkuuden ennustearvot

Herkkyys Spesifisyys Yleinen tarkkuus

> 80 % >70% 275%

Tutkimuksen hyviksymisperusteet

13

14.

3. Lis

. On mahdollista, ettd yhteen tai useampaan testikemikaaliin liittyvassd yhdessd tai useammassa testissd ei tdytetd
testi- ja vertailukemikaaleihin sovellettavia testien hyviksymisperusteita tai ettd sité/niitd ei voida hyviksyd muista
syistd. Kullekin testikemikaalille voidaan puuttuvien tietojen tdydentimiseksi tehdd enintddn kaksi tdydentivaa
testid (uudelleentestaus’). Tarkemmin sanottuna kullakin testikemikaalilla voidaan tehdd enintddn kaksi tdydentdvaa
testiajoa, koska uudelleentestauksen yhteydessi myos positiiviset ja negatiiviset vertailukemikaalit on testattava
samanaikaisesti.

Mahdollisesti vield uudelleentestauksen jilkeenkin kaikilla vertailukemikaaleilla ei saada aikaan kunkin testattavan
kemikaalin osalta vaadittuja vahintdan kolmea hyviksyttyd ajoa kaikissa osallistuvissa laboratorioissa. Néin ollen
tietomatriisi ei ole tdydellinen. Téllaisessa tapauksessa kaikki seuraavat kolme vaatimusta olisi tdytettdvd, jotta
tiedot katsotaan hyviksyttaviksi:

1. Kaikille 20 vertailukemikaalille on tehty vihintddn yksi tdydellinen testiajo.

2. Kussakin (vdhintdin kolme) osallistuvassa laboratoriossa vihintddn 85 prosenttia testiajoista ovat tdydellisid (20
kemikaalia; yhdessd laboratoriossa sallitaan kolme hyldttya testid).

3. Vahintddn 90 prosenttia kaikista mahdollisista vahintddn kolmen laboratorion testiajoista ovat tdydellisid (20
kemikaalia, testattu kolmessa laboratoriossa; yhteensd kuusi hylittya testiajoa sallitaan).”

dtddn seuraavat luvut:

”B.49. IN VITRO -MIKROTUMATESTI NISAKASSOLUILLA

JOHDANTO

1.

In vitro -mikrotumaméiritysmenetelmad (MNvit) on genotoksisuustesti, jolla mééritetddn interfaasisolujen sytoplas-
man mikrotumat. Mikrotumat voivat olla periisin asentrisista kromosomin osista (joista puuttuu sentromeeri) tai
kokonaisista kromosomeista, jotka eivdt pysty vetdytymdin kohti napoja solunjakautumisen anafaasivaiheessa.
Madritysmenetelmédssd osoitetaan klastogeenisten ja aneugeenisten kemikaalien (aineiden ja seosten) (1) (2) aktii-
visuus soluissa, joissa on tapahtunut solun jakautuminen testiaineelle altistumisen aikana tai sen jilkeen. Testi
voidaan suorittaa niin, ettd aktiinin polymerisaation inhibiittoria sytokalasiini B:td (sytoB) kéytetddn tai ei kdytetd.
Kun sytoB:td lisitddn ennen tavoiteltua mitoosia, mikrotumafrekvenssi voidaan mairittdd ja analysoida valikoivasti
soluissa, joissa on tapahtunut yksi mitoosi, koska téllaiset solut ovat kaksitumaisia (3) (4). Téssd testimenetelmassd
testisuunnitelmia voidaan soveltaa myos ilman sytokineesin inhibitointia edellyttden, ettd analysoitavassa sol-
upopulaatiossa on todistetusti tapahtunut mitoosi.

Mikrotumien muodostumista aiheuttavien kemikaalien (aineiden ja seosten) tunnistamiseksi toteutettavan MNvit-
méiritysmenetelman lisiksi kromosomivaurioiden ja mikrotuman muodostumisen mekanismeista voidaan saada
tietoa myos kdyttdmalld sytokineesin inhibiittoria, kinetokorien immunokemiallista merkkausta tai sentromeeri-
[telomeerikoettimilla suoritettavaa hybridisaatiota (fluoresenssi- in situ -hybridisaatio (FISH)) (5) (6) (7) (8) (9) (10)
(11) (12) (13) (14) (15) (16). Merkkaus- ja hybridisaatiomenetelmid voidaan kdyttdd, kun mikrotumien muodos-
tuminen on kiihtynyt ja tutkija haluaa maarittad, johtuuko kiihtyminen klastogeenisista ja/tai aneugeenisista
tapahtumista.

Mikrotumat edustavat vauriota, jotka ovat valittyneet tytarsoluihin. Sen sijaan metafaasivaiheen soluissa esiintyvit
kromosomipoikkeavuudet eivit ehki vility seuraaviin vaiheisiin. Koska interfaasisolujen mikrotumat voidaan hav-
aita suhteellisen objektiivisesti, laboratorion henkilokunnan on vain mééritettdvéd, ovatko solut jakautuneet ja
kuinka monessa solussa on mikrotuma. Ndin ollen preparaatit voidaan laskea suhteellisen nopeasti ja analysointi
voidaan automatisoida. Tdmdn takia kussakin kasittelyssd voidaan laskea satojen solujen sijaan tuhansia soluja,
mikd lisdd maaritysmenetelmin tehokkuutta. Koska mikrotumia voi syntyd hitaasti liikkkuvista (lagging’) kromo-
someista, menetelmalld voidaan havaita aneuploidisia tekijoité, joita on vaikea tutkia perinteisilli kromosomipoik-
keavuustesteilld, kuten OECD:n testiohjeella 473 (tdmén liitteen B.10 luku) (17). MNvit-mééritysmenetelmalld ei
kuitenkaan voida eritelld polyploidisia kemikaaleja ja klastogeenisia kemikaaleja ilman erityistekniikoita, kuten 2
kohdassa tarkoitettua FISH-tekniikkaa.
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MNvit-médritysmenetelmé on in vitro -menetelmd, jossa tavallisesti kdytetddn viljeltyja ihmis- tai jyrsijasoluja. Silld
voidaan kattavasti tutkia in vitro kromosomivaurioiden mahdollisuutta, koska silld voidaan havaita sekd aneugeenit
ettd klastogeenit.

MNvit-médritysmenetelmissd voidaan kdyttad luotettavasti ja tehokkaasti useita eri solutyyppejd joko sytoBin
kanssa tai ilman sitd. Erilaisten jyrsijasolulinjojen (CHO, V79, CHL/IU ja L5178Y) ja ihmisestd saatujen lymfo-
syyttien kdyton soveltuvuudesta MNvit-maaritysmenetelmddn on saatu kattavia todisteita (18) (19) (20) (21) (22)
(23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31). Nditd ovat etenkin Société Francaise de Toxicologie Génétique
~jarjeston (SFTG) koordinoimat kansainviliset validointitutkimukset (18) (19) (20) (21) (22) sekd genotoksisuuden
testausta kasittelevin kansainvilisen tyoryhmin (International Workshop on Genotoxicity Testing) selvitykset (4)
(16). Saatavilla olevat tiedot on myos arvioitu uudelleen Euroopan komission alaisen Euroopan vaihtoehtoisten
menetelmien validointikeskuksen (ECVAM) tekemissd todistusndyton jalkivalidointitutkimuksessa, ja ECVAM:in
tieteellinen neuvoa-antava komitea (ESAC) on vahvistanut testimenetelmin tieteellisesti piteviksi (32) (33) (34).
Menetelmdssd kuvataan ihmisen lymfoblasti-TK6-solulinjan (35), HepG2-solujen (36) (37) ja syyrianhamsterialkion
primaarisolujen (38) kdyttod, vaikka niitd ei ole kdytetty validointitutkimuksissa.

MAARITELMAT

6.

Sovellettavat madritelmit esitetddn lisdyksessd 1.

JOHDANTO

7.

In vitro -testit edellyttavit yleensd eksogeenista metabolista aktivaatiojirjestelmad, ellei solujen metabolia sovellu
kyseisten aineiden testaamiseen. Eksogeeninen metabolinen aktivaatiojirjestelma ei tdysin jéljittele in vivo -olosuh-
teita. On myos viltettdvd olosuhteita, joissa vddrit positiiviset tulokset eivdt heijasta luontaista mutageenisuutta,
vaan voivat johtua esimerkiksi pH-arvon tai osmolaliteetin huomattavasta muutoksesta tai sytotoksisuuden kor-
keasta tasosta (39) (40) (41). Jos testikemikaali aiheuttaa viljelyaineen pH-arvon muuttumisen lisddmishetkelld, pH-
arvoa on mukautettava mielellddn siten, ettd kantaliuosta puskuroidaan niin, ettd kaikkien testindytteiden, myos
kaikkien kontrollindytteiden, tilavuus pysyy muuttumattomana.

Mikrotumien muodostumisen analysoimiseksi on tirkedd, ettd seki kisitellyissi ettd kasittelemittomissd viljelmissd
on tapahtunut mitoosi. Eniten tietoja mikrotumien laskemiseksi saadaan soluista, joissa on tapahtunut yksi mitoosi
testiaineella kasittelyn aikana tai sen jalkeen.

TESTIN PERIAATE

9.

10.

Thmis- tai nisakdsperdiset soluviljelmat altistetaan testiaineelle sekd eksogeenisen metabolisen aktivaatiojdrjestelmin
kanssa ettd ilman sitd, paitsi jos testissd kdytetddn soluja, joiden metabolointikyky on riittdvd. Kaikissa testeissd
kéytetddn samanaikaisesti myos liuotinta/kantaja-ainekontrollia ja positiivisia kontrollikemikaaleja.

Testiaineelle altistamisen aikana tai sen jilkeen soluja kasvatetaan riittdivdn kauan, jotta kromosomi- tai sukkula-
vauriot voivat johtaa mikrotuman muodostumiseen inferfaasisoluissa. Jotta aneuploidia muodostuisi, testiaineen
olisi yleensi oltava lasnd mitoosin aikana. Kerityt ja vérjityt interfaasisolut analysoidaan mikrotumien havaitse-
miseksi. Mikrotumat on laskettava pddasiassa vain niissd soluissa, joissa mitoosi on péittynyt testiaineelle altista-
misen aikana tai altistamisen jalkeisessd vaiheessa, jos testissd kdytetddn sitd. Sytokineesin inhibiittorilla kisitellyistd
viljelmistd lasketaan vain kaksitumaiset solut. Jos sytokineesin inhibiittoria ei ole kéytetty, on tirked osoittaa, ettd
analysoiduissa soluissa on todenndkoisesti tapahtunut solunjakautuminen testiaineelle altistumisen aikana tai sen
jalkeen. Kaikkien menetelmissd on tirked osoittaa, ettd solut ovat lisddntyneet sekd kontrolliviljelmédssd ettd
ksitellyissd viljelmissd, ja testiaineen aiheuttamaa sytotoksisuutta tai sytostaasia on arvioitava niissd viljelmissd
(tai rinnakkaisviljelmissd), joiden mikrotumat lasketaan.

MAARITYSMENETELMAN KUVAUS

Testin valmistelu

11

. Testeissd voidaan kiyttdd viljeltyjd ihmisen perifeerisen veren primaarisia lymfosyyttejd (5) (19) (42) (43) ja

erilaisten jyrsijasolulinjojen (esimerkiksi CHO, V79, CHL/IU ja L5178Y) soluja (18) (19) (20) (21) (22) (25)
(26) (27) (28) (30). Muiden solulinjojen ja -tyyppien kdytto on perusteltava esittden tiedot niiden todistetusta
suorituskyvystd maédritysmenetelmassd Hyvidksyttavyysperusteet -kohdan mukaisesti. Koska mikrotumien esiinty-
mistaajuus vaikuttaa taustana maaritysmenetelman herkkyyteen, menetelméssd olisi kiytettdva solutyyppeji, joissa
mikrotumien muodostumisen taustataajuus on alhainen ja tasainen.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Thmisen perifeerisen veren lymfosyytit on kerittivd nuorilta (noin 18-35-vuotiaat), terveiltd, tupakoimattomilta
henkiloiltd, joiden ei tiedetd altistuneen dskettdin genotoksisille kemikaaleille tai siteilylle. Jos soluja keritdin
useammalta kuin yhdeltd luovuttajalta, luovuttajien mddrd on ilmoitettava. Mikrotumataajuus kasvaa idn myotd,
ja ilmio on yleisempi naisilla kuin miehilld (44). Timd on otettava huomioon valittaessa luovuttajien soluja, jos ne
on tarkoitus yhdistda.

Elatusaineet ja viljelyolosuhteet

Soluviljelmid on viljeltava sopivissa elatusaineissa ja inkubaatio-olosuhteissa (kasvatusastiat, CO,-pitoisuus, limpo-
tila ja kosteus). Pysyvistd solulinjoista ja kannoista on tarkistettava ajoittain modaalisen kromosomimdaarin pysy-
Vvyys ja varmistettava, ettei ole mykoplasmakontaminaatiota. Viljelmid ei pidd kdyttdd, jos ne ovat kontaminoitu-
neet tai jos modaalinen kromosomimdairid on muuttunut. Normaali solusyklin kesto testauslaboratoriossa kayte-
tyissd viljelyolosuhteissa on tunnettava. Jos menetelmind kdytetddn sytokineesin estimistd, sytokineesin inhibiit-
torin pitoisuus on optimoitava tiettyd solutyyppid varten, ja on osoitettava, etti silld saadaan aikaan riittivd maara
kaksitumaisia soluja pisteytystd varten.

Soluviljelmien valmistelu

Pysyvit solulinjat ja solukannat: solut kasvatetaan kantaviljelmistd, kylvetddn elatusaineeseen sellaiseen tiheyteen,
ettd soluviljelmit eivit saavuta konfluenttisuutta yhden solun vahvuisessa kerroksessa eivitkd kasvatusviljelmat ole
liian tiheitd ennen solujen kerdamisajankohtaa, ja inkuboidaan 37 °C:ssa.

Lymfosyytit: antikoagulantilla (esimerkiksi hepariinilla) kasiteltyd kokoverta tai erotettuja lymfosyytteja viljelladn
mitogeenin (esimerkiksi fytohemagglutiniini, PHA) kanssa ennen testiaineelle ja sytoB:lle altistamista.

Metabolinen aktivaatio

Jos solujen endogeeninen metabolointikyky ei ole riittdvd, on kaytettdvd eksogeenisia metabolisia jdrjestelmid.
Yleisimmin kéytetty aktivaatiojdrjestelmd on entsyymeji indusoivilla aineilla, kuten Aroclor 1254:1ld (45) (46)
tai fenobarbitonin ja f-naftoflavonin yhdistelmalld (46) (47) (48) (49) kisiteltyjen jyrsijoiden maksasta eristetty
postmitokondriaalinen jae (S9), johon on lisitty kofaktoria. Jilkimmdisend mainittu yhdistelma ei ole ristiriidassa
pysyvid orgaanisia yhdisteitd koskevan Tukholman yleissopimuksen (50) ja pysyvistd orgaanisista yhdisteistd
annetun asetuksen (EY) N:o 850/2004 (66) sddnnosten kanssa, ja sen on osoitettu indusoivan sekaoksidaasia
yhtd tehokkaasti kuin Aroclor 1254:n (46) (47) (48) (49). S9-jakeen yleisesti kiytetty pitoisuusalue lopullisessa
testiviliaineessa on 1-10 % (v/v). Metabolisen aktivaatiojirjestelmin kunto voi riippua testattavan kemikaalin
luokasta, ja joissakin tapauksissa saattaa olla perusteltua kayttdd useampaa kuin yhtd S9-jakeen pitoisuutta.

Jos kiytossd on spesifisid ihmisen tai jyrsijoiden aktivoivia entsyymejd ilmentdvid geenitekniikalla tuotettuja
solulinjoja, ei eksogeenista metabolista aktivaatiojirjestelmai vilttdimattd tarvita, ja nditd soluja voidaan myos
kéyttdd testisoluina. Tallaisissa tapauksissa kéytettyjen solulinjojen valinta on perusteltava tieteellisesti, esimerkiksi
ilmoittamalla sekaoksidaasin merkitys testiaineen (51) metabolialle ja niiden reagoivuus tunnettuihin klastogee-
neihin ja aneugeeneihin (katso erillinen Hyviksyttivyysperusteet-kohta). On mahdollista, ettd ilmentyvi(t) sekaok-
sidaasi(t) ei(vit) pysty metaboloimaan testiainetta; tdssd tapauksessa negatiiviset tulokset eivit osoita, ettd testi-
aineella ei voida indusoida mikrotumia.

Testiaineen valmistelu

Kiintedt kemikaalit on liuotettava tai sekoitettava sopiviin liuottimiin tai kantaja-aineisiin ja tarvittaessa laimen-
nettava ennen solujen kasittelyd. Nestemdiset kemikaalit voidaan lisitd suoraan koejdrjestelmiin ja/tai laimentaa
ennen solujen kasittelyd. Kaasujen tai haituvien kemikaalien testauksessa standardimenettelyihin on tehtivé asian-
mukaisia mukautuksia. Kyseiset kaasut tai kemikaalit on esimerkiksi kisiteltivd suljetuissa astioissa (52) (53).
Testiaine on valmisteltava juuri ennen altistusta, paitsi jos sdilyvyys on osoitettu stabiliteettitutkimuksilla.

Testiolosuhteet

19.

Liuottimet/kantaja-aineet

Liuotin/kantaja-aine ei saisi reagoida testiaineen kanssa tai vaikuttaa solujen elinkykyyn tai S9:n aktiivisuuteen
kéytetyssd pitoisuudessa. Jos testissd kdytetddn muita kuin hyvin tunnettuja liuottimia/kantaja-aineita (esimerkiksi
vettd, soluviljelmén elatusainetta tai dimetyylisulfoksidia), niiden kdytto on perusteltava tiedoilla, joilla osoitetaan,
ettd ne ja testiaine sopivat yhteen ja ettd ne eivit ole genotoksisia. Vesipitoisen liuottimen/kantaja-aineen kayttod
on harkittava ensisijaisesti aina, kun se on mahdollista.
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20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

SytoB:n kidytto sytokineesin inhibiittorina

Yhtend MNvit-méiritysmenetelmin tirkeimpénd nidkokohtana on varmistaa, ettd lasketuissa soluissa on tapahtu-
nut mitoosi ksittelyn aikana tai kasittelyd seuraavalla inkubaatiojaksolla, jos sitd on kdytetty. Sytokineesin inhi-
biittorina kéytetddn yleisimmin sytoB:td, koska se estdd aktiinin muodostumisen ja ndin ollen estdd tytirsolujen
erkaantumisen mitoosin jilkeen, mikd johtaa kaksitumaisten solujen muodostumiseen (5) (54) (55). Tamin
ansiosta mikrotumien laskeminen voidaan rajoittaa soluihin, joissa on tapahtunut mitoosi kisittelyn aikana tai
sen jilkeen. Testiaineen vaikutus solujen proliferaation kinetiikkaan voidaan mitata samanaikaisesti. Thmisen
lymfosyytteja kiytettdessd sytokineesin inhibiittorina on kaytettavéd sytoB:td, koska solusyklin kesto vaihtelee eri
viljelmien ja luovuttajien valilld ja koska kaikki lymfosyytit eivdt reagoi PHA:han. Solulinjojen testauksessa on
kadytetty myGs muita menetelmid sen mdadrittimiseksi, ovatko laskettavat solut jakautuneet; nditd menetelmid
tarkastellaan jdljempind (katso 26 kohta).

Laboratorion on maddritettdvd sopiva sytoB:n pitoisuus erikseen kullekin solutyypille, jotta liuottimella/kantaja-
aineella Kisiteltyjen kontrolliviljelmien kaksitumaisten solujen médrd voidaan optimoida. Yleensd sytoB:n sopiva
pitoisuus on 3-6 pg/ml.

Solujen proliferaation ja sytotoksisuuden mittaaminen ja altistuspitoisuuksien valitseminen

Paitettdessd suurimmasta testattavasta pitoisuudesta on viltettdva pitoisuuksia, jotka voivat aiheuttaa véirid positii-
visia vasteita, kuten lilan voimakasta sytotoksisuutta, saostumista valiaineeseen tai pH-arvon tai osmolaliteetin
merkittdvdd muuttumista (39) (40) (41).

