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(Akty o charakterze nieustawodawczym)

ROZPORZADZENIA

ROZPORZADZENIE KOMISJI (UE) NR 640/2012
z dnia 6 lipca 2012 r.

zmieniajagce, w celu dostosowania do postepu technicznego, rozporzadzenie (WE) nr 440/2008

ustalajgce metody badan zgodnie z rozporzadzeniem (WE) nr 1907/2006 Parlamentu

Europejskiego i Rady w sprawie rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych
ograniczefi w zakresie chemikaliow (REACH)

(Tekst majacy znaczenie dla EOG)

KOMISJA EUROPEJSKA,

uwzgledniajac Traktat o funkcjonowaniu Unii Europejskiej,

uwzgledniajac rozporzadzenie (WE) nr 1907/2006 Parlamentu
Europejskiego i Rady z dnia 18 grudnia 2006 r. w sprawie
rejestracji, oceny, udzielania zezwolen i stosowanych ograniczen
w  zakresie chemikaliow (REACH), utworzenia Europejskiej
Agencji Chemikaliow, zmieniajace dyrektywe 1999/45/WE
oraz uchylajace rozporzadzenie Rady (EWG) nr793/93
i rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1488/94, jak roéwniez dyrek-
tywe Rady 76/769/EWG i dyrektywy Komisji 91/155/EWG,
93/67[EWG, 93/105/WE i 2000/21/WE (!), w szczegdlnosci
jego art. 13 ust. 3,

a takze majgc na uwadze, co nastepuje:

() Rozporzgdzenie Komisji (WE) nr 440/2008 (3 zawiera
metody badan stuzace okre$laniu wilasciwosci fizykoche-
micznych, toksycznosci oraz ekotoksycznosci substancji,
ktére nalezy stosowaé do celéw rozporzadzenia (WE)
ar 1907/2006.

(2)  Nalezy zaktualizowal rozporzadzenie (WE) nr 440/2008
w celu uwzglednienia w pierwszej kolejnosci nowych
i uaktualnionych alternatywnych metod badan przyjetych
niedawno przez OECD, w celu zmniejszenia liczby zwie-
rzat wykorzystywanych do celéw doswiadczalnych,

() Dz.U. L 396 z 30.12.2006, s. 1.
() Dz.U. L 142 z 31.5.2008, s. 1.

zgodnie z dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady
2010/63/UE z dnia 22 wrzeSnia 2010 r. w sprawie
ochrony zwierzat wykorzystywanych do celéw nauko-
wych () oraz dyrektywa Rady 86/609/EWG z dnia
24 listopada 1986 r. w sprawie zblizenia przepiséw usta-
wowych, wykonawczych i administracyjnych panstw
czonkowskich dotyczgcych ochrony zwierzat wykorzy-
stywanych do celow doswiadczalnych i innych celéw
naukowych (*). W sprawie tego projektu przeprowa-
dzono konsultacje z zainteresowanymi stronami.

(3)  Nalezy zatem odpowiednio zmieni¢ rozporzadzenie (WE)
nr 440/2008.
(4 Srodki przewidziane w niniejszym rozporzadzeniu sa

zgodne z opinig Komitetu ustanowionego na mocy art.
133 rozporzadzenia (WE) nr 1907/2006,

PRZYJMUJE NINIEJSZE ROZPORZADZENIE:

Artykut 1

Zalacznik do rozporzadzenia (WE) nr 440/2008 zostaje zmie-
niony zgodnie z zalgcznikiem do niniejszego rozporzadzenia.

Artykut 2
Niniejsze rozporzadzenie wchodzi w Zycie trzeciego dnia po

jego opublikowaniu w Dzienniku Urzgdowym Unii Europejskiej.

() Dz.U. L 276 z 20.10.2010, s. 33.
(4 Dz.U. L 358 z 18.12.1986, s. 1.
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Niniejsze rozporzadzenie wigze w calosci i jest bezposrednio stosowane we wszystkich
panstwach cztonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli dnia 6 lipca 2012 r.