Solujen proliferaation mittauksella varmistetaan, ettd kasitellyissd soluissa on tapahtunut mitoosi méiritysmenet-
telyn aikana ja ettd kasittelyissd on kdytetty asianmukaisia sytotoksisuustasoja (katso 29 kohta). Sytotoksisuus on
médritettdvd metabolisen aktivaation avulla ja ilman sitd soluissa, joissa metabolinen aktivaatio on tarpeen,
tarkastelemalla solumédran suhteellista lisddntymisti tai populaation suhteellista kaksinkertaistumista (katso kaavat
lisayksessd 2), paitsi jos kdytetddn sytoB:td. Jos sytoB:td kaytetddn, sytotoksisuus voidaan madrittdd kdyttamalld
replikaatioindeksid (RI) (katso kaava lisiyksessd 2).

Kun viljelmit kasitelldan sytoB:ld ja viljelman yksitumaisten, kaksitumaisten ja monitumaisten solujen suhteellinen
osuus madritetddn, kasittelyn tdsmallinen vaikutus solujen proliferaatioon ja solun sytotoksiseen tai sytostaattiseen
toimintaan voidaan mddrittdd kvantitatiivisesti (5). Lisdksi varmistetaan, ettd laskennassa huomioon otetaan vain
solut, jotka ovat jakautuneet kisittelyn aikana tai sen jalkeen.

SytoB:lld tehtdvissd tutkimuksissa sytostaasi/sytotoksisuus voidaan kvantifioida sytokineesin eston jélkeisestd pro-
liferaatioindeksistd (5) (26) (56) tai se voidaan johtaa RlI:std, joka on mddritetty vahintddn 500 solulle viljelmaa
kohti (katso kaavat lisdyksessd 2). Kun solujen proliferaatiota arvioidaan sytoB:n avulla, sytokineesin eston pro-
liferaatioindeksi tai RI on mdiritettdvd tarkastelemalla vihintddn 500:aa solua viljelmidd kohti. Sytotoksisuus
voidaan arvioida muun muassa ndiden tulosten avulla vertailemalla kisiteltyjen viljelmien ja kontrolliviljelmien
arvoja. My6s muiden sytotoksisuuden merkkien (esimerkiksi konfluenttisuuden, solujen mdiirdn, apoptoosin,
nekroosin ja metafaasien mairdn) arvioinnilla voidaan saada hyodyllisté tietoa.

Ilman sytoB:td tehtavissd tutkimuksissa on osoitettava, ettd viljelmassa lasketut solut ovat jakautuneet testiaineella
kasittelyn aikana tai sen jdlkeen. Muussa tapauksessa tutkimuksesta voidaan saada vddrid negatiivisia tuloksia.
Menetelmi, joilla varmistetaan, ettd jakautuneet solut tulevat lasketuiksi, ovat muun muassa bromodeoksiuridiinin
(BrdU) inkorporoituminen ja sen osoittaminen myohemmin jakautuneiden solujen tunnistamiseksi (57), kloonien
muodostuminen, kun pysyvien solulinjojen soluja kisitellddn ja lasketaan in situ mikroskooppilevylld (proliferaa-
tioindeksi (PI)) (25) (26) (27) (28), tai populaation suhteellisen kaksinkertaistumisen tai solumdairin suhteellisen
lisddntymisen mdarittiminen tai muu soveltuvaksi osoitettu menetelmd (16) (56) (58) (59) (katso kaavat lisdyk-
sessd 2). Myos muiden sytotoksisuuden tai sytostaasin merkkien (esimerkiksi konfluenttisuuden, solujen méirin,
apoptoosin, nekroosin ja metafaasien mdadrin) arvioinnilla voidaan saada hyddyllisté tietoa.

Vihintddn kolmea analysoitavissa olevaa testipitoisuutta on arvioitava. Jotta timi olisi mahdollista, kokeessa
voidaan kiyttdd useampia, toisistaan vain hieman poikkeavia pitoisuuksia. Mikrotumien muodostuminen voidaan
arvioida niissd pitoisuuksissa, joiden sytotoksisuus on asianmukaisella vaihteluvililld. Vaihtoehtoisesti voidaan
suorittaa alustava sytotoksisuustesti, jolla rajataan lopullisen testin vaihteluvalia.

Suurimmassa pitoisuudessa sytotoksisuuden on oltava 55 + 5 %. Sitd korkeammilla tasoilla kromosomit voivat
vaurioitua sytotoksisuuden sekundaarivaikutuksena (60). Jos sytotoksisuutta esiintyy, valittujen testipitoisuuksien
on katettava vaihteluvali 55 £ 5 prosentin sytotoksisuudesta vdhdiseen sytotoksisuuteen tai tasoon, jolla sytotok-
sisuutta ei esiinny lainkaan.
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Jos sytotoksisuutta tai saostumista ei esiinny, suurimman testipitoisuuden on vastattava tasoa 0,01 M, 5 mg/ml tai
5 pl/ml sen mukaan, mikd pitoisuuksista on pienin. Analysoitavaksi valittujen pitoisuuksien on pddsaantoisesti
erottava toisistaan enintddn 10-kertaisesti. Jos testiaineen pitoisuus-vastekdyrd on jyrkkd, testiaineiden pitoisuudet
voivat tarvittaessa olla lihempini toisiaan, jotta myos keskitason ja vihiisen toksisuustason viljelmat pisteytetéén.

Jos liukoisuus on rajoittava tekijd, suurimman pitoisuuden — jos sitd ei ole rajoitettu sytotoksisuuden takia — on
oltava se pienin pitoisuus, jossa viljelmissi esiintyy mahdollisimman vihiistd saostumista; saostuminen ei kuiten-
kaan saa vaikuttaa laskemiseen. Saostumisen arvioinnissa on kaytettdvd esimerkiksi valomikroskooppia, jotta
voidaan havaita viljelyn aikana esiintyvd tai (kdsittelyn loppuun mennessd) muodostuva saostuma.

Kontrollit

Jokaisessa kokeessa on kdytettivd samanaikaisia positiivisia kontrolleja ja liuotin-/kantaja-ainekontrolleja metabo-
lisen aktivaation ldsnd ollessa ja ilman sitd.

Positiivisia kontrolliaineita tarvitaan, jotta voidaan osoittaa kiytettyjen solujen — ja testisuunnitelman — kyky
tunnistaa klastogeenejd ja aneugeenejd sekd vahvistaa S9-preparaatin metabolointikyky. Positiivisina kontrollike-
mikaaleina on kiytettdvd tunnettuja mikrotumien indusoijia pitoisuuksina, joiden voidaan odottaa aiheuttavan
vihdisen mutta toistettavissa olevan lisddntymisen taustaan verrattuna ja osoittaa koejdrjestelmin herkkyyden.
Positiivisen kontrollikemikaalin pitoisuudet on valittava siten, ettd vaikutukset ovat selvit mutta eivit paljasta
heti lukijalle koodattujen objektilasien identiteettia.

Soluviljelmén metabolointikyky ja klastogeenien osoituskyky on osoitettava kdyttimalld metabolista aktivaatiota
edellyttdvad klastogeenia (esimerkiksi syklofosfamidi tai bentso[a]pyreeni). Muita positiivisia kontrollikemikaaleja
voidaan kdyttdd, jos kdyttd perustellaan. Koska tietyt metabolista aktivaatiota edellyttivit positiiviset kontrollike-
mikaalit voivat tietyissd késittelyolosuhteissa tai tietyissd solulinjoissa aktivoitua ilman eksogeenista metabolista
aktivaatiota, metabolisen aktivaation tarve ja S9-preparaatin toiminta on testattava valitussa solulinjassa ja vali-
tuissa pitoisuuksissa.

Tahan mennessi ei ole havaittu, ettd yhdenkiin aneugeenin genotoksinen toiminta edellyttaisi metabolista aktivaa-
tiota (16). Nykyisin aneugeenisen toiminnan hyvaksyttyjd positiivisia kontrollikemikaaleja ovat esimerkiksi kolki-
siini ja vinblastiini. Myds muiden kemikaalien kdytto on sallittu, jos ne indusoivat mikrotumia yksinomaan tai
pddasiassa aneugeenisen toiminnan vilitykselld. Jotta ei tarvittaisi kahta positiivista kontrollikemikaalia erikseen
klastogeenisuutta ja aneugeenisuutta varten (ilman metabolista aktivaatiota), aneugeenisuuden kontrollikemikaalia
voidaan kayttdd positiivisena kontrollikemikaalina ilman S9-jaetta ja kdytetyn metabolisen aktivaatiojarjestelmén
riittdvyys voidaan testata klastogeenisuuden kontrollikemikaalilla. Sekd klastogeenisuuden ettd aneugeenisuuden
positiivista kontrollikemikaalia on kaytettdva soluissa, joissa ei tarvita S9-jactta. Ehdotetut positiiviset kontrollike-
mikaalit esitetddn lisdyksessd 3.

Samaan kemiallisten aineiden ryhmdain kuuluvan positiivisen kontrollikemikaalin kayttod voidaan harkita, mikali
sopivia kemikaaleja on saatavilla. Positiivisia kontrollikemikaaleja on kaytettivi vain, jos ne soveltuvat kyseiselle
solutyypille ja kyseisiin aktivaatio-olosuhteisiin.

Solujen jokaisena kerddmisajankohtana on otettava niytteet myos liuottimella/kantaja-aineella kasitellyistd kont-
rolleista. Lisdksi on kiytettdvd myos kisittelemattomid negatiivisia kontrolleja (ei liuotinta/kantaja-ainetta), paitsi
jos julkaistut tai laboratorion aikaisemmat tiedot kontrollista osoittavat, ettei valitulla liuottimella ole kaytetyissd
pitoisuuksissa genotoksisia tai muita haitallisia vaikutuksia.

STIMENETTELY

Kisittelyaikataulu

37

38.

. Jotta aneugeenin tai klastogeenin toiminta tietyssd solusyklin vaiheessa voidaan mahdollisimman todennakoisesti
osoittaa, on tirkedd, ettd testiaineella kasitelladn riittivd madrd soluja niiden kaikissa solusyklin vaiheissa. Solu-
linjojen ja primddristen soluviljelmien kisittelyaikataulu voi ndin ollen poiketa jonkin verran lymfosyyttien késit-
telyaikataulusta, silld niiden solusyklin kdynnistyminen edellyttdd mitogeenista stimulaatiota. Niitd tarkastellaan
41-43 kohdassa (16).

Teorian ja julkaistujen tietojen perusteella (18) useimmat aneugeenit ja klastogeenit voidaan osoittaa S9-jakeen
kanssa ja ilman S9-jaetta toteutettavalla 3—6 tuntia kestivilld lyhyelld ksittelyjaksolla, jonka jilkeen testiaine
poistetaan ja viljelman annetaan kasvaa 1,5-2,0 solusyklin ajan (6). Solut kerdtddn noin 1,5-2,0 normaalin (eli
kasittelemdttoman) solusyklin kuluttua joko kisittelyn aloittamisen jilkeen tai sen lopussa (katso taulukko 1).
Naytteenotto- tai palautumisaikoja voidaan pidentdd, jos tiedetddn tai oletetaan, ettd testiaine vaikuttaa solusyklin
kestoon (esimerkiksi kun testataan nukleosidianalogeja).
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39. Koska S9-preparaatiot voivat olla toksisia viljellyille nisikassoluille, pidennettyd 1,5-2,0 normaalin solusyklin
altistusta kdytetddn vain ilman S9-jaetta. Pidennetyssa kasittelyssd soluja voidaan kasitelld testikemikaalilla joko
sytoB:n kanssa tai ilman sitd. Ndin voidaan ottaa huomioon testiaineen ja sytoB:n mahdollinen vuorovaikutus.

40. Solujen ehdotetut kisittelyaikataulut esitetdin taulukossa 1. Naitd yleisid kisittelyaikatauluja voidaan mukauttaa
testiaineen stabiiliuden tai reaktiivisuuden tai kaytettdvien solujen erityisten kasvuominaisuuksien mukaisesti.
Kaikki kasittelyt on kdynnistettivd ja saatava pddtokseen, kun solut kasvavat eksponentiaalisesti. Aikataulut esi-
tellddn yksityiskohtaisemmin jdljempand olevissa 41-47 kohdassa.

Taulukko 1

Solujen kisittely- ja kerddmisajankohdat MNvit-méiritysmenetelmissi

Lymfosyytit, primaarisolut ja | + S9 Kasitelldan 3-6 tuntia S9:n kanssa;
solulinjat, jotka on kasitelty

sytoB:li poistetaan S9 ja kasittelyvaliaine;

lisitdan uusi valiaine ja sytoB;

kerdtddn 1,5-2,0 normaalia solusyklid mychemmin.

-59 Kasitellddn 3-6 tuntia;
Lyhyt altistus poistetaan kisittelyvaliaine;
lisdtdan uusi valiaine ja sytoB;

kerdtddn 1,5-2,0 normaalia solusyklid mychemmin.

-9 Vaihtoehto A: Kisitellddn 1,5-2 normaalin solusyklin ajan sytoB:n

Pidennetty altis- kanssa;

tus kerdtddn altistusjakson pédttyessi.

Vaihtoehto B: Kasitellddn 1,5-2,0 normaalin solusyklin ajan;
poistetaan testiaine;

lisitddn uusi viliaine ja sytoB;

kerdtddn 1,5-2,0 normaalia solusyklid mychemmin.

Solulinjat, joita ei ole kasitelty sytoB:n kanssa
(Samat kasittelyaikataulut, mutta sytoB:td ei lisitd)

Lymfosyytit, primaarisolut ja solulinjat sytoB:n kanssa

41. Tehokkain menetelmd lymfosyyteille on aloittaa testiaineelle altistaminen 44-48 tunnin kuluttua PHA-stimulaa-
tiosta, kun syklin synkronoitumista ei endd havaita (5). Solut késitellddn ensin testiaineella 3—6 tunnin ajan sekd
S9:n ldsnd ollessa ettd ilman sitd. Késittelyviliaine poistetaan ja lisitddn uutta viliainetta, joka sisiltdd sytoB:td, ja
solut kerdtddn 1,5-2,0 normaalia solusyklid mychemmin.

42. Jos ndistd lyhyistd (3-6 tunnin) kasittelyistd saadaan negatiiviset tai episelvit tulokset, soluja altistetaan uudelleen
kauemmin kestiville kisittelylle ilman S9:4d. On olemassa kaksi yhtd hyviid kisittelyvaihtoehtoa. Stimuloiduille
lymfosyyteille voi kuitenkin olla parempi kayttdd vaihtoehtoa A, joilla eksponentiaalinen kasvu voi hidastua 96
tunnin kuluttua stimulaatiosta. Soluviljelmdt eivdt myoskdin saa olla konfluentteja vaihtoehdon B viimeiseen
ndytteenottoajankohtaan mennessa.

— Vaihtoehto A: Soluja kisitellddn testiaineella 1,5-2,0 normaalin solusyklin ajan, ja ne kerdtddn kasittelyjakson
paattyessd.

— Vaihtoehto B: Soluja kisitellddn testiaineella 1,5-2,0 normaalin solusyklin ajan. Kisittelyviliaine poistetaan ja
korvataan uudella viliaineella, ja solut keritddn seuraavan 1,5-2,0 normaalin solusyklin jilkeen.

43. Primaarisoluja ja solulinjoja on kasiteltivd samalla tavalla kuin lymfosyyttejd, mutta niitd ei tarvitse stimuloida
PHA:lla 44-48 tunnin ajan. Kun kyseessd ovat muut solut kuin lymfosyytit, niitd on altistettava niin, ettd
tutkimuksen péittymisajankohtana solut ovat edelleen kasvun logaritmisessa vaiheessa.
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Solulinjat ilman sytoB:td

44

45

46.

. Soluja on kisiteltdvd 3-6 tunnin ajan S9:n ldsni ollessa ja ilman sitd. Kasittelyvaliaine poistetaan ja korvataan
uudella viliaineella, ja solut kerdtddn 1,5-2,0 normaalia solusyklid mychemmin.

. Jos molemmista lyhyistd (3-6 tunnin) késittelyistd saadaan negatiiviset tai epaselvit tulokset, soluja altistetaan
uudelleen pidennetylle kisittelylle (ilman S$9:44). Kéytettivissd on kaksi yhtd hyvid kisittelyvaihtoehtoa:

— Vaihtoehto A: Soluja kisitellddn testiaineella 1,5-2,0 normaalin solusyklin ajan, ja ne keratddn kasittelyjakson
paittyessd.

— Vaihtoehto B: Soluja Kisitellddn testiaineella 1,5-2,0 normaalin solusyklin ajan. Késittelyviliaine poistetaan ja
korvataan uudella viliaineella, ja solut kerdtddn seuraavan 1,5-2,0 normaalin solusyklin jdlkeen.

Yhden solun vahvuisissa kerroksissa voi esiintyd mitoosissa olevia soluja (pyoreitd, irtoavat pinnasta) 3—6 tuntia
kestdvan kasittelyn paittyessd. Koska mitoosissa olevat solut irtoavat helposti, ne voivat hivitd viliaineen mukana,
kun se kaadetaan pois. Ndmd solut on kerdttivd huolellisesti viljelmien huuhtelun yhteydessd ja palautettava
viljelmiin, jotta mitoosivaiheessa olevia soluja, joissa mikrotumia voi muodostua, ei menetetd keruuvaiheessa.

Viljelmien mddrd

47

. Testiaineen jokaista pitoisuutta sekd kantaja-aine-/liuotinkontrollia ja negatiivista kontrollia varten on kaytettavd
kaksi rinnakkaisviljelmad. Mikali laboratorion aikaisemmat tutkimustulokset osoittavat, ettd rinnakkaisviljelmien
valilli on vain hyvin vihiisid eroja, yhden viljelman kdytto voi olla hyviksyttivaa. Yhtd viljelmdd kiytettdessd
suositellaan, ettd pitoisuuksia analysoidaan tavallista suurempi maira.

Solujen kerddminen ja objektilasien preparointi

48

49.

. Jokainen viljelmi keritddn ja kasitellddn erikseen. Solujen preparointiin voidaan kdyttdd hypotonista kisittelyd,
mutta timd vaihe ei ole tarpeen, jos solut levittdytyvit lasille riittavisti. Objektilasien preparoinnissa voidaan
kiyttdd erilaisia tekniikoita edellyttden, ettd pisteytystd varten saadaan korkealaatuisia solupreparaatteja. Solulima
on siilytettivd mikrotumien osoittamista ja (sytokineesin estimiseen perustuvassa menetelmassd) kaksitumaisten
solujen luotettavaa tunnistamista varten.

Objektilasit voidaan virjitd erilaisilla menetelmilld, kuten Giemsa-menetelmalld tai fluorisoivilla DNA-spesifisilld
vériaineilla (59). DNA-spesifisen variaineen (esimerkiksi akridiinioranssin (61) tai Hoechst 33258:n plus pyroniini-

n (62)) kiytolld voidaan eliminoida joitakin ei-DNA-spesifisen vériaineen kayttoon liittyvid artefakteja. Mikro-
tumien sisdllon (kromosomin/kromosomifragmentin) selvittimisessd voidaan kdyttdd anti-kinetokorivasta-aineita,
FISH-tekniikkaa yhdessd pansentromeeri-DNA-koettimien kanssa tai in situ -merkkausta pansentromeerispesifisilla
alukkeilla yhdessd sopivan DNA:n vastavirjiyksen kanssa, jos mikrotumien muodostumisesta halutaan saada
mekanistista tietoa (15) (16). Muita klastogeenien ja aneugeenien erottelumenetelmid voidaan kiyttdd, jos mene-
telmét on osoitettu tehokkaiksi.

Analyysi

50

51.

. Kaikki objektilasit, myos positiivisia ja negatiivisia kontrolleja sisaltivit, on koodattava ennen mikroskooppitut-
kimusta. Koodattuja naytteitd voidaan analysoida myos validoidulla, automaattisella virtaussytometria- tai kuva-
analyysijarjestelmalli.

SytoB-kisiteltyjen viljelmien mikrotumien maard on analysoitava vahintdin 2 000 kaksitumaisessa solussa kutakin
pitoisuutta kohti (vdhintddn 1 000 kaksitumaista solua viljelméd kohti; kaksi viljelmdd pitoisuutta kohti). Jos
kéytetddn yhté erillistd viljelmad, viljelméstd on laskettava vahintdan 2 000 kaksitumaista solua pitoisuutta kohti.
Jos kussakin pitoisuudessa laskettavissa on huomattavasti vihemmén kuin 1 000 kaksitumaista solua viljelméad
kohti (tai 2 000 solua, jos kdytetddn yhti viljelmédd) ja jos mikrotumien maaré ei havaintojen mukaan ole kasvanut
merkittdvésti, testi on toistettava useammilla soluilla tai vihitoksisemmilla pitoisuuksilla sen mukaisesti, kumpi
vaihtoehto soveltuu tarkoitukseen paremmin. On varmistettava, etti muodoltaan epdsdannollisid kaksitumaisia
soluja tai soluja, joiden kaksi tumaa poikkeaa kooltaan huomattavasti toisistaan, ei lasketa; kaksitumaisia soluja
ei myoskddn saa sekoittaa huonosti levittyneisiin monitumaisiin soluihin. Useampia kuin kaksi pddtumaa sisalti-
vistd soluista ei pitdisi analysoida mikrotumia, koska mikrotumien maira voi olla tillaisissa soluissa suurempi (63)
(64). Yksitumaisten solujen laskeminen hyvaksytdan, jos testiaineen on osoitettu hiiritsevdn sytoB:n aktiivisuutta.
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52

53.

. Solulinjoissa, joilla tehdddn mddritys ilman sytoB-kisittelyd, mikrotumat olisi pisteytettava vahintddn 2 000 solussa
pitoisuutta kohti (vdhintddn 1 000 solua viljelmidd kohti; kaksi viljelmai pitoisuutta kohti). Jos yhtd pitoisuutta
kohti kdytetddn vain yhtd viljelmad, kyseisestd viljelmastd on laskettava vihintddn 2 000 solua.

Kun sytoB:td kdytetddn, sytokineesin eston proliferaatioindeksi tai RI on mdiritettdvd solujen proliferaation arvi-
oimiseksi (katso lisdys 2) kdyttimalld vihintddn 500:aa solua viljelmai kohti. Kun kasittely tehdddn ilman sytoB:td,
on tirkedd esittdd todisteet siitd, ettd laskettavat solut ovat proliferoituneet (ks. 24-27 kohta).

Hyvaksyttavyysperusteet

54

55.

56.

57.

. Tissd kuvatun MNvit-madritysmenetelmén kiyttod ehdottavan laboratorion on osoitettava valmiutensa osoittaa
luotettavasti ja tismallisesti kemikaalit, jotka tunnetusti toimivat aneugeenisesti ja klastogeenisesti metabolisen
aktivaation ldsnd ollessa ja ilman sitd, sekd tunnetut negatiiviset kemikaalit. Tdssd on kéytettdvd lisiyksessd 3
lueteltuja vertailukemikaaleja. Laboratorio voi osoittaa valmiutensa kiyttdd titd testimenetelméid asianmukaisesti
esittdmalld todisteet siité, ettd mikrotumien muodostumisen pisteytykseen kiytetyissd soluissa on tapahtunut yksi
tuman jakautuminen, jos testi tehdddn ilman sytoB:ta.

Vertailukemikaaleina kiytettiviksi suositellaan lisiyksessd 3 lueteltuja kemikaaleja. Korvaavia tai tiydentivid ke-
mikaaleja voidaan kdyttdd, jos niiden vaikutus tunnetaan, jos ne indusoivat mikrotumia samoilla toimintameka-
nismeilla ja jos ne on osoitettu merkityksellisiksi MNvit-menetelmalld testattavien kemikaalien suhteen. Perusteluna
voidaan esittdd muun muassa validointitutkimusta, jossa testiaineen kemikaaliluokan tai tutkittavan vauriomeka-
nismin perusteella on kiytetty useita eri aineita tai vahdisempdi ainemédrid.

Liuotin-/kantaja-ainekontrollien ja kisittelemattomien viljelmien olisi annettava tulokseksi toistettavasti vahiinen ja
yhdenmukainen mikrotumien méird (yleensd 5-25 mikrotumaa tuhatta solua kohti 11 kohdassa mainittujen
solutyyppien osalta). Muiden solutyyppien tuotosten vaihteluvilit voivat olla erilaisia, ja ne on madaritettdva,
kun solutyyppeji validoidaan MNvit-maaritysmenetelmdssd kdyttdmistd varten. Kontrollien vaihteluvilit on maa-
ritettdva pitkiltd ajalta negatiivisista kontrolleista, liuotinkontrolleista ja positiivisista kontrolleista saatujen tietojen
perusteella. Niitd arvoja olisi kdytettdvd arvioitaessa, ovatko samanaikaiset negatiiviset tai positiiviset kontrollit
asianmukaisia.

Jos médritysmenetelmén tutkimussuunnitelmaan ehdotetaan pienid muutoksia (esimerkiksi automaattisten pistey-
tystekniikoiden kdyttimistd manuaalisten laskentatekniikoiden asemesta tai uuden solutyypin kdyttimistd), muu-
toksen vaikutus on osoitettava, ennen kuin tutkimussuunnitelman muutos voidaan hyviksyd. Vaikutuksen osoit-
tamisella tarkoitetaan, ettd on muun muassa osoitettava, ettd kromosomin katkeamisen, liittyméan tai haviiman
tarkeimmat mekanismit voidaan osoittaa ja ettd testattavan yksittdisen aineen luokalle tai monille erilaisille aineille
voidaan saada asianmukaiset positiiviset ja negatiiviset tulokset.

MITTAUSTULOKSET JA TULOSTEN ILMOITTAMINEN

Tulosten kdsittely

58

59.

60.

61.

. Jos kaytetddn sytokineesin inhibiittoritekniikkaa, mikrotumien indusoitumisen arvioinnissa kdytetddn vain sellaisia
kaksitumaisia soluja, joissa esiintyy mikrotumia (riippumatta mikrotumien maarastd solua kohti). Yksi, kaksi tai
monta mikrotumaa omaavien solujen méirin laskemisella voidaan saada hyodyllistd tietoa, mutta se ei ole
pakollista.

Kaikille kasitellyille viljelmille ja liuotin-/kantajakontrolleille olisi tehtdvd samanaikaisesti sytotoksisuus- ja/tai sy-
tostaasimaaritykset (58). Sytokineesin eston proliferaatioindeksi tai RI on laskettava kaikille kasitellyille viljelmille
ja kontrolliviljelmille méérittamélld solusyklin viivastyminen, kun kéytetddn sytokineesin estomenetelmaa. Jos
sytoB:ti ei kdytetd, on médritettivd populaation suhteellinen kaksinkertaistuminen, soluméaaran suhteellisen lisdan-
tyminen tai PI (katso lisdys 2).

Kustakin viljelmastd on esitettdvé tiedot erikseen. Kaikista tiedoista on lisdksi esitettdvd yhteenveto taulukkomuo-
dossa.

MNvit-médritysmenetelmissd kemikaalit voivat aiheuttaa mikrotumien muodostumista indusoimalla kromosomien
katkeamista, niiden hédvidmistd tai molempia. Antikinetokorivasta-aineilla, sentromeerispesifisilld in situ -koettimilla
tai muilla menetelmilld voidaan yrittdd maarittdd, johtuuko mikrotumien indusoitumismekanismi klastogeenisesta
ja/tai aneugeenisesta vaikutuksesta.

Tulosten arviointi ja tulkinta

62

. Selvid positiivisia tai negatiivisia tuloksia ei tarvitse vahvistaa tdydentavilld testeilld. Epaselvid tuloksia voidaan
selventdd analysoimalla vield tuhat solua kaikista viljelmistd, jotta viltetddn satunnaisuuden vadristyminen. Jos
tulosta ei saada selville tdlld tavalla, viljelmille on tehtdva uusia testejd. Niissd olisi harkittava tutkimusparametrien
muuttamista tapauksesta riippuen laajemmin tai suppeammin. Tutkimusparametreja, joita voitaisiin muuttaa, ovat
muun muassa testipitoisuuksien erot, viljelmien kisittelyajankohta ja solujen kerddmisajankohta ja/tai metabolisen
aktivaation olosuhteet.
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63.

64.

65.

Positiivinen tulos voidaan pditelld useiden perusteiden avulla. Niitd ovat esimerkiksi mikrotumallisten solujen
médrin pitoisuuteen sidottu kasvu tai tilastollisesti merkittavd kasvu. Aluksi on tarkasteltava tulosten biologista
merkityksellisyyttd. Sen arvioimiseksi voidaan tarkastella sitd, ovatko havaitut arvot aiemman kontrollivaihteluvilin
sisdlld vai sen ulkopuolella. Testitulosten arvioinnissa voidaan kdyttdd asianmukaisia tilastollisia menetelmid (65).
Tilastollisen testauksen tuloksia on kuitenkin arvioitava suhteessa annos-vastesuhteeseen. Myos uusittavuus ja
aiemmat tulokset on otettava huomioon.

Useimmissa testeissd saadaan selvésti positiivisia tai negatiivisia tuloksia, mutta joissakin tapauksissa mittaustulos-
ten pohjalta ei voida tehdd varmoja péitelmid testiaineen aktiivisuudesta. Tulokset saattavat jaddd epaselviksi tai
kyseenalaisiksi kokeen toistokertojen méirdstd riippumatta.

MNvit-madritysmenetelméssd saadut positiiviset tulokset osoittavat, ettd testiaine indusoi kromosomien katkea-
mista tai havidmad viljellyissd nisikdssoluissa. Negatiiviset tulokset osoittavat, ettd testiaine ei kdytetyissd testiolo-
suhteissa indusoi kromosomien katkeamista ja/tai liittymédd tai hdviimaa viljellyissd nisakéssoluissa.

Testiraportti

66.

Testiraportissa on annettava vahintddn seuraavat tiedot, jos ne ovat merkityksellisid tutkimuksen suorituksen
kannalta:

Testikemikaali

— tunnistetiedot sekd CAS-numero ja EC-numero

— fysikaalinen olomuoto ja puhtaus

— tutkimuksen tekemisen kannalta merkitykselliset fysikaaliskemialliset ominaisuudet

— testikemikaalin reagointi liuottimen/kantaja-aineen tai solujen kasvatusviliaineen kanssa

Liuotin/kantaja-aine
— liuottimen/kantaja-aineen valintaperusteet

— testiaineen liukoisuus ja stabiliteetti liuottimessa/kantaja-aineessa

Solut

— kiytettyjen solujen tyyppi ja alkuperd

— kiéytetyn solutyypin soveltuvuus

— mahdollinen mykoplasmakontaminaatio

— tiedot solusyklin kestosta, jakautumisaika tai proliferaatioindeksi

— lymfosyyttien osalta verenluovuttajien sukupuoli, ikd ja tarvittaessa médrad

— lymfosyyttien osalta tieto siitd, onko testissd altistettu kokoverta vai eristettyjd lymfosyytteja
— tarvittaessa siirrostusten lukumaari

— tarvittaessa soluviljelymenetelmat

— kromosomien modaalinen lukumaird

— tavallinen (negatiivisen kontrollin) solusyklin kesto

Testiolosuhteet
— mahdollinen sytokineesin inhibiittori (esimerkiksi sytoB), sen pitoisuus ja solujen altistuksen kesto

— pitoisuuksien ja soluviljelmien lukuméirin valintaperusteet, joihin sisdltyvit esimerkiksi sytotoksisuustiedot ja
liukoisuusrajoitukset, mikili tiedot ovat kiytettivissi
)
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— viliaineen koostumus ja tarvittaessa CO,-pitoisuus

— testiaineen pitoisuudet

— lisdtyn kantaja-aineen ja testiaineen pitoisuus (ja/tai tilavuus)

— inkubaatiolimpatila ja -aika

— Kkasittelyn kesto

— Kkasittelyn jilkeinen kerddmisajankohta

— tarvittaessa solutiheys inokuloitaessa

— metabolisen aktivaatiojirjestelman tyyppi ja koostumus, myos sen hyvaksyttivyysperusteet
— positiiviset kontrollikemikaalit ja negatiiviset kontrollit

— objektilasien preparointimenetelmat ja kaytetyt vérjaystekniikat

— mikrotumien tunnistusperusteet

— analysoitujen solujen madrit

— sytotoksisuuden mittausmenetelmit

— muut sytotoksisuuteen liittyvit tiedot

— tutkimusten positiivisuuden, negatiivisuuden tai epdselvyyden arviointiperusteet
— Kkiytetyt tilastoanalyysimenetelmat

— tarvittaessa menetelmdt sen médrittdmiseksi, sisdltivitko mikrotumat kokonaisia kromosomeja vai kromoso-
mifragmentteja, esimerkiksi kinetokorivasta-aineen kdytto

Tulokset

— kdytetyt sytotoksisuuden méiritysmenetelmit, esimerkiksi sytokineesin eston proliferaatioindeksi tai RI (syto-
kineesin estoon perustuva menetelmd); soluméiran suhteellinen lisddntyminen, populaation suhteellinen kak-
sinkertaistuminen tai PI (muu kuin sytokineesin estoon perustuva menetelmd); tarvittaessa muut havainnot,
esimerkiksi solujen konfluenssi, apoptoosi, nekroosi, metafaasien méari ja kaksitumaisten solujen maira

— saostumisen merkit

— tiedot kasittelyviliaineen pH:sta ja osmolaliteetista, jos médritetty

— analysoitavaksi hyviksyttivien solujen méaritelma

— yksi-, kaksi- ja monitumaisten solujen osuudet, jos sytokineesin estoon perustuvaa menetelmdd on kiytetty

— mikrotumallisten solujen maird kussakin kisitellyssd viljelmissd ja kontrolliviljelmassd ja tiedot solujen mah-
dollisesta kaksitumaisuudesta tai monitumaisuudesta

— pitoisuus-vastesuhde, jos mahdollista

— samanaikaisten negatiivisten (liuotin/kantaja-aine) ja positiivisten kontrollikemikaalien tiedot (pitoisuudet ja
livottimet)

— aikaisemmat tiedot negatiivisista (liuotin/kantaja-aine) ja positiivisista kontrollikemikaaleista, myos vaihteluvilit,
keskiarvot ja keskihajonnat sekd luottamusvili (esimerkiksi 95 prosenttia)

— tilastoanalyysi; mahdolliset p-arvot

Tulosten tarkastelu

Pddtelmdt
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orgaanisista yhdisteistd sekd direktiivin 79/117/ETY muuttamisesta. EUVL L 229, 30.4.2004, s. 5.
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Lisdys 1
Mairitelmit

Aneugeeni: aine tai prosessi, joka vuorovaikutuksessa solun mitoottisen ja meioottisen jakautumissyklin vaiheiden
kanssa johtaa solujen tai organismien aneuploidiaan.

Aneuploidia: yksittdisen tai useamman kuin yhden kromosomin mutta ei kuitenkaan koko kromosomiston (polyploidia)
poikkeaminen kromosomien tavallisesta diploidisesta (tai haploidisesta) méarasta.

Apoptoosi: ohjelmoitunut solukuolema, jossa tietyt vaiheet johtavat solujen hajoamiseen solukalvon ymparéimiksi
rakkuloiksi, jotka myohemmin havidvit fagosytoosin tai puhkeamisen seurauksena.

Solujen proliferaatio: solujen mairin kasvaminen solujen mitoottisen jakautumisen seurauksena.

Sentromeeri: kromosomin DNA:mn alue, jossa kromatidit liittyvdt yhteen ja johon molemmat kinetokorit kiinnittyvit
rinnakkain.

Klastogeeni: aine tai prosessi, joka aiheuttaa rakenteellisia kromosomipoikkeavuuksia solu- tai organismipopulaatioissa.
Sytokineesi: solun jakautuminen valittomasti mitoosin jilkeen, jolloin muodostuu kaksi yksitumaista tytirsolua.

Sytokineesin eston proliferaatioindeksi: toisen jakautumisvaiheen solujen osuus kasitellyssd populaatiossa kasittelematto-
miéin kontrollipopulaatioon verrattuna (katso kaava lisiyksessd 2).

Sytostaasi: solujen kasvun estiminen (katso kaava lisdyksessd 2).

Sytotoksisuus: solurakenteeseen kohdistuvat haitalliset vaikutukset tai toiminta, joka johtaa solukuolemaan.
Genotoksinen: yleinen nimitys kaikentyyppisille DNA- tai kromosomivaurioille, muun muassa katkeamiselle, adduktien
uudelleenjirjestdytymiselle, mutaatioille, kromosomipoikkeavuuksille ja aneuploidialle. Kaikki genotoksiset vaikutukset
eivdt johda mutaatioihin tai pysyviin kromosomivaurioihin.

Interfaasisolut: solut, jotka eivit ole mitoosivaiheessa.

Kinetokori: proteiinia sisdltivd rakenne, joka rakentuu kromosomin sentromeerin kohdalle, johon tumasukkulat kiin-
nittyvit solun jakautumisen aikana ja jonka ansiosta tytirkromosomit voivat liikkua kohti tytirsolujen napoja.

Mikrotumat: pienet tumat, jotka eivit ole solujen varsinaisia tumia vaan esiintyvit niiden lisiksi ja jotka muodostuvat
hitaasti liikkuvista kromosomifragmenteista tai kokonaisista kromosomeista mitoosin tai meioosin telofaasin aikana.

Mitoosi: solutuman jakautuminen, joka jaotellaan yleensd profaasiin, prometafaasiin, metafaasiin, anafaasiin ja telofa-
asiin.

Mitoosi-indeksi: suhdeluku, joka saadaan jakamalla metafaasissa olevien solujen médrd solupopulaatiossa todettujen
solujen kokonaismadralld; ilmoittaa solujen proliferaatioasteen kyseisessd solupopulaatiossa.

Mutageeninen: aiheuttaa periytyvan muutoksen geenien DNA:n emésparirakenteessa tai kromosomirakenteessa (kromo-
somipoikkeavuudet).

Nondisjunktio: hdirio, jossa kromatidiparit eivit erkaannu toisistaan ja jakaudu oikein kehittyviin tytdrsoluihin, minkd
takia tytdrsolujen kromosomimaard poikkeaa tavallisesta.

Polyploidia: solujen tai organismien kromosomien lukumaiirdd koskeva poikkeavuus, joka koskee yksittdisen kromoso-
min tai kromosomien (aneuploidia) sijaan koko kromosomistoa.

Proliferaatioindeksi (PI): sytotoksisuuden mittausmenetelmd, kun sytoB:td ei kiytetd (katso kaava lisiyksessid 2).

Solumddran suhteellinen lisddntyminen: sytotoksisuuden mittausmenetelmd, kun sytoB:td ei kdytetd (katso kaava lisayk-
sessd 2).

Populaation suhteellinen kaksinkertaistuminen: sytotoksisuuden mittausmenetelmd, kun sytoB:td ei kiytetd (katso kaava
lisdyksessi 2).

Replikaatioindeksi (RI): altistus- ja palautumisjakson aikana padttyneiden solunjakautumissyklien osuus kisitellyssa vil-
jelmdssd verrattuna kasittelemattomain kontrolliviljelmddn (katso kaava lisdyksessd 2).

Testikemikaali (testiaine): aine tai seos, jota testataan tdlld testimenetelmalla.
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Lisdys 2
Kaavat sytotoksisuuden miiritysti varten

1. Kun sytoB:td kdytetddn, sytotoksisuuden arvioinnin on perustuttava sytokineesin eston proliferaatioindeksiin
(SEPI) tai replikaatioindeksiin (RI) (16) (58). Sytokineesin eston proliferaatioindeksi ilmaisee solusyklien keskimaa-
rdistd madrdd solua kohti sytoB:lle altistamisen aikana, ja sitd voidaan kéyttdd solujen proliferaation laskemiseen. RI
ilmaisee tumien suhteellista maardd kasitellyissd viljelmissd verrattuna kontrolliviljelmiin, ja sitd voidaan kayttdd
sytostaasiasteen (sytostaasi-%) laskemiseen seuraavasti:

sytostaasi-% = 100 — 100{(SEPl; — 1) * (SEPI — 1)}

T = testikemikaalilla kasitelty viljelma
C = kantaja-ainekontrolliviljelma
jossa:

((yksitumaisten solujen médrd) +
(2 x kaksitumaisten solujen médrd) + (3 x monitumaisten solujen mari))

SEPI =
(solujen yhteenlaskettu mairi)

Néin ollen, jos SEPI = 1 (kaikki solut ovat yksitumaisia), sytostaasi on 100 %.