W imieniu Komisji
José MANUEL BARROSO
Przewodniczgcy
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ZALACZNIK

W zalgczniku do rozporzadzenia (WE) nr 440/2008 wprowadza si¢ nastgpujace zmiany:

1) rozdzial B.42 otrzymuje brzmienie:

,B.42. DZIALANIE UCZULAJACE NA SKORF,: BADANIE LOKALNYCH WEZL()W CHLONNYCH

WSTEP

1.

Wytyczne OECD w odniesieniu do badania chemikaliow i opracowane wedtug nich metody badan UE sg okresowo
poddawane przegladowi w zwigzku z postepem naukowym, zmieniajacymi si¢ potrzebami regulacyjnymi oraz troska
o dobrostan zwierzat. Pierwotna metoda badania (TM) przy okreslaniu dzialania uczulajacego na skore u myszy —
badanie lokalnych weztéw chlonnych (LLNA); wytyczna OECD nr 429 dotyczaca badan; rozdzial B.42 niniejszego
zalgcznika) zostala przyjeta juz wezesniej (1). Szczegdly walidacji LLNA i przeglad powiazanej bibliografii opubli-
kowano w (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11). Zaktualizowana metoda LLNA opiera si¢ na ocenie do§wiadczent
i danych naukowych (12). Jest to druga TM opracowywana w celu oceny potencjatu dzialania uczulajacego na skére
przez chemikalia (substancje i mieszaniny) u zwierzat. Druga TM (tj. wytyczna OECD nr 406 dotyczaca badan;
rozdzial B.6 niniejszego zalacznika) wykorzystuje badania na $winkach morskich, w szczeglnosci test maksymali-
zacji na $winkach morskich oraz test Buchlera (13). LLNA jest korzystniejsza od metody B.6 i wytycznej OECD
nr 406 (13) dotyczacej badan w odniesieniu do dobrostanu zwierzat. Ta zaktualizowana LLNA TM obejmuje zestaw
norm efektywnosci (PS) (dodatek 1), ktére moga by¢ wykorzystywane do oceny statusu zatwierdzenia nowych lub
zmodyfikowanych metod badania, ktére sg funkcjonalnie i pod wzgledem mechanistycznym podobne do LLNA,
zgodnie z zasadami okre§lonymi w wytycznych OECD nr 34 (14).

LLNA bada faz¢ indukcyjng uczulenia skéry i dostarcza danych ilosciowych odpowiednich dla dokonania oceny
dawka-reakgja. Trzeba zauwazyc, ze tagodne/umiarkowane czynniki uczulajace, ktore zalecane sg jako odpowiednie
pozytywne substancje kontrolne dla metod testow na $winkach morskich (tj. B.6; wytyczna OECD nr 406 dotyczaca
badan) (13) sa réwniez wlaSciwe do stosowania w LLNA (6) (8) (15). Ograniczone podejscie LLNA (rLLNA), w ktorym
mozna by wykorzystywac do 40 % mniej zwierzat, jest rowniez opisane jako opcja w tej TM (16) (17) (18). Metoda
rLLNA moze by¢ wykorzystywana, jesli istnieje potrzeba regulacyjna, aby potwierdzi¢ negatywne oczekiwania co do
potencjatu dzialania uczulajacego na skore, pod warunkiem przestrzegania wszystkich innych specyfikacji proto-
koléw LLNA, jak to opisano w niniejszej TM. Przewidywania negatywnego wyniku powinny opiera¢ si¢ na wszystkich
dostepnych informacjach, o ktérych mowa w pkt 4. Przed zastosowaniem podejscia rLLNA nalezy przedstawic jasne
uzasadnienie i naukowe przestanki uzasadniajace jego stosowanie. Jezeli, wbrew oczekiwaniom, uzyskuje sig
w rLLNA pozytywny lub niejednoznaczny wynik, konieczne moga by¢ dodatkowe badania w celu interpretacji
lub wyjasnienia nieprawidlowosci. Metody rLLNA nie nalezy wykorzystywaé do identyfikacji zagrozen ze strony
badanych substancji uczulajacych skére w przypadku, gdy potrzebne sa informacje dotyczace zaleznosci dawka-
reakcja w celach takich, jak dokonanie podziatu na podkategorie na potrzeby rozporzadzenia (WE) nr 1272/2008
w sprawie klasyfikacji, oznakowania i pakowania substancji i mieszanin oraz Globalnie Zharmonizowanego Systemu
Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliow ONZ.

DEFINICJE

3.

Definicje s zamieszczone w dodatku 2.

ZALOZENIA WSTEPNE I OGRANICZENIA

4.

LLNA jest alternatywna metodg identyfikowania potencjalnych chemikaliéw uczulajacych skére. Nie oznacza to,
ze nalezy koniecznie we wszystkich przypadkach stosowaé LLNA zamiast testu na $winkach morskich (tj. B.6;
wytyczna OECD nr 406 dotyczaca badan) (13), a tylko, ze badanie to ma t¢ sama warto$¢ merytoryczng i moze
zostaé zastosowane jako badanie alternatywne, ktérego pozytywne lub negatywne wyniki nie wymagaja juz
dalszego potwierdzenia Laboratorium badawcze powinno uwzgledni¢ wszystkie dostgpne informacje na temat
badanej substancji przed rozpoczgciem badan. Informacje te powinny obejmowaé tozsamo$¢ i budowe chemiczng
badanej substancji; jej wlasciwosci fizyko-chemiczne; wyniki innych badan toksycznosci in vitro lub in vivo badanej
substancji i dane toksykologiczne dotyczace strukturalnie pokrewnych substancji chemicznych. Informacje te
nalezy uwzgledni¢ w celu ustalenia, czy LLNA jest odpowiednia dla substancji (ze wzgledu na niezgodnosé
ograniczonych rodzajéw chemikaliow z LLNA — zob. pkt 5) oraz do pomocy przy doborze dawek.

Bedac metodg in vivo, LLNA nie eliminuje wykorzystania zwierzat w okreSlaniu alergicznego kontaktowego
dzialania uczulajacego. Daje jednak potencjalne mozliwosci obnizenia liczby zwierzat potrzebnych do tego
celu. Co wigcej, LLNA oferuje znacznie bardziej udoskonalony sposéb wykorzystywania zwierzat (mniej bélu
i cierpienia) do badania alergicznego kontaktowego dziatania uczulajacego. LLNA opiera si¢ na obserwacji zjawisk
immunologicznych zachodzacych podczas fazy indukcyjnej uczulania. W odréznieniu od testéw na $winkach
morskich (tj. B.6; wytyczna OECD nr 406 dotyczaca badan) (13), test LLNA nie wymaga wywolywania reakcji
nadwrazliwosci skory poprzez prowokacje. Ponadto LLNA nie wymaga zastosowania adiuwanta, jak wymaga tego
test maksymalizacji na §winkach morskich (13). Tym samym LLNA zmniejsza bél i cierpienie zwierzat. Nieza-
leznie od przewagi LLNA nad metodami B.6 i wytyczng OECD nr 406 dotyczaca badan, nalezy przyznaé, ze
istniejg pewne ograniczenia, ktére moga spowodowa¢ konieczno$¢ wykorzystania B.6 lub wytycznej OECD
nr 406 (13) dotyczacej badan (np. falszywe wyniki negatywne dla LLNA w przypadku niekt6rych metali, falszywe
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wyniki pozytywne w przypadku niektérych S$rodkéw draznigcych skére [takich jak niektére chemikalia
powierzchniowo czynne] lub rozpuszczalno$¢ badanej substancji) (19) (20). Ponadto klasy chemiczne lub
substancje zawierajace grupy funkcjonalne, co do ktérych wykazano, ze dzialaja jako potencjalne czynniki
zaklécajace (21), moga wymagaC uzycia badaii na Swinkach morskich (§. B.6; wytyczna OECD dotyczaca
badan nr 406) (13). Co wigcej, na podstawie ograniczonej bazy danych walidacyjnych, ktéra sktadala si¢ gléwnie
z form uzytkowych pestycydéw, otrzymanie pozytywnego wyniku dla tego rodzaju badanych substangji jest
bardziej prawdopodobne w przypadku LLNA niz w przypadku testow na Swinkach morskich (22). Jednak
podczas badania form uzytkowych mozna rozwazy¢ wykorzystanie podobnych substancji o znanych wynikach
jako substancji referencyjnych w celu wykazania, ze LLNA dziala prawidlowo (zob. pkt 16). Poza tymi przypad-
kami zidentyfikowanych ograniczei LLNA powinna by¢ stosowana do badania wszelkich substancji, chyba ze
istnieja wlasciwosci zwiazane z tymi substancjami, ktére moga zaktécaé dokladno$é LLNA.