Sytostaasi = 100 — RI

((kaksitumaisten solujen méird) +
(2 x monitumaisten solujen maara)) + (solujen yhteenlaskettu méérd);

RI = x 100

((kaksitumaisten solujen méddrd) + (2 x monitumaisten solujen maird)) +
(solujen yhteenlaskettu méird)

T = Kasitellyt viljelmat
C = kontrolliviljelmat

2. Niin ollen, jos RI = 53 %, kontrolliviljelméssd kaksitumaisiksi ja monitumaisiksi soluiksi jakaantuneiden
solujen madrddn verrattuna vain 53 % soluista jakaantui késitellyssd viljelmassd, eli sytostaasi on 47 %.

3. Kun sytoB:td ei kdytetd, sytotoksisuus on arvioitava solumdairin suhteellisen lisddntymisen (SMSL) tai populaation
suhteellisen kaksinkertaistumisen (PSK) perusteella (58), koska molemmissa otetaan huomioon jakaantuneen sol-
upopulaation osuus.

(solumddrin lisddntyminen kisitellyissd viljelmissd (lopussa — alussa))

SMSL = x 100

(solumddrin lisdantyminen kontrolliviljelmissd (lopussa — alussa))

(populaatioiden kaksinkertaistumisten lukumaari késitellyissd viljelmissd)

100
(populaatioiden kaksinkertaistumisten lukumaard kontrolliviljelmissa) :

PSK =

jossa:
populaation kaksinkertaistuminen = [log (solumdaari kasittelyn jilkeen + alkuperdinen solumdiird)] + log 2
4. Niin ollen, jos SMSL tai PSK = 53 %, sytotoksisuus/sytostaasi = 47 %.

5. Sytotoksisuutta voidaan arvioida proliferaatioindeksin (PI) avulla laskemalla 1 solusta (kI1), 2 solusta (k12), 3 tai
4 solusta (kl4) ja 5-8 solusta (kl8) muodostuneiden kloonien maird seuraavasti

(1 xkl1) + (2 xkl2) 4+ (3 xkl4) + (4 x kI8))
(kI + k2 + kl4 + kI8)

Pl =

6.  Proliferaatioindeksid on kaytetty sytotoksisuuden tirkednd ja luotettavana parametrina my6s ilman sytoB:td in
situ viljellyille solulinjoille (25) (26) (27) (28).
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Lisdys 3

Suorituskyvyn arviointiin suositeltavat vertailukemikaalit ()

Luokka Kemikaali CAS-numero EC-numero
1. Klastogeenit, jotka ovat aktiivisia ilman metabolista aktivaatiota
Sytosiiniarabinosidi 147-94-4 205-705-9
Mitomysiini C 50-07-7 200-008-6
2. Klastogeenit, jotka edellyttdvit metabolista aktivaatiota
Bentso(a)pyreeni 50-32-8 200-028-5
Syklofosfamidi 50-18-0 200-015-4
3. Aneugeenit
Kolkisiini 64-86-8 200-598-5
Vinblastiini 143-67-9 205-606-0
4. Negatiiviset aineet
Di(2-etyyliheksyyli)ftalaatti 117-81-7 204-211-0
Nalidiksiinihappo 389-08-2 206-864-7
Pyreeni 129-00-0 204-927-3
Natriumkloridi 7647-14-5 231-598-3

(") Vertailukemikaalien kdyttod suositellaan. Korvaavia tai tiydentdvid kemikaaleja voidaan lisitd vertailukemikaalien luetteloon, jos

niiden vaikutus on tiedossa ja ne indusoivat mikrotumia samoilla toimintamekanismeilla ja jos niiden osoitetaan olevan merkityk-
sellisia. MNvit-menetelmalld testattavien kemikaalien osalta. Kdyttotarkoituksesta riippuen perusteluna voidaan esittdd my6s muun
muassa validointitutkimus, jossa on kéytetty useita eri aineita tai jossa keskitytddn kapeampaan kirjoon testiaineen kemikaaliluokan
tai tutkittavan vauriomekanismin perusteella.

B.50. [HOHERKISTYS: PAIKALLINEN IMUSOLMUKEMAARITYSMENETELMA: DA

JOHDANTO

1.

Kemikaalien testausta koskevia OECD:n suuntaviivoja ja EU:n testimenetelmid tarkistetaan sadnnollisesti tieteellisen
kehityksen, muuttuvien sddntelytarpeiden ja eldinten hyvinvointiin liittyvien kysymysten perusteella. Ensimmdinen,
hiiren ihoherkistyksen maarittimisessd kdytettava testimenetelma (B.42) eli paikallinen imusolmukemairitysmene-
telmd (Local Lymph Node Assay, LLNA; OECD:n testiohje 429) on tarkistettu (1). LLNA-menetelmin validointia
koskevat yksityiskohtaiset tiedot ja sithen liittyvin tyon arviointi on julkaistu (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) LLNA-
menetelmdssd lymfosyyttien proliferaatio méiritetddn radioisotoopilla leimatun tymidiinin tai jodin avulla. Siksi
maédritysmenetelman kéytto on rajattua paikoissa, joissa radioaktiivisten aineiden hankkiminen, kdytto tai havittimi-
nen on ongelmallista. LLNA: DA -menetelmi (jonka on kehittanyt Daicel Chemical Industries, Ltd) on LLNA-mene-
telmidn mukautus, jossa ei kdytetd radioaktiivisia merkkiaineita, vaan jossa lymfosyyttien proliferaatio maaritetdan
bioluminesenssin avulla méiritettdvin adenosiinitrifosfaattipitoisuuden (ATP-pitoisuuden) avulla. Kansainvilinen
vertaisarviointityoryhma on arvioinut LLNA: DA -testimenetelmin, validoinut sen ja katsonut, ettd silli voidaan
marittad ihoa herkistdvid ja muunlaisia kemikaaleja tietyin rajoituksin (10) (11) (12) (13). Téssd selostettu testime-
netelmd on suunniteltu kemikaalien (aineiden ja seosten) ihoherkistyspotentiaalin arvioimiseen eldimilld. Taman
liitteen B.6 luvussa ja OECD:n testiohjeessa 406 kiytetddn marsutestejd, erityisesti marsuilla tehtdvdd maksimointi-
testid ja Biihlerin testid (14). Kdytettdessd LLNA-menetelmii (timdn liitteen B.42 luku; OECD:n testiohje 429) ja sen
kahta muuhun kuin radioaktiivisuuteen perustuvaa muunnosta eli LLNA: DA -menetelméi (timén liitteen B.50 luku;
OECD:n testiohje 442 A) ja LLNA: BrdU-ELISA -menetelmai (tdman liitteen B.51 luku; OECD:n testiohje 442 B)
voidaan testeihin kiytettdvien eldinten maaraa vahentdd. Niin ollen ne ovat eldinten kdyton osalta edistyneempii B.6
luvussa ja OECD:n testiohjeessa 406 (14) tarkoitettuihin marsutesteihin verrattuna.

Kuten LLNA-menetelmassd, myos LLNA: DA -menetelmissd tutkitaan ihoherkistyksen induktiovaihetta ja tuote-
taan annosvasteen arviointiin sopivia kvantitatiivisia tuloksia. Koska ihoa herkistdvid aineita voidaan tunnistaa
ilman radioaktiivista DNA-merkkiainetta, tyossd ei altistuta radioaktiivisuudelle, eikd jdtteiden havittiminen aiheuta
ongelmia. Tdma voi johtaa hiirten entistd yleisempéin kdyttoon ihoa herkistdvien aineiden tunnistamisessa, milld
puolestaan vihennetddn entisestidn marsujen kdyttimistd ihoherkistyspotentiaalin testauksessa (B.6 menetelmd;
OECD:n testiohje 406) 0.

MAARITELMAT

3.

Sovellettavat madritelmat esitetddn lisayksessd 1.
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4.

LLNA: DA -menetelmd on LLNA-menetelmdn muunnos, jolla voidaan tunnistaa mahdollisia ihoa herkistivid
kemikaaleja tietyin rajoituksin. Tamé ei valttdimattd merkitse sitd, ettd LLNA: DA -menetelmdd pitéisi kdyttad
kaikissa tapauksissa LLNA-menetelmin tai marsutestin asemesta (B.6 menetelmd; OECD:n testiohje 406) (14),
vaan pikemminkin sitd, ettd madritysmenetelmd on yhtd hyvi ja sitd voidaan kdyttad vaihtoehtona, jossa positii-
visia ja negatiivisia tuloksia ei yleensd endd tarvitse varmistaa uudelleen (10) (11). Testilaboratorion on otettava
huomioon kaikki testiaineesta saatavilla olevat tiedot ennen tutkimuksen tekemistd. Tillaisia tietoja ovat muun
muassa testiaineen tunnistetiedot ja kemiallinen rakenne, sen fysikaaliskemialliset ominaisuudet, muiden testi-
aineella tehtyjen in vitro- tai in vivo -myrkyllisyystestien tulokset sekd rakenteellisesti samankaltaisia kemikaaleja
koskevat toksikologiset tiedot. Tietojen perusteella on mdiritettdvd, voidaanko LLNA: DA -menetelmdd kayttdd
kyseisen aineen testaamiseen (ottaen huomioon, ettd LLNA: DA -menetelmi ei sovellu tiettyjen kemikaalityyppien
testaamiseen (katso 5 kohta)) ja mitd annosta on kiytettdva.

LLNA: DA on in vivo -menetelmd, joten silld ei lopeteta koe-eldinten kdytt6d kosketusherkistyksen arvioinnissa.
Silld voidaan kuitenkin vihentdd tihdn tarkoitukseen kaytettdvien eldinten madrda marsutesteihin verrattuna (B.6
menetelmd; OECD:n testiohje 406) (14). LLNA: DA -menetelméssd kidytetty tapa testata kosketusherkistystd
eldimilli on myds huomattavasti edistyneempi (vihemman kipua ja kdrsimystd), koska toisin kuin B.6 menetel-
missd ja OECD:n testiohjeessa 406, LLNA: DA -menetelmissi ei edellytetd tarkoituksellista ihon yliherkkyysre-
aktioiden tuottamista. Vaikka LLNA: DA -menetelmd onkin tietylld tasolla edistyneempi kuin B.6 menetelmd tai
OECD:n testiohje 406 (14), siihen liittyy tiettyjd rajoituksia, joiden vuoksi voi olla tarpeen kdyttdd B.6 menetelméd
tai OECD:n testiohjetta 406 (esimerkiksi tiettyjen metallien testaus, vddrdt positiiviset 16ydokset joidenkin ihoa
drsyttdvien aineiden, esimerkiksi pinta-aktiivisten aineiden osalta (6) (1 ja timén liitteen B.42 luku) tai testiaineen
liukoisuus). Mddritystd hiiritsevid (16) funktionaalisia ryhmid sisdltdvien kemikaaliluokkien tai aineiden yhteydessd
voi olla tarpeen kdyttdd marsutestejd (B.6 menetelmd; OECD:n testiohje 406 (14)). Suositellaan, ettd LLNA-
menetelmalle asetettuja rajoituksia (1 ja tdmén liitteen B.42 luku) sovelletaan myos LLNA: DA -menetelmddn
(10). LLNA: DA -menetelmi ei valttdmattd sovellu ATP-pitoisuuksiin vaikuttavien, esimerkiksi ATP-inhibiittoreina
toimivien aineiden tai sellaisten aineiden testaukseen, jotka vaikuttavat solun sisiisen ATP:n tismilliseen maa-
rittdmiseen (esimerkiksi ATP:td hajottavat entsyymit, solun ulkopuolinen ATP imusolmukkeessa). Tallaisia tunnet-
tuja rajoituksia lukuun ottamatta aineet on testattava LLNA: DA -menetelmailld, elleivdt kyseisten aineiden omi-
naisuudet vaikuta LLNA: DA -menetelmin tarkkuuteen. Myos positiivisten rajatulosten mahdollisuus on otettava
huomioon, kun saadaan stimulaatioindeksiksi (SI) valilld 1,8-2,5 (katso 31-32 kohta). Tdmé perustuu 44 aineen
validointitietokantaan, jossa aineiden SI > 1,8 (katso 6 kohta) ja jossa LLNA: DA -menetelmilld on tunnistettu
oikein kaikki 32 herkistystd aiheuttavaa LLNA-ainetta mutta tunnistettu védrin kolme niistd 12 muusta kuin
herkistystd aiheuttavasta LLNA-aineesta, joiden Sl-arvo on 1,8-2,5 (positiivinen rajatulos) (10). Koska samaa
tulosjoukkoa on kiytetty Sl-arvojen mddrittdimiseen ja testin ennakoivien ominaisuuksien laskemiseen, esitetyissd
tuloksissa voidaan yliarvioida todellisia ennakoivia ominaisuuksia.

TESTIMENETELMAN PERIAATE

6.

LLNA: DA -menetelmidn perusperiaate on, ettd ihoa herkistavit aineet aiheuttavat lymfosyyttien proliferaatiota
imusolmukkeissa, jotka dreneeraavat testiaineen annostelualueen. Tdmé proliferaatio on suhteessa kiytettyyn
annokseen ja allergeenin voimakkuuteen ja tarjoaa yksinkertaisen keinon ihoherkistyksen mittaamiseksi kvantitatii-
visella tavalla. Proliferaatio mitataan vertaamalla kussakin testiryhmissi tapahtuvaa keskimdaraistd proliferaatiota
pelkdstddn kantaja-aineella kasitellyssd kontrolliryhmissd tapahtuvaan keskimédrdiseen proliferaatioon. Kunkin
testiryhmin keskimdariisen proliferaation ja sitd vastaavan kontrolliryhmin keskimédrdisen proliferaation suhde
(SI) médritetddn, ja sen on oltava yhtd suuri tai suurempi kuin 1,8, jotta testiaine olisi syytd arvioida tarkemmin
mahdollisesti ihoherkistystd aiheuttavaksi. Tassd maaritysmenetelmdssd kuvatut menettelyt perustuvat ATP-pitoi-
suuden mittaamiseen bioluminesenssin avulla (sen tiedetdén korreloivan eldvien solujen méirdd) (17), milldi maa-
ritetddn solujen proliferaation lisddntyminen dreneeraavissa korvalehden imusolmukkeissa (18) (19). Biolumine-
senssimenetelmdssi lusiferaasientsyymi katalysoi valon muodostusta (luminesenssia) ATP:sta ja lusiferiinista. Re-
aktio tapahtuu seuraavan kaavan mukaisesti:

ATP + Lusiferiini + O, —iSG08€ s Opksilusiferiini + AMP + PP, + CO, + Valo

ATP ATP

Luciferin lusiferiini

0,

0,

Luciferase lusiferaasi

Oxyluciferin oksilusiferiini

AMP AMP

PP,

1

PP.

i

o, o,

Light valo

Emittoituneen valon valovoima on suoraan verrannollinen ATP-pitoisuuteen, ja se mitataan luminometrilld. Lu-
siferiini-lusiferaasi-maaritysmenetelmd on herkkd ATP-pitoisuuden mdiritysmenetelmd, jota kdytetddn erilaisissa
kayttokohteissa (20).

MAARITYSMENETELMAN KUVAUS

Eldinlajin valinta

7.

Tahin testiin paras eldinlaji on hiiri. LLNA: DA -mddritysmenetelmin validointitutkimukset on tehty yksinomaan
CBA/[)-kannalla, joten sen kéyttod suositellaan (12) (13). Mairitysmenetelmdssd kéytetddn nuoria tdysikasvuisia
naarashiirid, jotka eivit ole poikineet eivitki ole tiineend. Testin alussa eldinten on oltava 8-12 viikon ikdisid, ja
eldinten painoerojen on oltava vihiisid eli enintddn 20 prosenttia keskipainosta. Muita kantoja tai uroseldimid
voidaan kayttdd, jos tietoja tuotetaan riittdvasti sen osoittamiseksi, ettd LLNA: DA -vasteessa ei esiinny merkitsevid
koe-eldinkantaan tai sukupuoleen liittyvid eroja.
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Koe-eldintilat ja eldinten ruokinta

8.

Hiiret on pidettdvd yhteishikeissd (21), ellei hiirien pitdmiselle erillisissd hakeissd esitetd riittavid tieteellisid perus-
teluja. Koe-eldintilan limpétilan on oltava 22 + 3 celsiusastetta. Vaikka riittdd, ettd suhteellinen kosteus on vihin-
tddn 30 prosenttia eikd mielellddn ylitd 70:td prosenttia muulloin kuin huoneen puhdistuksen aikana, pitdisi
kuitenkin pyrkid 50-60 prosentin suhteelliscen kosteuteen. Huoneessa on kaytettivi keinovalaistusta 12 tunnin
jaksoissa (12 tuntia valoa, 12 tuntia pimedd). Eldinten ruokinnassa voidaan kiyttdd normaalia laboratorioruo-
kavaliota, eikd juomaveden mairdd saa rajoittaa.

Eldinten valmistelu

9.

Eldimet valitaan satunnaistetusti, merkitddn niin, ettd yksilot voidaan erottaa toisistaan (ei kuitenkaan korvamer-
keilld), ja pidetddn hdkeissd vahintddn viiden pdivdn ajan ennen testiaineen annostelun aloittamista, jotta ne
tottuvat laboratorio-olosuhteisiin. Ennen kisittelyn alkua kaikki eldimet on tutkittava sen varmistamiseksi, ettei
niilld ole havaittavia ihovaurioita.

Annosteluliuosten valmistelu

10

Lu
11

12.

13.

14.

. Kiintedt kemikaalit on liuotettava tai sekoitettava liuottimiin tai kantaja-aineisiin ja tarvittaessa laimennettava
ennen niiden annostelua hiiren korvaan. Nestemdiset kemikaalit voidaan annostella laimentamattomana, tai ne
voidaan laimentaa ennen annostelua. Liukenemattomat kemikaalit, kuten ladkinnallisissi laitteissa yleisesti kaytetyt
kemikaalit, on uutettava erittdin voimakkaasti asianmukaiseen liuottimeen, jotta saataisiin testausta varten esiin
kaikki uuttuvat ainesosat ennen annostelua hiirten korviin. Testiaineet on valmistettava péivittdin, paitsi jos
sdilyvyys on osoitettu stabiliteettitutkimuksilla.

otettavuuden tarkistus

. Mddritysmenetelmédn toimivuus osoitetaan positiivisten kontrollikemikaalien avulla. Herkistystesteissd kaytettivin
aineen vasteena on saatava aikaan riittdvé ja toistettavissa oleva herkistyminen. Vasteen on oltava aineelle tyy-
pillinen. Samanaikaisesti on kytettava positiivista kontrollikemikaalia, koska silld osoitetaan, ettd laboratoriolla on
riittdvd patevyys kunkin méiritysmenetelman kdyttoon. Sen avulla voidaan myos arvioida laboratorioidenvilistd ja
laboratorionsisdistd uusittavuutta ja vertailtavuutta. Jotkut sddntelyviranomaiset vaativat positiivisten kontrollike-
mikaalien kdyttamistd kaikissa tutkimuksissa. Kayttdjien olisikin otettava yhteyttd asiasta vastaaviin viranomaisiin
ennen LLNA: DA -mddritysmenetelmdn kdyttoonottoa. Taman takia suositellaan, ettd positiivista kontrollikemikaa-
lia kdytetddn aina ndytteiden kanssa samanaikaisesti, jotta ei tarvitsisi tehdd uusia eldinkokeita sellaisten vaa-
timusten tayttimiseksi, jotka aiheutuvat positiivisten kontrollikemikaalien kdyttimisestd vain silloin talloin (katso
12 kohta). Positiivisen kontrollikemikaalin on tuotettava positiivinen LLNA: DA -vaste altistustasolla, jonka od-
otetaan antavan negatiiviseen kontrolliryhmain verrattuna stimulaatioindeksin, joka on yhtd suuri tai suurempi
kuin 1,8. Positiivisen kontrollikemikaalin annospitoisuus on valittava siten, ettd se ei aiheuta lilan voimakasta
ihodrsytystd tai koko elimistoon kohdistuvaa toksisuutta ja ettd induktio on toistettavissa mutta ei lilan suuri
(esimerkiksi SI > 10 on liian suuri). Suositeltavia positiivisia kontrollikemikaaleja ovat 25-prosenttinen heksyy-
likanelialdehydi (CAS-numero 101-86-0) ja 25-prosenttinen eugenoli (CAS-numero 97-53-0) asetonin ja olii-
vidljyn seoksessa (4:1 v[v). Joissakin olosuhteissa voidaan riittdvin perustein kdyttdd muita positiivisia kontrolli-
kemikaaleja, jotka tdyttavit edelld mainitut kriteerit.

Vaikka positiivisen kontrolliryhmin samanaikaista kdyttod suositellaan, joissakin tapauksissa positiivisen kontrol-
likemikaalin testaus ajoittain (enintddn kuuden kuukauden vilein) voi riittdd LLNA: DA -menetelmai sddnnollisesti
kéyttavissd laboratorioissa (eli sellaisissa, jotka kdyttavit LLNA: DA -menetelmdd vahintddn kerran kuukaudessa),
joilla on aiempia positiivisen kontrollikemikaalin madritystietoja, jotka osoittavat laboratorion valmiuden saada
aikaan uusittavissa olevia ja tasmallisid tuloksia positiivisilla kontrollikemikaaleilla. Riittdvda LLNA DA -menetelmad
koskeva pitevyys voidaan osoittaa tuottamalla positiivisella kontrollikemikaalilla toistuvasti samantasoisia positii-
visia tuloksia vdhintddn kymmenessd riippumattomassa testissd, jotka suoritetaan kohtuullisen ajanjakson (alle
yhden vuoden) aikana.

Samanaikaista positiivista kontrolliryhméi olisi kdytettdvd aina, kun LLNA: DA -menettelyjd muutetaan (esimer-
kiksi kun koulutettu henkilokunta vaihtuu, testimenetelmédn materiaalit ja/tai reagenssit vaihtuvat, testimenetel-
missd kdytettavit laitteet vaihtuvat tai koe-eldinten alkuperd vaihtuu). Tallaiset muutokset on kirjattava laborato-
rioraportteihin. Muutosten vaikutusta aiempien médritystietojen asianmukaisuuteen on tarkasteltava, jotta voidaan
pddttdd, onko kerdttdvd uusi mddritystietoja positiivisen kontrollikemikaalin tulosten yhdenmukaisuuden osoitta-
miseksi.

Tutkijoiden on otettava huomioon, ettd jos positiivisen kontrollikemikaalin tutkimusta ei suoriteta samanaikaisesti
vaan vain ajoittain, negatiivisten tutkimustulosten asianmukaisuus ja hyviksyttivyys voivat vaarantua, jos saman-
aikaista positiivista kontrollia ei testata ajoittain tehtyjen positiivisten kontrollitestien vililld. Jos esimerkiksi saa-
daan viird negatiivinen tulos, kun positiivinen kontrolli ei ole ollut aina samanaikaisesti mukana, positiivisen
kontrollikemikaalin viimeisen hyvdksytyn yksittdisen tutkimuksen ja positiivisen kontrollikemikaalin hylatyn yk-
sittdisen tutkimuksen tuloksen vilisend aikana saadut testiaineen negatiiviset tulokset voivat olla kyseenalaisia.
Niiden tulosten seurauksia on tarkasteltava huolellisesti paitettdessd positiivisten kontrollikemikaalien kayttami-
sestd testiaineen kanssa samanaikaisesti tai vain ajoittain. Olisi myos harkittava pienemmin eldinmdaran kaytta-
mistd testiaineen kanssa samanaikaisesti tehtdvai positiivista kontrolliryhmai varten, jos se on tieteellisesti perus-
teltua ja jos laboratorio osoittaa laboratoriokohtaisten aiempien tietojen perusteella, ettd hiirid voidaan kayttdd
vihemmain (22).
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15.

16.

Vaikka positiiviset kontrollikemikaalit olisi mieluiten testattava kantaja-aineessa, jonka tiedetddn antavan aina
samanlaisen vasteen (esimerkiksi asetoni:oliividljy, 4:1 v/v), voi joidenkin sddnndsten mukaan olla tarpeen testata
aine myos muussa kuin vakiokantaja-aineessa (kliinisesti/kemiallisesti relevantissa aineessa (23)). Jos positiivista
kontrollikemikaalia testataan samanaikaisesti eri kantaja-aineessa kuin testiainetta, on samanaikaista positiivista
kontrollikemikaalia varten kaytettdvé erillistd kantaja-ainekontrollia.

Arvioitaessa tiettyyn kemikaaliluokkaan kuuluvia tai tietyn vastetason aikaansaavia aineita voidaan myos vertailu-
aineita kdyttdd osoittamaan, ettd testimenetelmalld voidaan osoittaa asianmukaisesti timantyyppisten aineiden
ihoherkistyspotentiaali. Vertailuaineilla olisi oltava seuraavat ominaisuudet:

— samanlainen rakenne ja toiminta kuin testattavalla aineryhmalld

— tunnetut fysikaalis-kemialliset ominaisuudet

— sopivuutta tukevia tietoja LLNA: DA -menetelmistd

— sopivuutta tukevia tietoja muista eldinmalleista ja/tai ihmisisté.

TESTIMENETTELY

Koe-eldinten méiri ja annostasot

17

18.

19.

20.

. Kussakin annostasoryhmissd on oltava vihintddn neljd eldinté, ja testiaineesta on kaytettdvd vihintddn kolmea
konsentraatiota; lisaksi kdytetddn samanaikaisesti médritettdvdd negatiivista kontrolliryhmad, joka kasitelld4n vain
testiaineen kantaja-aineella, sekd positiivista kontrolliryhmad (joka mairitetddn samanaikaisesti tai joka on maa-
ritetty hiljattain, laboratorion toimintatavan mukaisesti, ottaen huomioon 11-15 kohdat). Positiivisesta kontrolli-
ryhmistd on tarvittaessa testattava useita annoksia, etenkin jos positiivista kontrollikemikaalia testataan epdsdan-
nollisesti. Kontrolliryhmin eldimid on kohdeltava samalla tavoin kuin testiryhmin eldimid, paitsi ettd niitd ei
kisitelld testiaineella.

Annostaso ja kantaja-aine on valittava lahteissd (2) ja (24) esitettyjen suositusten perusteella. Annostasot valitaan
yleensd sopivasta konsentraatiosarjasta, esimerkiksi sarjasta 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% ja
niin edelleen. Kiytettdville konsentraatiosarjalle on esitettivd asianmukaiset tieteelliset perustelut. Kaikki kaytetta-
vissd olevat toksikologiset tiedot (esimerkiksi akuutti toksisuus ja ihodrsytys) sekd rakennetta ja fysikaaliskemiallisia
ominaisuuksia koskevat tiedot kyseisestd testiaineesta (ja/tai rakenteellisesti vastaavista aineista) on tarvittaessa
otettava huomioon kolmen perdkkiisen konsentraation valinnassa niin, ettd suurin konsentraatio edustaa maksi-
mialtistusta, mutta koko elimistoon kohdistuva toksisuus jaftai liian voimakas paikallinen ihodrsytys kuitenkin
viltetddn (24) (25). Jos tillaisia tietoja ei ole kdytettdvissd, voi olla tarpeen tehdi esitesti (katso 21-24 kohta).

Kantaja-aine ei saa vaikuttaa testituloksiin tai vddristdd niitd. Se on valittava siten, ettd testiaine liukenee sithen
mahdollisimman helposti ja aineen konsentraatio annosteluun sopivassa liuoksessa tai suspensiossa on mahdol-
lisimman suuri. Suositeltavat kantaja-aineet ovat asetoni:oliivi6ljy (4:1 v/v), N,N-dimetyyliformamidi, metyylietyy-
liketoni, propyleeniglykoli ja dimetyylisulfoksidi (6), mutta muitakin kantaja-aineita voidaan kayttdd riittavin
tieteellisin perustein. Joissakin tilanteissa voi olla tarpeen kayttdd lisikontrolliaineena kliinisesti perusteltua liuotinta
tai kaupallista valmistetta, jona testiainetta markkinoidaan. Erityisesti on varmistettava, ettd hydrofiiliset testiaineet
sisdllytetddn sellaiseen kantaja-ainejarjestelméidn, joka vettdd ihon eikd valu heti pois, lisddmalld asianmukaisia
liukenemista edistdvid aineita (esimerkiksi 1-prosenttinen Pluronic® L92). Pelkkid vesiliuoksia on siis syyta valttaa.

Yksittéisid hiirten imusolmukkeita prosessoimalla voidaan arvioida eldintenvalistd vaihtelua ja verrata tilastollisesti
testiaineella ja kantaja-aineella kisiteltyjen ryhmien tuloksia (katso 33 kohta). Positiivisen kontrolliryhmén hiirten
mdirdn vihentdminen voi olla mahdollista, mutta vain siind tapauksessa, ettd tietoja keratdan yksittdisistd eldimistd
(22). Tietyt sddntelyviranomaiset vaativat, ettd tietoja on kerdttdva yksittdisistd eldimistd. Yksittdisid eldimid kos-
kevien tietojen sddnnolliselld kerddmiselld edistetddn eldinten hyvinvointia, koska siten valtetddn paillekkaiset
testaukset, jotka ovat tarpeen, jos sddntelyviranomaisten on tarkasteltava tietylld tavalla (esimerkiksi eldimistd
saatuja mittaustietoja yhdistdimalld) saatuja testiainetuloksia my6hemmin muiden vaatimusten (esimerkiksi yksit-
tdisid eldimid koskevat tiedot) perusteella.

Testid edeltivi kartoitus

21

. Jos ei ole tietoja, joiden perusteella pddtetddn suurin testattava annos (katso 18 kohta), on LLNA: DA -menetelmin
testeissd kdytettdvd asianmukainen annostaso selvitettdvd ennen paitestid. Siten saadaan apua enimmadisannoksen
valintaan varsinaista LLNA: DA -tutkimusta varten, kun tietoja koko elimistoén kohdistuvan toksisuuden (katso
24 kohta) ja/tai liian voimakkaan paikallisen ihodrsytyksen (katso 23 kohta) aiheuttavasta konsentraatiosta ei ole
saatavilla. Testattavan enimmdisannoksen on vastattava sataa prosenttia nestemdisen testiaineen osalta tai suurinta
mahdollista konsentraatiota kiinteiden tai suspendoitujen aineiden osalta.
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. Kartoitustesti suoritetaan varsinaista LLNA: DA -tutkimusta vastaavissa olosuhteissa, kuitenkin niin, etti imusol-
mukkeiden proliferaatiota ei arvioida ja kussakin annosryhmissd voidaan kdyttdd vihemmin eldimid. Kussakin
annosryhmissd olisi hyvad kéyttdd yhtd tai kahta eldintd. Kaikkia hiirid tarkkaillaan péivittdin koko elimistoon
kohdistuvan toksisuuden tai annostelukohdassa esiintyvian paikallisen drsytyksen kliinisten merkkien havaitsemi-
seksi. Eldinten paino kirjataan ennen testaamista ja ennen eldinten lopettamista (pdivd 8). Kunkin hiiren molem-
mista korvista tutkitaan eryteeman merkit, ja ne pisteytetddn taulukon 1 mukaisesti (25). Korvan paksuus mitataan
paksuusmittarilla (esimerkiksi digitaalisella mikrometrilld tai Peacock Dial -paksuusmittarilla) pdivind 1 (ennen
annosta), pdiviand 3 (noin 48 tunnin kuluttua ensimmadisestd annoksesta), pivand 7 (24 tuntia ennen lopettamista)
ja paivand 8. Pdivdnd 8 korvan paksuus voidaan méirittdd myos mittaamalla korvan lavistimiseen tarvittava massa
sen jdlkeen, kun eldimet on lopetettu humaanisti. Paikallinen érsytys on erittdin voimakas, jos eryteemapisteytyk-
sen arvo >3 jaftai korvan paksuuntuminen > 25 prosenttia mind tahansa mittauspdivini (26) (27). Suurin
varsinaiseen LLNA: DA -tutkimukseen valittava annos on kartoitusta varten madritetyn konsentraatiosarjan (katso
18 kohta) suurin annos, joka ei endd aiheuta koko elimistoon kohdistuvaa toksisuutta ja/tai liian voimakasta
paikallista ihodrsytysta.

Taulukko 1

Eryteemapisteytys

Havainto Pisteet

Ei

eryteemaa 0

Hyvin lievd eryteema (tuskin havaittava) 1

Selkedsti erottuva eryteema 2

Keskivakava—-vakava eryteema 3

Vakava eryteema (voimakas punoitus)-karsta, joka estdd eryteeman pisteytyksen 4

23

24.

. Paitsi korvien paksuuden tilastollisesti merkittavad yli 25 prosentin kasvua (26) (27), myos tilastollisesti merkit-
tavad kasiteltyjen hiirten korvien paksuuden lisddntymistd kontrollihiiriin verrattuna on kdytetty drsyttavien ainei-
den tunnistamiseksi LLNA-menetelmdssi (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34). Tilastollisesti merkittdvad paksuuntu-
mista voi esiintyd silloinkin, kun korvan paksuuntuminen on alle 25 prosenttia, mutta sen ei katsota liittyvin
spesifisesti erittdin voimakkaaseen drsytykseen (30) (31) (32) (33) (34).

Seuraavat Kkliiniset havainnot voivat kokonaisvaltaisessa arvioinnissa olla osoituksena koko elimistéon kohdistu-
vasta toksisuudesta (35) ja voivat ndin ollen olla osoituksena suurimmasta annostasosta, jota varsinaisessa LLNA.
DA -menetelmissd voidaan kdyttdd: muutokset hermoston toiminnassa (esimerkiksi karvojen jdykistyminen, atak-
sia, vapina ja kouristukset); muutokset kéyttdytymisessd (esimerkiksi aggressiivisuus, muutokset turkin hoidossa,
aktiivisuustason huomattava muuttuminen); muutokset hengityksessd (hengityksen sdannéllisyyden ja syvyyden
muutokset, kuten hengenahdistus, hengen haukkominen ja rahina) sekd muutokset ravinnon ja veden kulutuk-
sessa. Arvioinnissa on huomioitava myos letargian jaftai passiivisuuden merkit, vihiistd tai hetkittdistd kipua
suuremman kivun ja kirsimyksen mahdolliset kliiniset merkit tai eldimen painon yli viiden prosentin laskeminen
pdivdstd 1 pdivadn 8 sekd kuolleisuus. Kuolevat eldimet tai eldimet, jotka osoittavat selvid merkkejd voimakkaasta
kivusta ja kirsimyksestd, on lopetettava humaanisti (36).

Varsinaisen tutkimuksen aikataulu

25.

Maéiritysmenetelmin aikataulu on seuraava:

— Paivd 1: Médritetddn ja kirjataan kunkin koe-eldimen paino ja tehddin mahdollisia kliinisid havaintoja. Kunkin
korvan takaosaan annostellaan 1-prosenttista natriumlauryylisulfaattivesiliuosta (NLS) NLS-liuokseen upote-
tulla siveltimelld niin ettd kunkin korvan takaosa peittyy neljdlld tai viidelld sivellykselld. Yhden tunnin
kuluttua NLS-kasittelystd kunkin korvan takaosaan annostellaan 25 pl testiaineen, kantaja-aineen tai positii-
visen kontrollikemikaalin (samanaikaisen tai hiljattain tehdyn, laboratorion toimintatavan mukaisesti, ottaen
huomioon 11-15 kohdat) sopivaa laimennosta.

— Piivat 2, 3 ja 7: Toistetaan pédivand 1 suoritettu 1-prosenttisella NLS-vesiliuoksella tehty alustava kisittely ja
testiaineen annostelu.

— Pdivit 4, 5 ja 6: Ei Kisittelya.

— Paivd 8: Kirjataan kunkin koe-eldimen paino ja tehdddn mahdollisia Kliinisid havaintoja. Noin 24-30 tunnin
kuluttua pdivind 7 tehdyn annostelun aloittamisesta eldimet lopetetaan humaanisti. Hiiren kummastakin
korvasta leikataan irti dreneeraavat korvalehden imusolmukkeet, ja kunkin eldimen imusolmukkeet upotetaan
fosfaattipuskuroituun suolaliuokseen (PBS). Imusolmukkeiden tunnistukseen ja poistamiseen liittyvit tiedot ja
kaaviot esitetddn ldhteessd (22). Paikallista ihovastetta voidaan seurata varsinaisessa tutkimuksessa edelleen
sisallyttimalld tutkimussuunnitelmaan tdydentdvid parametreja, kuten korvan eryteeman pisteytys tai korvan
paksuutta koskevat mittaustulokset (saadaan joko paksuusmittarilla tai ruumiinavauksen yhteydessa tehtavilld
korvan lavistimiseen tarvittavan massan mittauksilla).
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Solususpensioiden valmistus

26

. Kunkin hiiren imusolmukeparien soluista valmistetaan yksisolususpensio asettamalla imusolmukkeet kahden ob-
jektilasin viliin ja painamalla niitd kevyesti imusolmukkeiden murskaamiseksi. Tdmédn jilkeen varmistetaan, ettd
kudos on levinnyt objektilaseille ohuesti, ja objektilasit irrotetaan toisistaan varovasti. Molemmilla objektilaseilla
oleva kudos suspendoidaan PBS-liuokseen niin, ettd kumpaakin objektilasia pidetddn kallistettuna petrimaljan
ylapuolella ja huuhdellaan PBS-liuoksella samalla, kun kudosta raaputetaan objektilasista soluraaputtimella. Negatii-
visen kontrolliryhmin eldinten imusolmukkeet ovat pienid, joten vaihe on suoritettava huolellisesti Sl-arvoihin
mahdollisesti vaikuttavien artefaktojen vilttimiseksi. Molemmat objektilasit on huuhdeltava yhteensi 1 ml:lla PBS-
liuosta. Imusolmukeparien soluista petrimaljaan valmistettu suspensio homogenoidaan kevyesti soluraaputtimella.
Timin jilkeen imusolmukeparien soluista valmistetusta suspensiosta otetaan 20 pl:n mittausndyte mikropipetilld
niin, ettei niytteeseen tule mukaan silmédmaaraisesti havaittavaa kalvoa. Suspensio sekoitetaan 1,98 ml:aan PBS-
liuosta, jolloin saadaan 2 mlin niyte. Tdmin jilkeen valmistetaan toinen 2 mlin niyte samalla menettelylld niin,
ettd kustakin eldimestd saadaan kaksi ndytetta.

Solujen proliferaation miiritys (lymfosyyttien ATP-pitoisuuden mittaaminen)

27. Imusolmukkeiden ATP-pitoisuuden kasvua mitataan lusiferiini/lusiferaasi-menetelmalld kayttimalld ATP-madritys-

kittid, jolla mitataan bioluminesenssia suhteellisina valoyksikkoind (Relative Luminescence Unit, RLU). Mddritys
tehdddn aikana, joka ulottuu imusolmukkeiden eldimesti irrottamisesta ATP-pitoisuuden mittaamiseen. Sen on
oltava kunkin eldimen osalta sama noin 30 minuutin tarkkuudella, silli ATP-pitoisuuden katsotaan laskevan
vihitellen sen jilkeen, kun eldin on kuollut (12). Ndin ollen menettely, joka kdynnistyy korvalehden imusolmuk-
keiden irrottamisesta ja pddttyy ATP-mittaukseen, olisi saatava pddtokseen 20 minuutin sisdlld etukdteen maa-
ritettyyn mairdaikaan mennessd, joka on sama kaikille eldimille. ATP:n luminesenssi on mitattava kustakin 2 mlin
ndytteestd. Kullakin eldimelld tehdéén siis yhteensd kaksi ATP-mittausta. Tamaén jilkeen médritetidn ATP:n keski-
mddrdinen luminesenssi, jota kdytetddn myohemmin tehtdvissd laskelmissa (katso 30 kohta).

HAVAINNOT

Kliiniset havainnot

28

. Kustakin hiirestd on péivittdin havainnoitava huolellisesti mahdolliset kliiniset merkit joko annostelualueen pai-
kallisesta drsytyksestd tai koko elimisto6n kohdistuvasta toksisuudesta. Kaikki havainnot kirjataan jarjestelmallisesti
erikseen kustakin hiirestd. Seurantasuunnitelmissa on esitettivd myos perusteet, joiden avulla voidaan nopeasti
tunnistaa hiiret, joissa havaitaan merkkejd koko elimistoon kohdistuvasta toksisuudesta, liian voimakkaasta pai-
kallisesta ihodrsytyksestd tai ihosyovyttivyydesti ja jotka on lopetettava (36).

Ruumiinpainot

29

. Kuten 25 kohdassa todetaan, kukin eldin on punnittava erikseen testin alussa ja aikataulun mukaisesti humaanin
lopettamisen yhteydessa.

TULOSTEN LASKEMINEN

30

31.

32.

33.

. Kunkin kisittelyryhmén tulokset ilmoitetaan keskimdardisend Skind. Sl-arvo saadaan jakamalla testiaineryhmin ja
positiivisen kontrolliryhmén hiirikohtaisista RLU-arvoista laskettu keskiarvo liuotin/kantaja-ainekontrollin vastaa-
valla tuloksella. Kantaja-ainekontrolliryhmien S:n keskiarvo on 1.

Tulos katsotaan positiiviseksi, kun SI > 1,8 (10). Rajatuloksen (Sl-arvo 1,8-2,5) positiivisuuden marittimiseksi
voidaan kuitenkin tarkastella myos annos-vastesuhteen voimakkuutta, tilastollista merkitsevyyttd sekd liuotti-
men/kantaja-aineen ja positiivisen kontrollikemikaalin vasteiden yhdenmukaisuutta (2) (3) (37).

Jos positiivisen rajavasteen SI on 1,8-2,5, kdyttdjit voivat tulosten positiivisuuden vahvistamiseksi tarkastella SI-
arvojen lisaksi myos muita tietoja, kuten annos-vastesuhdetta, merkkejd koko elimistoon kohdistuvasta toksisuu-
desta tai lilan voimakkaasta drsytyksestd ja tarvittaessa tilastollista merkittdvyyttd (10). Lisdksi on syytd ottaa
huomioon testiaineen ominaisuudet, mukaan luettuina mahdolliset rakenteelliset yhtaldisyydet tunnettuihin iho-
herkistystd aiheuttaviin aineisiin, sen hiirelle mahdollisesti aiheuttama erittdin voimakas ihodrsytys ja havaitun
annosvasteen luonne. Nditd ja muita huomionarvoisia seikkoja késitellddn yksityiskohtaisesti ldhteessd (4).

Kun tietoja kerdtddn erikseen kustakin hiirestd, tietojen perusteella voidaan analysoida tilastollisesti mahdollista
annosvasteen olemassaoloa ja sen voimakkuutta. Tilastoanalyysissid voidaan muun muassa arvioida annos-vaste-
suhdetta ja tehdd asianmukaisesti mukautettuja vertailuja testiryhmilld (esimerkiksi pareittain annoksen saaneen
ryhmin vertailu samaan aikaan tehtyyn liuotin-/kantaja-ainekontrolliryhmdin). Tilastollisina analyyseina voidaan
kéyttdd esimerkiksi lineaarista regressiota tai Williamsin testid, joilla arvioidaan annos-vasteen suuntauksia, sekd
Dunnettin testid, jolla pareja vertaillaan toisiinsa. Tutkijan on otettava asianmukaisen tilastoanalyysimenetelmin
valinnassa huomioon varianssien mahdolliset erot ja muut vastaavat ongelmat, jotka saattavat edellyttdd maa-
ritystulosten muuntamista tai non-parametrista tilastoanalyysia. Joka tapauksessa tutkijan on mahdollisesti tehtdva
Sl-laskelmia ja tilastoanalyyseja sekd kdyttden tiettyjd médrityspisteitd koskevia tietoja (niin sanotut kdyrdn ulko-
puolella olevat vasteet) ettd ilman niité.
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MITTAUSTULOKSET JA TULOSTEN ILMOITTAMINEN

Mittaustulokset

34. Mittaustulokset on esitettivi taulukkona, josta kdyvit ilmi eldinkohtaiset RLU-arvot, ryhmin eldinkohtaisten RLU-

arvojen keskiarvo, sithen liittyvd virhetermi (esimerkiksi keskihajonta tai keskiarvon keskivirhe) sekd kunkin
annosryhmin keskimaardinen SI samanaikaiseen liuotin-/kantaja-ainekontrolliryhmain verrattuna.

Testiraportti

35.

Testiraportissa on esitettdva seuraavat tiedot:
Testi- ja kontrollikemikaalit

— tunnistetiedot (esimerkiksi CAS- ja EC-numerot, jos tiedossa; alkuperd, puhtaus, tunnetut epapuhtaudet, eri-
numero),

— fysikaalinen olomuoto ja fysikaaliskemialliset ominaisuudet (esimerkiksi haihtuvuus, stabiilisuus, liukoisuus),

— jos kyseessd on seos, sen koostumus ja ainesosien suhteelliset osuudet.

Liuotin/kantaja-aine
— tunnistetiedot (puhtaus, tarvittaessa konsentraatio, kdytetty tilavuus),

— perustelut kantaja-aineen valinnalle.

Koe-eldimet

— CBA-hiirten alkuperd,

— eldinten mikrobiologinen tila, jos se on tiedossa,
— eldinten mddri ja ik4,

— eldinten alkuperi, koe-eldintilat, ruokavalio ja niin edelleen.

Testiolosuhteet

— ATP-mddrityskitin alkuperd, erdinumero ja valmistajan laadunvarmistus-/laadunvalvontatiedot,

— tiedot testiaineen valmistelusta ja annostelusta,

— perustelut annostasojen valinnalle (mukaan luettuina kartoitustestin tulokset, jos sellainen on tehty),
— kdytetyt kantaja- ja testiaineiden konsentraatiot ja annostellun testiaineen kokonaismaari,

— tiedot ravinnon ja veden laadusta (mukaan luettuina ruokavalion tyyppifalkuperd, veden alkuperd),
— tiedot kasittely- ja ndytteenottoaikatauluista,

— toksisuuden mdiritysmenetelmit,

— tulosten positiivisuuden tai negatiivisuuden arviointiperusteet,

— tiedot tutkimussuunnitelmasta poikkeamisesta ja selvitys siitd, miten poikkeaminen vaikuttaa tutkimuksen
suunnitteluun ja tuloksiin.

Luotettavuuden tarkistus

— yhteenveto viimeisimman luotettavuustarkistuksen tuloksista, mukaan luettuina tiedot kdytetystd testiaineesta,
konsentraatiosta ja kantaja-aineesta,
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— testauslaboratorion samanaikaisesti ja/tai aiemmin tehtyjen positiivisten ja samanaikaisesti tehtyjen negatii-
visten (liuotin/kantaja-aine) kontrollien tulokset,

— jos mukana ei ollut samanaikaista positiivista kontrollia, viimeisimman yksittdisen positiivisen kontrollin
pdivamaird ja laboratorioraportti sekd yksityiskohtainen selvitys laboratorion aiemmista positiivista kontrollia
koskevista tiedoista, joiden perusteella positiivista kontrollia ei tarvitse tehdd joka kerta.

Tulokset

— kunkin hiiren paino annostelun alussa ja aikataulun mukaisen lopettamisen yhteydessi sekd kunkin annos-
ryhmin keskimdardinen ja asiaan liittyviin muuttujiin liittyvd virhetermi (esimerkiksi keskihajonta tai keski-
arvon keskivirhe),

— toksisuuden ilmeneminen ajan funktiona ja toksisuuden merkit, mukaan luettuna annostelualueen ihoérsytys,
jos sellaista esiintyy, erikseen kullekin eldinyksilolle,

— eldinten lopettamisen ja ATP-mittauksen ajankohta kunkin eldimen osalta,

— taulukko yksittédisten hiirten RLU-arvoista ja Sl-arvoista kunkin kasitellyn annosryhmin osalta,

— kunkin Kisittelyryhmédn hiirikohtaisen RLU-arvon keskimairdinen virhetermi ja asiaan liittyviin muuttujiin
liittyvé virhetermi (esimerkiksi keskihajonta ja keskiarvon keskivirhe) sekd kdyran ulkopuolella olevien vastei-
den analyysin tulokset kullekin kasittelyryhmalle,

— laskettu SI ja asianmukaisesti madritetty vaihteluvili, jossa otetaan huomioon eldintenvilinen vaihtelu seka
testiaineella ettd kontrolliaineella kisitellyissd ryhmissi,

— annos-vastesuhde,

— tarvittaessa tilastoanalyysit.

Tulosten pohdinta

— tulosten Iyhyt kommentointi, annos-vasteanalyysi ja tarvittaessa tilastoanalyysit sekd johtopddtos siitd, voi-
daanko testiainetta pitdd ihoherkistystd aiheuttavana.
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Lisdys 1

MAARITELMAT

Tarkkuus: Testimenetelmén tulosten ja hyviksyttyjen vertailuarvojen vilinen ero. Tarkkuus on testimenetelmédn suori-
tuskyvyn mitta ja yksi merkityksellisyyden osatekijoistd. Tarkkuutta ja vastaavuutta (konkordanssia) kdytetddn usein
toisiaan korvaavasti tarkoittamaan testimenetelmalld saatujen oikeiden tulosten osuutta (38).

Vertailuaine: Herkistavi tai muu kuin herkistdvd aine, jota kiytetddn testiaineen vertailustandardina. Vertailuaineella on
oltava seuraavat ominaisuudet: i) luotettava alkuperd, joka pysyy samana, ii) samanlainen rakenne ja toiminta kuin
testiaineryhmalld, iii) tunnetut fysikaaliskemialliset ominaisuudet, iv) todisteet tunnetuista vaikutuksista ja v) tunnettu
voimakkuus tavoitellulla vasteen vaihteluvalilld.

Vidrd negatiivinen: Aine on testimenetelmédssi madritetty vddrin perustein negatiiviseksi tai inaktiiviseksi, vaikka se itse
asiassa on positiivinen tai aktiivinen.
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Vidrd positiivinen: Aine on testimenetelmassd mddritetty vddrin perustein positiiviseksi tai aktiiviseksi, vaikka se itse
asiassa on negatiivinen tai inaktiivinen.

Vaarallisuus: Mahdollisuus kielteiseen terveys- tai ymparistovaikutukseen. Kielteinen vaikutus edellyttdd altistumista
vahintddn tietylld tasolla.

Laboratorioidenvalinen uusittavuus: Se, missd médrin eri (pdtevit) laboratoriot voivat saada aikaan laadullisesti ja mai-
réllisesti samanlaisia tuloksia kadyttdimalld samoja tutkimussuunnitelmia ja testaamalla samoja testiaineita. Laboratori-
oidenvilinen uusittavuus médritetddn esivalidointi- ja validointimenettelyissd, ja se osoittaa, missd madrin testi voidaan
onnistuneesti toteuttaa eri laboratorioissa (38).

Laboratorionsisinen uusittavuus: Se, missd mdédrin pétevd laboratoriohenkilostd voi (kyseisessd laboratoriossa) saada
onnistuneesti aikaan samat tulokset kdyttimalld tiettyd tutkimussuunnitelmaa eri ajankohtina (38).

Kdyran ulkopuolella oleva vaste: Kdyran ulkopuolella olevalla vasteella tarkoitetaan havaintoa, joka poikkeaa merkittavasti
muista populaation sattumanvaraisten ndytteiden arvoista.

Laadunvarmistus: Hallintomenettely, jossa testausta suorittavista henkiloistd riijppumattomat henkilot arvioivat labora-
torion testausstandardien, vaatimusten ja kirjanpitomenettelyjen noudattamista ja tiedonsiirron tarkkuutta.

Luotettavuus: Laajuus, jolla testimenetelmid on uusittavissa samassa laboratoriossa tai eri laboratorioissa pidemmalld
aikavililla kdytettdessd samaa tutkimussuunnitelmaa. Luotettavuus arvioidaan laskemalla laboratorionsisdinen ja labo-
ratorioidenvilinen uusittavuus (38).

Thoherkistys: Immunologinen prosessi, joka aiheutuu herkdn yksilon paikallisesta altistamisesta tietylle kemialliselle
allergeenille, joka aiheuttaa iholla immuunivasteen, joka voi johtaa kosketusherkistykseen.

Stimulaatioindeksi (SI): Testiaineen ihodrsytyspotentiaalin arvioimiseksi laskettu arvo, jolla esitetddn kisiteltyjen ryhmien
soluproliferaation ja samanaikaisesti kantaja-aineella kisitellyn kontrolliryhméan soluproliferaation vilinen suhde.

Testiaine (testikemikaali): Aine tai seos, jota testataan tilld testimenetelmalli.

B.51. IHOHERKISTYS: PAIKALLINEN IMUSOLMUKEMAARITYSMENETELMA: BRDU-ELISA
JOHDANTO

1. Kemikaalien testausta koskevia OECD:n suuntaviivoja ja EU:n testimenetelmii tarkistetaan sddnnollisesti tieteellisen
kehityksen, muuttuvien sddntelytarpeiden ja eldinten hyvinvointiin liittyvien kysymysten perusteella. Ensimmdinen,
hiirten ihoherkistyksen méirittamisessa kaytettava testimenetelma (B.42) eli paikallinen imusolmukemairitysme-
netelméd (Local Lymph Node Assay, LLNA; OECD:n testiohje 429) on tarkistettu (1 ja timén liitteen B.42 luku).
LLNA-menetelmén validointia koskevat yksityiskohtaiset tiedot ja yleiskatsaus siihen liittyneestd tydstd on julkaistu
(2) 3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). LLNA-menetelmissi lymfosyyttien proliferaatio madritetddn radioisotoopilla leimatun
tymidiinin tai jodin avulla. Siksi maaritysmenetelman kdytto on rajattua paikoissa, joissa radioaktiivisten aineiden
hankkiminen, kaytto tai hdvittiminen on ongelmallista. LLNA: BrdU-ELISA (entsyymivilitteinen immunosorbent-
timddritysmenetelmé) on LLNA-testimenetelmédn muunnos, jossa ei kiytetd radioisotooppeja ja jossa lymfosyyttien
proliferaatio madritetddn ELISA-testijarjestelméssd kdyttdmalld ei-radioaktiivisesti merkattua 5-bromi-2-deoksiuridii-
nia (BrdU) (CAS-numero 59-14-3). Kansainvilinen riippumaton tieteellinen vertaisarviointityoryhmda on arvioinut
LLNA: BrdU-ELISA -testimenetelmd, validoinut sen ja katsonut, ettd silli voidaan mddrittdd ihoa herkistdvid ja
muita kuin herkistdvid kemikaaleja tietyin rajoituksin (10) (11) (12). Tdm4 testimenetelmé on suunniteltu kemikaa-
lien (aineiden ja seosten) ihoherkistyspotentiaalin arvioimiseen eldimilld. Tamén liitteen B.6 luvussa ja OECD:n
testiohjeessa 406 kdytetddn marsutestejd, erityisesti marsuilla tehtdvdd maksimointitestid ja Biihlerin testid (13).
LLNA-menetelmalld (tdmén liitteen B.42 luku; OECD:n testiohje 429) ja sen kahdella muuhun kuin radioaktii-
visuuteen perustuvalla mukautuksella eli LLNA: BrdU-ELISA -menetelmalld (tdmén liitteen B.51 luku; OECD:n
testiohje 442 B) ja LLNA: DA -menetelmilld (timdn liitteen B.50 luku; OECD:n testiohje 442 A) voidaan kaikilla
vihentdd testeihin kdytettdvien eldinten maardd. Néin ollen ne ovat eldinten kdyton osalta edistyneempié kuin B.6
luvussa ja OECD:n testiohjeessa 406 (13) tarkoitetut marsutestit.
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Kuten LLNA-menetelmissd, myos LLNA: BrdU-ELISA -menetelméssd tutkitaan ihoherkistyksen induktiovaihetta ja
tuotetaan annosvasteen arviointiin sopivia kvantitatiivisia tuloksia. Koska ihoa herkistdvid aineita voidaan tunnistaa
ilman radioaktiivista DNA-merkkiainetta, tyossé ei altistuta radioaktiivisuudelle, eiké jitteiden hévittiminen aiheuta
ongelmia. Tdmd voi johtaa hiirten entistd yleisempddn kdyttoon ihoa herkistivien aineiden tunnistamisessa, milld
puolestaan vihennetddn entisestddn marsujen kdyttdmistd ihoherkistyspotentiaalin testauksessa (B.6 menetelmd;
OECD:n testiohje 406) (13).

MAARITELMAT

3.

Sovellettavat médritelmat esitetddn lisdyksessd 1.

JOHDANTO JA RAJOITUKSET

4.

LLNA: BrdU-ELISA -menetelmd on mukautettu LLNA-menetelmd mahdollisten ihoa herkistivien kemikaalien
tunnistamiseksi tietyin rajoituksin. Tdma ei valttimattd merkitse sitéd, ettd LLNA: BrdU-ELISA -menetelmdd pitdisi
kiyttad kaikissa tapauksissa LLNA-menetelmin tai marsutestin asemesta (B.6 menetelmd; OECD:n testiohje 406)
(13), vaan pikemminkin sitd, ettd mééritysmenetelmé on yhtd hyvi ja sitd voidaan kéyttdd vaihtoehtona, jossa
positiivisia ja negatiivisia tuloksia ei yleensd endd tarvitse varmistaa uudelleen (10) (11). Testilaboratorion on
otettava huomioon kaikki testiaineesta saatavilla olevat tiedot ennen tutkimuksen tekemistd. Téllaisia tietoja
ovat muun muassa testiaineen tunnistetiedot ja kemiallinen rakenne, sen fysikaaliskemialliset ominaisuudet, mui-
den aineella tehtyjen in vitro- tai in vivo -myrkyllisyystestien tulokset sekd rakenteellisesti samankaltaisten kemikaa-
lien toksikologiset tiedot. Tietojen perusteella on madritettdvd, voidaanko LLNA: BrdU-ELISA -menetelmad kayttad
kyseisen aineen testaamiseen (ottaen huomioon, ettd LLNA: BrdU-ELISA -menetelmd ei sovellu tiettyjen kemikaa-
lityyppien testaamiseen (katso 5 kohta)) ja mitd annosta on kéytettavi.

LLNA: BrdU-ELISA on in vivo -menetelmd, joten sen kayttd ei merkitse koe-eldinten kiyton loppumista koske-
tusherkistyksen arvioinnissa. Silli voidaan kuitenkin vihentdd tdhdn tarkoitukseen kdytettdvien eldinten midrda
marsutesteihin verrattuna (B.6 menetelméd; OECD:n testiohje 406) (13). LLNA: BrdU-ELISA -menetelmissi kaytetty
tapa testata kosketusherkistystd eldimilli on my6s huomattavasti edistyneempi, koska toisin kuin B.6 menetel-
missd ja OECD:n testiohjeessa 406, LLNA: BrdU-ELISA -menetelmdssd ei edellytetd tarkoituksellista thon yliherk-
kyysreaktioiden tuottamista. LLNA: BrdU-ELISA -menetelméd ei myoskéin edellytd adjuvantin kdyttod, toisin kuin
marsuilla tehtivd maksimointitesti (timan liitteen B.6 luku, 13). Ndin ollen LLNA: BrdU-ELISA -menetelmalld
vihennetdin eldinten kirsimystd. Vaikka LLNA: BrdU-ELISA -menetelmé onkin tietylld tasolla edistyneempi kuin
B.6 menetelmd tai OECD:n testiohje 406 (13), sithen liittyy tiettyjd rajoituksia, joiden vuoksi voi olla tarpeen
kayttdd B.6 menetelmdd tai OECD:n testiohjetta 406 (esimerkiksi tiettyjen metallien testaus, vaardt positiiviset
loydokset joidenkin ihoa érsyttivien aineiden, esimerkiksi pinta-aktiivisten aineiden osalta (6) (1 ja tdmdan liitteen
B.42 luku) tai testiaineen liukoisuus). Hdiritsevid (15) funktionaalisia ryhmid sisltdvien kemikaaliluokkien tai
aineiden yhteydessd voi olla tarpeen kdyttdd marsutesteja (B.6 menetelmd; OECD:n testiohje 406 (13)). LLNA-
menetelmalle asetettuja rajoituksia (1 ja tdmdn liitteen B.42 luku) on sovellettava myos LLNA: BrdU-ELISA
-menetelmddn (10). Tallaisia tunnistettuja rajoituksia lukuun ottamatta mitd tahansa kemikaaleja pitiisi voida
testata LLNA: BrdU-ELISA -menetelmall, elleivit kyseisten kemikaalien ominaisuudet vaikuta LLNA: BrdU-ELISA
-menetelmdn tarkkuuteen. Myos positiivisten rajatulosten mahdollisuus on otettava huomioon, kun saadaan
stimulaatioindeksiksi (SI) 1,6-1,9 (katso 31-32 kohta). Tami perustuu 43 aineen validointitietokantaan, jossa
aineiden SI > 1,6 (katso 6 kohta) ja jossa LLNA: BrdU-ELISA -menetelmidlld on tunnistettu oikein kaikki 32
herkistystd aiheuttavaa LLNA-ainetta mutta tunnistettu vaarin kaksi niistd 11 muusta kuin herkistystd aiheuttavasta
LLNA-aineesta, joiden SI-arvo on 1,6-1,9 (positiivinen rajatulos) (10). Koska samaa tulosjoukkoa on kaytetty SI-
arvojen madrittimiseen ja testin ennakoivien ominaisuuksien laskemiseen, esitetyissd tuloksissa voidaan yliarvioida
todellisia ennakoivia ominaisuuksia.

TESTIMENETELMAN PERIAATE

6.

LLNA: BrdU-ELISA -menetelmin perusperiaate on, ettd ihoa herkistdvit aineet aiheuttavat lymfosyyttien proliferaa-
tiota imusolmukkeissa, jotka dreneeraavat testiaineen annostelualueen. Tamé proliferaatio on suhteessa kiytettyyn
annokseen ja allergeenin voimakkuuteen ja tarjoaa yksinkertaisen keinon ihoherkistyksen mittaamiseksi kvantitatii-
visella tavalla. Proliferaatio mitataan vertaamalla kussakin testiryhmissi tapahtuvaa keskimdirdistd soluproliferaa-
tiota kantaja-aineella kisitellyssd kontrolliryhmissi tapahtuvaan keskimdariiseen soluproliferaatioon. Kunkin tes-
tiryhmin keskiméérdisen soluproliferaation ja sitd vastaavan kontrolliryhmin keskimédrdisen soluproliferaation
suhde (SI) mddritetddn, ja sen on oltava yhtd suuri tai suurempi kuin 1,6, jotta testiaineen mahdollista ihoher-
kistyspotentiaalia olisi syytd arvioida tarkemmin. Téssd kuvatut menetelmét perustuvat korvalehden dreneeraavien
imusolmukkeiden solujen lisddntymisen madrittimiseen BrdU-pitoisuuden mittaamisen avulla. BrdU on tymidiinin
analogi ja inkorporoituu lisddntyvien solujen DNA:han samalla tavalla. BrdU:n inkorporoitumista mitataan ELISA-
menetelmalld, jossa kiytetddn BrdU-spesifistd vasta-ainetta, joka leimataan myos peroksidaasilla. Kun lisitddn
peroksidaasi-entsyymin substraatti, peroksidaasi reagoi substraatin kanssa ja muodostaa virillisen tuotteen, jonka
méidrd maaritetddn mittaamalla absorbanssi tietylld aallonpituudella kdyttimalld kuoppalevyjen lukulaitetta.
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MAARITYSMENETELMAN KUVAUS

Eldinlajin valinta

7.

Tahdn testiin paras eldinlaji on hiiri. LLNA: BrdU-ELISA -mdiritysmenetelman validointitutkimukset on tehty
yksinomaan CBA[JN-kannalla, joten sen kiyttod suositellaan (10) (12). Maaritysmenetelmdssi kdytetddn nuoria
viikon ikaiisid, ja eldinten painoerojen on oltava vahdisid eli enintddn 20 prosenttia keskipainosta. Muita kantoja tai
uroseldimid voidaan kayttdd, jos tietoja tuotetaan riittdvasti sen osoittamiseksi, ettd LLNA: BrdU-ELISA -vasteessa ei
esiinny merkitsevid koe-eldinkantaan tai sukupuoleen liittyvid eroja.

Koe-eldintilat ja eldinten ruokinta

8.

Hiiret on pidettivd yhteishikeissd (16), ellei hiirien pitdmiselle erillisissd hakeissd esitetd riittdvid tieteellisid perus-
teluja. Koe-eldintilan lampatilan on oltava 22 + 3 celsiusastetta. Vaikka riittdd, ettd suhteellinen kosteus on vahin-
tddn 30 prosenttia eikd mielellddn ylitd 70 prosenttia muulloin kuin huoneen puhdistuksen aikana, on kuitenkin
pyrittava 50-60 prosentin suhteelliseen kosteuteen. Huoneessa on kaytettiva keinovalaistusta 12 tunnin jaksoissa
(12 tuntia valoa, 12 tuntia pimeid). Eldinten ruokinnassa voidaan kayttd4 normaalia laboratorioruokavaliota, eikd
juomaveden médrdd saa rajoittaa.

Eliinten valmistelu

9.

Eldimet valitaan satunnaistetusti, merkitddn niin, ettd yksilot voidaan erottaa toisistaan (ei kuitenkaan korvamer-
keilld), ja pidetddn hdkeissd vdhintddn viiden pdivdn ajan ennen testiaineen annostelun aloittamista, jotta ne
tottuvat laboratorio-olosuhteisiin. Ennen kisittelyn alkua kaikki eldimet on tutkittava sen varmistamiseksi, ettei
niilld ole havaittavia ihovaurioita.

Annosteluliuosten valmistelu

10

Lu
11

12.

13.

. Kiintedt kemikaalit on liuotettava tai sekoitettava liuottimiin tai kantaja-aineisiin ja tarvittaessa laimennettava
ennen niiden annostelua hiiren korvaan. Nestemdiset kemikaalit voidaan annostella laimentamattomana tai ennen
annostelua laimennettuina. Liukenemattomia kemikaaleja, kuten lddkinnallisissa laitteissa yleisesti kdytettyja kemi-
kaaleja, on pyrittdvd uuttamaan erittdin voimakkaasti asianmukaiseen liuottimeen, jotta kaikki uuttuvat ainesosat
tulisivat esiin ennen annostelua hiirten korviin. Testiaineet on valmistettava pdivittdin, paitsi jos sdilyvyys on
osoitettu stabiliteettitutkimuksilla.

otettavuuden tarkistus

. Positiivisia kontrollikemikaaleja kdytetddn, jotta voidaan osoittaa médritysmenetelman toimivuus. Herkistystesteissd
kéytettdvan aineen vasteena on menetelmdssd saatava aikaan riittdvd ja toistettavissa oleva herkistyminen, jonka
vastetaso on aineelle tyypillinen. Positiivisen kontrollikemikaalin kdyttod testissd samanaikaisesti testikemikaalin
kanssa suositellaan, koska silld osoitetaan, ettd laboratoriolla on riittivé patevyys kuhunkin mééritysmenetelmain,
ja sen avulla voidaan arvioida laboratorionsisdistd ja laboratorioidenvalistd uusittavuutta ja vertailtavuutta. Myos
tietyt sddntelyviranomaiset vaativat positiivisten kontrollikemikaalien kdyttdmistd kaikissa tutkimuksissa. Kdyttdjien
olisikin otettava yhteyttd asiasta vastaaviin viranomaisiin ennen LLNA: BrdU-ELISA -mddritysmenetelmédn kdyt-
toonottoa. Tamdn takia suositellaan positiivisen kontrollikemikaalin kdyttod samanaikaisesti rutiininomaisesti, jotta
ei tarvitsisi uusia eldinkokeita sellaisten vaatimusten tdyttimiseksi, jotka johtuvat siitd, ettd positiivista kontrolli-
kemikaalia kdytetddn vain ajoittain (katso 12 kohta). Positiivisen kontrollikemikaalin on tuotettava positiivinen
LLNA: BrdU-ELISA -vaste altistustasolla, jonka odotetaan antavan stimulaatioindeksin, joka on yhtd suuri tai
suurempi kuin 1,6 verrattuna negatiiviseen kontrolliryhmaan. Positiivisen kontrollikemikaalin annostaso on valit-
tava siten, ettd se ei aiheuta lilan voimakasta ihodrsytystd tai koko elimistoon kohdistuvaa toksisuutta ja ettd
induktio on toistettavissa mutta ei liian suuri (esimerkiksi SI > 14 on liian suuri). Suositeltavia positiivisia kont-
rollikemikaaleja ovat 25-prosenttinen heksyylikanelialdehydi (CAS-numero 101-86-0) ja 25-prosenttinen eugenoli
(CAS-numero 97-53-0) asetonin ja oliiviéljyn seoksessa (4:1 v[v). Joissakin olosuhteissa voidaan riittdvin perustein
kdyttdd muita positiivisia kontrollikemikaaleja, jotka tdyttdvit edelld mainitut kriteerit.

Vaikka samanaikaisen positiivisen kontrolliryhmin kayttod suositellaan, joissakin tapauksissa positiivisen kontrol-
likemikaalin ajoittainen testaus (enintddn kuuden kuukauden vilein) voi riittdd LLNA: BrdU-ELISA -menetelmad
sdannollisesti kayttavissd laboratorioissa (eli sellaisissa, jotka kdyttavit LLNA: BrdU-ELISA -menetelméi vihintddn
kerran kuukaudessa) ja joilla on aiempia positiivisen kontrollikemikaalin maaritystietoja, jotka osoittavat labora-
torion valmiuden saada aikaan uusittavissa olevia ja tdsmillisid tuloksia positiivisilla kontrollikemikaaleilla. Riittdva
LLNA: BrdU-ELISA -menetelmdd koskeva patevyys voidaan osoittaa tuottamalla positiivisella kontrollikemikaalilla
toistuvasti samantasoisia positiivisia tuloksia vdhintddn kymmenessd riippumattomassa testissd, jotka suoritetaan
kohtuullisen ajanjakson kuluessa (alle yhden vuoden aikana).

Samanaikaista positiivista kontrollikemikaalia on kdytettdvé aina, kun LLNA: BrdU-ELISA -menettelyd muutetaan
(esimerkiksi kun koulutettu henkilokunta vaihtuu, testimenetelmédn materiaalit ja/tai reagenssit vaihtuvat, testime-
netelmissd kdytettdavit laitteet vaihtuvat tai koe-eldinten alkuperd vaihtuu), ja tillaiset muutokset on kirjattava
laboratorioraportteihin. Muutosten vaikutusta aiemmin saatujen aiempien madritystietojen asianmukaisuuteen on
tarkasteltava, jotta voidaan pdittdd, onko kerdttdvd uusi madritystietokanta positiivisen kontrollikemikaalin tulos-
ten yhdenmukaisuuden osoittamiseksi.
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14. Tutkijoiden on otettava huomioon, ettd jos positiivisen kontrollikemikaalin tutkimusta ei suoriteta samanaikaisesti

15.

16.

vaan vain ajoittain, positiivisen kontrollikemikaalin kunkin sddnnollisen tutkimuksen vililld ilman vastaavaa po-
sitiivista kontrollikemikaalia aikaan saatujen negatiivisten tutkimustulosten asianmukaisuus ja hyviksyttiavyys voi-
vat vaarantua. Jos esimerkiksi saadaan viiri negatiivinen tulos, kun positiivinen kontrolli ei ole ollut aina saman-
aikaisesti mukana, positiivisen kontrollikemikaalin viimeisen hyvaksytyn yksittdisen tutkimuksen ja positiivisen
kontrollikemikaalin hylityn yksittdisen tutkimuksen tuloksen viliseni aikana saadut testiaineen negatiiviset tulok-
set voivat olla kyseenalaisia. Nididen tulosten seurauksia on tarkasteltava huolellisesti pddtettdessd positiivisten
kontrollikemikaalien kéyttimisestd aina testiaineen rinnalla tai vain ajoittain Lisdksi on huomioitava, ettd testi-
aineen rinnalla kdytettdvdd positiivista kontrolliryhmaa varten olisi kdytettdvd vidhemmin eldimid, jos se on
tieteellisesti perusteltua ja jos laboratorio osoittaa laboratoriokohtaisten aiempien tietojen perusteella, ettd hiirid
voidaan kdyttdd vihemmin (17).

Vaikka positiiviset kontrollikemikaalit on testattava kantaja-aineessa, jonka tiedetddn antavan aina samanlaisen
vasteen (esimerkiksi asetoni:oliivioljy, 4:1 v/v), joidenkin sddnnosten mukaan testaus muussa kuin standardikan-
taja-aineessa (kliinisesti/kemiallisesti relevantissa aineessa) saattaa myos olla tarpeen (18). Jos samanaikaista positii-
vista kontrollikemikaalia testataan eri kantaja-aineessa kuin testiainetta, sitd varten on kiytettiva erillistd kantaja-
aineella kasiteltyd kontrollia.

Arvioitaessa tiettyyn kemikaaliluokkaan kuuluvia tai tietyn vastetason aikaansaavia testiaineita vertailuaineilla
voidaan myos osoittaa, ettd testimenetelmd toimii asianmukaisesti, kun halutaan osoittaa timintyyppisten testi-
aineiden ihoherkistyspotentiaali. Vertailuaineilla olisi silloin oltava seuraavat ominaisuudet:

— samanlainen rakenne ja toiminta kuin testattavalla aineryhmalld

— tunnetut fysikaalis-kemialliset ominaisuudet

— sopivuutta tukevia tietoja LLNA: DA -menetelmisti

— sopivuutta tukevia tietoja muista eldinmalleista ja/tai ihmisistd.

TESTIMENETTELY

Koe-eldinten miiri ja annostasot

17

18.

19.

20.

. Kussakin annostasoryhmissd on oltava vihintddn neljd eldintéd, ja testiaineesta on kiytettdvd vihintddn kolmea
konsentraatiota. Lisdksi kéytetddn negatiivista kontrolliryhma, joka késitellddn vain testiaineen kantaja-aineella,
sekd positiivista kontrolliryhmédd (joka mddritetddn samanaikaisesti tai joka on maddritetty hiljattain, laboratorion
toimintatavan mukaisesti, ottaen huomioon 11-15 kohdat). Positiivisesta kontrolliryhmisti on tarvittaessa testat-
tava useita annoksia, etenkin jos positiivista kontrollikemikaalia testataan epdsddnnollisesti. Kontrolliryhmén eldi-
mid on kohdeltava samalla tavoin kuin testiryhmién eldimid, paitsi ettd niitd ei késitelld testiaineella.

Annostason ja kantaja-aineen valinnan on perustuttava ldhteissd 2 ja 19 esitettyihin suosituksiin. Perakkiiset
annostasot valitaan yleensd sopivasta konsentraatiosarjasta, esimerkiksi sarjasta 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %,
2,5%, 1%, 0,5 % ja niin edelleen. Kdytettaville konsentraatiosarjalle on esitettdvi asianmukaiset tieteelliset perus-
telut. Kaikki kaytettavissd olevat toksikologiset tiedot (esimerkiksi akuutti toksisuus ja thodrsytys) ja rakenteelliset ja
fysikaaliskemialliset tiedot kyseisestd testiaineesta (ja/tai rakenteellisesti vastaavista aineista) on tarvittaessa otettava
huomioon kolmen perikkiisen konsentraation valinnassa niin, ettd suurin konsentraatio edustaa maksimialtistusta,
mutta koko elimistoon kohdistuva toksisuus ja/tai liian voimakas paikallinen ihodrsytys kuitenkin viltetdin (19)
(20 ja tdman liitteen B.4 luku). Jos tdllaisia tietoja ei ole kaytettdvissd, testid edeltdvd kartoitus voi olla tarpeen
(katso 21-24 kohta).

Kantaja-aine ei saa vaikuttaa testituloksiin tai vaaristdd niitd. Se on valittava siten, ettd testiaine liukenee sithen
mahdollisimman helposti ja aineen konsentraatio annosteluun sopivassa liuoksessa tai suspensiossa on mahdol-
lisimman suuri. Suositeltavat kantaja-aineet ovat asetoni:oliiviéljy (4:1 v/[v), N,N-dimetyyliformamidi, metyylietyy-
liketoni, propyleeniglykoli ja dimetyylisulfoksidi (6), mutta muitakin kantaja-aineita voidaan kdyttad riittavin
tieteellisin perustein. Joissakin tilanteissa voi olla tarpeen kiyttdd lisikontrolliaineena kliinisesti perusteltua liuotinta
taikka kaupallista valmistetta, jona testiainetta markkinoidaan. Erityisesti on varmistettava, ettd hydrofiiliset testi-
aineet sisillytetddn sellaiseen kantaja-ainejirjestelmain, joka vettdd ihon eikd valu heti pois, lisadmalld asianmu-
kaisia liukenemista edistavid aineita (esimerkiksi 1-prosenttinen Pluronic® L92). Pelkkid vesiliuoksia on siis syytd
valttaa.

Prosessoimalla yksittdisten hiirten imusolmukkeita voidaan arvioida eldintenvilistd vaihtelua ja vertailla tilastolli-
sesti testiaineen ja kantaja-aineella ksitellyn ryhmén tuloksia (katso 33 kohta). Positiivisen kontrolliryhmén hiirten
méirdn vihentdminen voi olla mahdollista, mutta vain siind tapauksessa, etté tietoja keritddn yksittdisistd eldimistd
(17). Tietyt sddntelyviranomaiset vaativat, ettd tietoja on kerittdva yksittdisistd eldimistd. Yksittdisid eldimid kos-
kevien tietojen kerddmiselld edistetddn eldinten hyvinvointia, koska siten viltetddn paallekkdiset testaukset, jotka
ovat tarpeen, jos sddntelyviranomaisten on tarkasteltava tietylld tavalla (esimerkiksi eldimistd saatuja mittaustietoja
yhdistimilld) saatuja testiainetuloksia my6hemmin muiden vaatimusten (esimerkiksi yksittdisid eldimid koskevat
tiedot) perusteella.
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Testid edeltivi kartoitus

21.

22.

Jos suurimman testattavan annoksen méirittdmiseksi ei ole saatavilla tietoja (katso 18 kohta), on testid ennen
kartoitettava LLNA: BrdU-ELISA -menetelmin testeissd kaytettdvd asianmukainen annostaso. Siten autetaan enim-
miisannoksen valinnassa varsinaista LLNA: BrdU-ELISA -tutkimusta varten, kun tietoja koko elimistoon kohdis-
tuvan toksisuuden (katso 24 kohta) ja/tai liian voimakkaan paikallisen ihodrsytyksen (katso 23 kohta) aiheuttavasta
konsentraatiosta ei ole saatavilla. Testattavan enimmaiisannoksen tason on vastattava sadan prosentin pitoisuutta
nestemdisen testiaineen osalta tai suurinta mahdollista konsentraatiota kiinteiden tai suspendoitujen aineiden
osalta.

Testid edeltdvi kartoitus suoritetaan varsinaista LLNA: BrdU-ELISA -tutkimusta vastaavissa olosuhteissa, kuitenkin
niin, ettd imusolmukkeiden soluproliferaatiota ei arvioida, ja kussakin annosryhmissi voidaan kiyttdd vihemmin
eldiimid. Kussakin annosryhmissi olisi hyvid kdyttdd yhtd tai kahta eldintd. Kaikkia hiirid tarkkaillaan péivittdin
koko elimistoon kohdistuvan toksisuuden tai annostelukohdassa esiintyvin paikallisen drsytyksen kliinisten merk-
kien havaitsemiseksi. Eldinten paino kirjataan ennen testaamista ja ennen eldinten lopettamista (pdivd 6). Kunkin
hiiren molemmista korvista tutkitaan eryteeman merkit, ja ne pisteytetddn taulukon 1 mukaisesti (20 ja timin
liitteen B.4 luku). Korvan paksuus mitataan paksuusmittarilla (esimerkiksi digitaalisella mikrometrilld tai Peacock
Dial -paksuusmittarilla) pdivind 1 (ennen annosta), pdivind 3 (noin 48 tunnin kuluttua ensimmdisestd annoksesta)
ja pdivdni 6. Pdivind 6 korvan paksuus voidaan myos madrittdd mittaamalla korvan ldvistimiseen tarvittava massa
sen jalkeen, kun eldimet on lopetettu humaanisti. Paikallinen drsytys on erittdin voimakas, jos eryteemapisteytyk-
sen arvo >3 jaftai korvan paksuuntuminen > 25 prosenttia mind tahansa mittauspdivand (21) (22). Suurin
varsinaiseen LLNA: BrdU-ELISA -tutkimukseen valittava annos on kartoitusta varten maaritetyn konsentraatiosar-
jan (katso 18 kohta) suurin annos, joka ei endd aiheuta koko elimistoon kohdistuvaa toksisuutta ja/tai liian
voimakasta paikallista ihoarsytysta.

Taulukko 1

Eryteemapisteytys

Havainto Pisteet

Ei eryteemaa 0

Hyvin lievd eryteema (tuskin havaittava) 1

Selkedsti erottuva eryteema 2

Keskivakava—-vakava eryteema 3

Vakava eryteema (voimakas punoitus)-karsta, joka estdd eryteeman pisteytyksen 4

23.

24.

Sen lisaksi, ettd kaytetddn korvien paksuuden lisadntymistd yli 25 prosenttia (21) (22), myos tilastollisesti mer-
kittavdd kasiteltyjen hiirten korvan paksuuden kasvua kontrollihiiriin verrattuna on kaytetty arsyttdvien aineiden
madrittimiseksi LLNA-menetelmassd (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28). Vaikka tilastollisesti merkittivii kasvua voi
esiintyd silloinkin, kun korva paksuuntuu alle 25 prosenttia, sen ei katsota liittyvan erityisesti hyvin voimakka-
aseen drsytykseen (25) (26) (27) (28) (29).

Seuraavat kliiniset havainnot voivat yhdennetyn arvioinnin osana olla osoituksena koko elimist66n kohdistuvasta
toksisuudesta (30) ja voivat ndin ollen olla osoituksena suurimmasta annostasosta, jota varsinaisessa LLNA: BrdU-
ELISA -menetelmissd voidaan kdyttdd: muutokset hermoston toiminnassa (esimerkiksi karvojen jdykistyminen,
ataksia, vapina ja kouristukset); muutokset kdyttaytymisessd (esimerkiksi aggressiivisuus, muutokset turkin hoidos-
sa, aktiivisuustason huomattava muuttuminen); muutokset hengityksessi (hengityksen sddnnéllisyyden ja syvyyden
muutokset, kuten hengenahdistus, hengen haukkominen ja rahina) sekd muutokset ravinnon ja veden kulutuk-
sessa. Arvioinnissa on huomioitava myos letargian jaftai passiivisuuden merkit, vdhiistd tai hetkittdistd kipua
suuremman kivun ja kirsimyksen mahdolliset kliiniset merkit tai eldimen painon yli viiden prosentin laskeminen
pdivdstd 1 pdivddn 6 sekd kuolleisuus. Kuolevat eldimet tai eldimet, jotka osoittavat selvid merkkejd voimakkaasta
kivusta ja kirsimyksestd, on lopetettava humaanisti (31).

Varsinaisen tutkimuksen testiaikataulu

25.

Miiritysmenetelmén aikataulu on seuraava:

—  Paivd 1: Médritetddn ja kirjataan kunkin koe-eldimen paino ja tehddin mahdollisia kliinisid havaintoja. Kunkin
korvan takaosaan annostellaan 25 pl testiaineen, kantaja-aineen tai positiivisen kontrollikemikaalin (rinnak-
kaisen tai hiljattain tehdyn, laboratorion toimintatavan mukaisesti, ottaen huomioon 11-15 kohdat) sopivaa
laimennosta.

— Paivit 2 ja 3: Toistetaan paivdnd 1 toteutettu annostelu.
— Paivd 4: Ei kasittelyd.

— Paivd 5: Ruiskutetaan 0,5 ml (5 mg/hiiri) BrdU-liuosta (10 mg/ml) intraperitoneaalisesti.
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— Pdivd 6: Kirjataan kunkin koe-eldimen paino ja tehddin mahdollisia Kliinisid havaintoja. Noin 24 tunnin (24
h) kuluttua BrdU-injektiosta eldimet lopetetaan humaanisti. Hiiren kummastakin korvasta leikataan irti drenee-
raavat korvalehden imusolmukkeet, ja kunkin eldiimen imusolmukkeet prosessoidaan erikseen fosfaattipusku-
roidussa suolaliuoksessa (PBS). Imusolmukkeiden tunnistukseen ja irrotukseen liittyvit tiedot ja kaaviot esi-
tetddn lahteessd (17). Paikallista ihovastetta voidaan seurata varsinaisessa tutkimuksessa tarkemmin niin, ettd
tutkimussuunnitelmaan sisillytetddn tdydentdvid parametreja, kuten korvan eryteeman pisteytys tai korvan
paksuutta koskevat mittaustulokset (saadaan joko paksuusmittarilla tai ruumiinavauksen yhteydessi tehtavilld
korvan ldvistimiseen tarvittavan massan mittauksilla).

Solususpensioiden valmistus

26. Kunkin hiiren imusolmukeparien soluista valmistetaan suspensio, jossa kaikki solut ovat irrallaan muista (yksiso-

lususpensio), hajottamalla kudos mekaanisesti painamalla se varovaisesti ruostumattoman terdsseulan lapi (silma-
koko 200 pm) tai kéyttdmalli muuta yksisolususpension valmistamiseksi hyviksyttyd tekniikkaa (esimerkiksi
kayttamalld kertakdyttoistd muovista survinta imusolmukkeiden murskaamiseen ja painamalla ne sitten nylonseu-
lan ldpi (silmikoko 70)). Yksisolususpension valmistustapa on tdssd mdidritysmenetelmédssd erittdin tirked, ja
menettely on opeteltava etukidteen. Negatiivisen kontrolliryhmén eldinten imusolmukkeet ovat pienid, joten vaihe
on suoritettava huolellisesti Sl-arvoihin mahdollisesti vaikuttavien artefaktojen valttdmiseksi. Kussakin menettelyssd
yksisolususpension tilavuus on saatettava mdiritetyn optimoidun tilavuuden mukaiseksi (noin 15 ml). Optimoitu
tilavuus perustuu negatiivisen kontrolliryhmin keskiméérdiseen absorbanssiin valilld 0,1-0,2.

Solujen proliferaation miiritys (lymfosyyttien DNA:n BrdU-pitoisuuden mittaaminen)

27. BrdU mitataan ELISA-menetelmilld kdyttimailld kaupallisesti saatavilla olevaa vilineistod (esimerkiksi Roche App-

lied Science, Mannheim, Saksa, kataloginumero 11 647 229 001). Tasapohjaisen kuoppalevyn kuoppiin lisitdan
100 pl imusolmukesolususpensiota kolmoismaarityksind. Solususpension fiksaation ja denaturaation jilkeen jo-
kaiseen kuoppaan lisitddn anti-BrdU-vasta-aine ja sen annetaan reagoida. Tdmdn jilkeen anti-BrdU-vasta-aine
poistetaan huuhtelemalla ja lisitddn reaktion substraatti. Vapautuvan kromogeenin absorbanssi mitataan 370
nm:ssd ja 492 nm:n vertailuaallonpituudella. Mdaritysmenetelmén testiolosuhteet on kaikissa yhteyksissd optimoi-
tava (katso 26 kohta).

HAVAINNOT

Kliiniset havainnot

28

. Kustakin hiirestd on péivittdin havainnoitava huolellisesti mahdolliset kliiniset merkit joko annostelualueen pai-

kallisesta adrsytyksestd tai koko elimisto6n kohdistuvasta toksisuudesta. Kaikki havainnot kirjataan jirjestelmallisesti
erikseen kustakin hiirestd. Seurantasuunnitelmissa on esitettivd myos perusteet, joiden avulla voidaan nopeasti
tunnistaa hiiret, joissa havaitaan merkkejd koko elimistoon kohdistuvasta toksisuudesta, liian voimakkaasta pai-
kallisesta ihodrsytyksestd tai ihosyovyttavyydestd ja jotka on lopetettava (31).

Ruumiinpainot

29

. Kuten 25 kohdassa todetaan, kukin eldin on punnittava erikseen testin alussa ja aikataulun mukaisesti humaanin

lopettamisen yhteydessa.

TULOSTEN LASKEMINEN

30

31.

32.

. Kunkin kasittelyryhmén tulokset ilmoitetaan keskimdaraisend SInd. Sl-arvo saadaan jakamalla testiaineryhmin ja

positiivisen kontrolliryhman hiirikohtaisista BrdU-merkki-indekseistd laskettu keskiarvo liuottimen/kantaja-aineen
kontrolliryhmén vastaavalla tuloksella. Kantaja-ainekontrollien Skn keskiarvo on 1.

BrdU-merkki-indeksi maaritelldin seuraavasti:

BrdU-merkki-indeksi = (ABS.,, — ABS blank,) — (ABS,.; — ABS blank )

jossa: em = emissioaallonpituus; ja ref = referenssiaallonpituus.

Tulos katsotaan positiiviseksi, kun SI > 1,6 (10). Rajatuloksen (SI-arvo 1,6-1,9) positiivisuuden mdarittamiseksi
voidaan kuitenkin tarkastella myds annosvasteen voimakkuutta, tilastollista merkitsevyyttd sekd liuottimen/kantaja-
aineen ja positiivisen kontrollikemikaalin vasteiden yhdenmukaisuutta (3) (6) (32).

Jos positiivisen rajavasteen SI on 1,6-1,9, kdyttdjit voivat tulosten positiivisuuden vahvistamiseksi tarkastella SI-
arvojen lisaksi my6s muita tietoja, kuten annosvasteen voimakkuutta, merkkejid koko elimistoon kohdistuvasta
toksisuudesta tai erittdin voimakkaasta drsytyksesti ja tarvittaessa tilastollista merkittavyyttd (10). Lisdksi on syytd
ottaa huomioon testiaineen erilaiset ominaisuudet, mukaan luettuina mahdolliset rakenteelliset yhtaldisyydet tun-
nettuihin ihoherkistystd aiheuttaviin aineisiin, sen hiirelle mahdollisesti aiheuttama erittdin voimakas ihodrsytys ja
havaitun annosvasteen luonne. N&itd ja muita niakokohtia kasitellddn yksityiskohtaisesti lahteessd (4).
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33. Kun tiedot kerdtddn erikseen kustakin hiirestd, voidaan niiden perusteella analysoida tilastollisesti mahdollista
annosvasteen voimakkuutta ja sen tasoa. Tilastoarvioinnissa voidaan myos arvioida annosvasteen voimakkuutta
ja tehdd asianmukaisesti mukautettuja vertailuja testiryhmilld (esimerkiksi pareittain annoksen saaneen ryhmin
vertailu samanaikaisesti tehtyyn liuotin-/kantaja-ainekontrolliryhmain). Tilastollisina analyyseina voidaan kayttad
esimerkiksi lineaarista regressiota tai Williamin testid, joilla arvioidaan annos-vastekehitystd, sekd Dunnettin testid,
jolla pareja vertaillaan toisiinsa. Tutkijan on otettava asianmukaisen tilastoanalyysimenetelmin valinnassa huomi-
oon varianssien mahdolliset erot ja muut vastaavat ongelmat, jotka saattavat edellyttdd médritystulosten muunta-
mista tai non-parametrista tilastoanalyysia. Tutkijan on kuitenkin mahdollisesti tehtdva Sl-laskelmia ja tilastoana-
lyyscja sekd kdyttden tiettyjd médrityspisteitd koskevia tietoja (niin sanotut kdyrin ulkopuolella olevat vasteet) ettd
ilman niité.

MITTAUSTULOKSET JA TULOSTEN ILMOITTAMINEN
Mittaustulokset

34. Tulokset on esitettdvd taulukkona, josta kiyvit ilmi eldinkohtaiset BrdU-merkki-indeksin arvot, ryhmin eldinkoh-
taisten BrdU-merkki-indeksien keskiarvo, siihen liittyvé virhetermi (esimerkiksi keskihajonta tai keskiarvon keski-
virhe) sekd kunkin annosryhmin keskimdardinen SI samanaikaiseen liuotin-/kantaja-ainekontrolliryhmain verrat-
tuna.

Loppuraportti

35. Loppuraportissa on esitettdvd seuraavat tiedot:
Testi- ja kontrollikemikaalit

— tunnistetiedot (esimerkiksi CAS- ja EC-numerot, jos tiedossa; alkuperd, puhtaus, tunnetut epdpuhtaudet, erd-
numero),

— fysikaalinen olomuoto ja fysikaaliskemialliset ominaisuudet (esimerkiksi haihtuvuus, stabiilisuus, liukoisuus),

— jos kyseessd on seos, sen koostumus ja ainesosien suhteelliset osuudet.

Liuotin/kantaja-aine
— tunnistetiedot (puhtaus, tarvittaessa konsentraatio, kdytetty tilavuus),

— perustelut kantaja-aineen valinnalle.

Koe-eldimet

— CBA-hiirten alkuperi,

— eldinten mikrobiologinen tila, jos se on tiedossa,
— eldinten maird ja ikd,

— eldinten alkuperd, koe-eliintilat, ruokavalio ja niin edelleen.

Testiolosuhteet

— ELISA-vilineiston alkuperd, erdn numero ja valmistajan laadunvarmistus-/laadunvalvontatiedot (vasta-aineen
herkkyys ja spesifisyys sekd osoitusraja),

— tiedot testiaineen valmistelusta ja annostelusta,

— perustelut annostasojen valinnalle (mukaan luettuina ennen testid mahdollisesti suoritetun kartoituksen tulok-
set),

— kiytetyt kantaja- ja testiaineiden konsentraatiot ja annostellun testiaineen kokonaismaari,
— tiedot ravinnon ja veden laadusta (mukaan luettuina ruokavalion tyyppifalkuperi, veden alkuperd),
— tiedot kasittely- ja ndytteenottoaikatauluista,

— toksisuuden mittausmenetelmit,
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— tutkimusten positiivisuuden tai negatiivisuuden arviointiperusteet,

— tiedot menettelystd poikkeamisesta ja selvitys siitd, miten poikkeaminen vaikuttaa tutkimussuunnitelmaan ja
tuloksiin.

Luotettavuuden tarkistus

— yhteenveto viimeisimman luotettavuustarkistuksen tuloksista, mukaan luettuina tiedot kdytetystd testiaineesta,
konsentraatiosta ja kantaja-aineesta,

— testauslaboratorion samaan aikaan jaftai aiemmin tehtyjen positiivisten ja samanaikaisten negatiivisten (liuo-
tin/kantaja-aine) kontrollien tulokset,

— jos testissd ei ollut samanaikaista positiivista kontrollia, viimeisimmin positiivisen kontrollin pdivimairi ja
laboratorioraportti sekd yksityiskohtainen selvitys laboratorion aiemmista positiivista kontrollia koskevista
tiedoista, joiden perusteella samanaikaista positiivista kontrollia ei tarvitsisi kdyttda.

Tulokset

— kunkin hiiren paino annostelun alussa ja aikataulun mukaisen humaanin lopettamisen yhteydessa sekd kunkin
annosryhmin keskiméddrdinen virhetermi ja asiaan liittyviin muuttujiin liittyvé virhetermi (esimerkiksi keskih-
ajonta tai keskiarvon keskivirhe),

— toksisuuden ilmeneminen ajan funktiona ja toksisuuden merkit, mukaan luettuna mahdollinen annostelualueen
ihodrsytys, erikseen kullekin eldinyksilolle,

— taulukko yksittdisten hiirten BrdU-merkki-indekseistd ja kunkin kasittelyryhmén Sl-arvoista,

— kunkin kisittelyryhmén hiirikohtaisten BrdU-merkki-indeksien keskiméédrdinen virhetermi ja siihen liittyviin
muuttyjiin liittyvd virhetermi (esimerkiksi keskihajonta ja keskiarvon keskivirhe) sekd kiyrin ulkopuolella
olevien vasteiden analyysin tulokset kullekin késittelyryhmalle,

— laskettu SI ja asianmukaisesti médritetty vaihteluvili, jossa otetaan huomioon eldintenvilinen vaihtelu, testi-
aineella ja kontrolliaineella kisitellyissd ryhmissd,

— annosvasteen voimakkuus,

— tarvittaessa tilastoanalyysit.

Tulosten pohdinta

— tulosten lyhyt kommentointi, annos-vasteanalyysi ja tarvittaessa tilastoanalyysi sekd johtopditos siitd, onko
testiainetta pidettdva ihoherkistysti aiheuttavana.
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Lisdys 1
MAARITELMAT

Tarkkuus: Testimenetelmén tulosten ja hyviksyttyjen vertailuarvojen vilinen ero. Tarkkuus on testimenetelmén suori-
tuskyvyn mitta ja yksi merkityksellisyyden osa-tekijoistd. Tarkkuutta ja vastaavuutta (konkordanssia) kiytetddn usein
toisiaan korvaavasti tarkoittamaan testimenetelmilld saatujen oikeiden tulosten osuutta (33).

Vertailuaine: Herkistava tai muu kuin herkistavi aine, jota kdytetddn testiaineen vertailustandardina. Vertailuaineella on
oltava seuraavat ominaisuudet: i) luotettava alkuperd, joka pysyy samana, ii) samanlainen rakenne ja toiminta kuin
testiaineryhmalld, iii) tunnetut fysikaaliskemialliset ominaisuudet, iv) todisteet tunnetuista vaikutuksista ja v) tunnettu
voimakkuus tavoitellulla vasteen vaihteluvililla.

Vidrd negatiivinen: Testiaine on testimenetelmassd méritetty vddrin perustein negatiiviseksi tai inaktiiviseksi, vaikka se
itse asiassa on positiivinen tai aktiivinen (33).

Vidrd positiivinen: Testiaine on testimenetelmissd madritetty vddrin perustein positiiviseksi tai aktiiviseksi, vaikka se itse
asiassa on negatiivinen tai inaktiivinen (33).

Vaarallisuus: Mahdollisuus kielteiseen terveys- tai ympdristovaikutukseen. Kielteinen vaikutus edellyttad altistumista
vihintdin tietylld tasolla.

Laboratorioidenvdlinen uusittavuus: Se, missd médrin eri (pitevat) laboratoriot voivat saada aikaan laadullisesti ja mai-
réllisesti samanlaisia tuloksia kdyttimilld samoja tutkimussuunnitelmia ja testaamalla samaa testiainetta. Laboratorioi-
denvilinen uusittavuus madritetddn esivalidointi- ja validointimenettelyissd, ja silld osoitetaan, missd médrin testi
voidaan onnistuneesti toteuttaa eri laboratorioissa (33).
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Laboratorionsisdinen uusittavuus: Se, missd mddrin tietyn laboratorion pitevd henkilostd voi saada onnistuneesti aikaan
samat tulokset kdyttimalld tiettyd tutkimussuunnitelmaa eri ajankohtina (33).

Kdyrin ulkopuolella oleva vaste: Kdyran ulkopuolella olevalla vasteella tarkoitetaan havaintoa, joka poikkeaa merkittavasti
muista populaation sattumanvaraisten ndytteiden arvoista.

Laadunvarmistus: Hallintomenettely, jossa testausta suorittavista henkiloistd riippumattomat henkilot arvioivat labora-
torion testausstandardien, vaatimusten ja kirjanpitomenettelyjen noudattamista ja tiedonsiirron tarkkuutta.

Luotettavuus: Laajuus, jolla testimenetelmd on toistettavissa samassa laboratoriossa tai eri laboratorioissa pidemmalld
aikavililla kdytettdessd samaa menettelyd. Se arvioidaan laskemalla uusittavuus samassa laboratoriossa ja eri laborato-
rioissa (33).

Thoherkistys: Immunologinen prosessi, joka aiheutuu herkdn yksilon paikallisesta altistamisesta tietylle kemialliselle
allergeenille, joka aiheuttaa iholla immuunivasteen, joka voi johtaa kosketusherkistykseen.

Stimulaatioindeksi (SI): Testiaineen ihodrsytyspotentiaalin arvioimiseksi laskettu arvo, jolla esitetddn kasiteltyjen ryhmien
soluproliferaation ja samanaikaisen kantaja-aineella kasitellyn kontrolliryhmin soluproliferaation vilinen suhde.

Testiaine (testikemikaali): Aine tai seos, jota testataan tilld testimenetelmalld.”
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