ZASADA BADANIA

6. Podstawowa zasadg u podioza LLNA jest fakt, iz czynniki uczulajace wywolujg pierwotna proliferacje limfocytow
w wezle chtonnym odprowadzajacym limfe z miejsca przylozenia badanej substangji. Ta proliferacja jest propor-
cjonalna do zastosowanej dawki oraz potencjalu zastosowanego alergenu i jest prostym Srodkiem uzyskania
iloSciowego pomiaru uczulenia. Proliferacja jest mierzona przez pordéwnanie $redniej proliferacji w kazdej badanej
grupie do $redniej proliferacji w grupie kontrolnej otrzymujacej no$nik (VC). Okresla si¢ stosunek Sredniej
proliferacji w kazdej grupie poddanej dzialaniu §rodka do Sredniej proliferacji w réwnoleglej grupie VC, ktéry
jest nazywany wskaznikiem stymulacji (SI) i powinien wynosi¢ > 3 zanim substancja badana zostanie zaklasyfi-
kowana jako potencjalny czynnik uczulajacy skore. Procedury opisane w niniejszym dokumencie sa oparte na
wykorzystaniu do pomiaru in vivo znakowania markerem promieniotwérczym zwigkszonej liczby komorek
rozmnazajacych si¢ wegetatywnie w odprowadzajacych usznych weztach chlonnych. Mozna jednak zastosowal
inne punkty koficowe do oceny liczby rozmnazajacych si¢ komoérek, pod warunkiem ze wymogi PS sa catkowicie
spelnione (dodatek 1).

OPIS BADANIA
Dobér gatunkéw zwierzat

7. Mysz jest gatunkiem preferowanym do tego badania. Uzywa si¢ miodych, dorostych samic myszy szczepow
CBA[Ca lub CBA[], ktére nie rodzily i nie sa cigzarne. Na poczatku do$wiadczenia samice powinny mie¢ 8-12
tygodni, a zréznicowanie mas ciala poszczegdlnych zwierzat powinno by¢ minimalne i nie przekraczaé 20 %
$redniej masy ciala. Mozna ewentualnie wykorzysta¢ inne szczepy i samce, jezeli otrzymano wystarczajace
dowody na to, ze nie istniejg znaczace specyficzne réznice w reakcji na LLNA w zaleznosci od szczepu iflub plci.

Warunki w pomieszczeniach dla zwierzat i poZzywienie

8. Myszy powinny by¢ trzymane w grupach (23), chyba ze istnieja odpowiednie naukowe przestanki dla trzymania
myszy pojedynczo. Temperatura w badawczych pomieszczeniach hodowlanych powinna wynosi¢ 22 + 3 °C.
Chociaz wilgotno§¢ wzgledna powinna wynosi¢ co najmniej 30 % i pozadane jest, zeby nie przekraczata 70 %
poza czasem czyszczenia pomieszczenia, celem powinno by¢ utrzymywanie jej na poziomie 50-60 %. O$wiet-
lenie powinno by¢ sztuczne, w cyklu 12 godzin $wiatla, 12 godzin ciemnos$ci. Do zywienia mozna stosowal
konwencjonalne pasze laboratoryjne z nicograniczonym dostgpem do wody pitnej.

Przygotowanie zwierzat

9. Zwierzgta wybierane s3 losowo i znakowane w sposéb umozliwiajacy indywidualng identyfikacje (ale nie przez
jakiekolwiek znaki na uszach) i trzymane w klatkach przez co najmniej pi¢¢ dni przed rozpoczgciem dawkowania
w celu umozliwienia zaaklimatyzowania do warunkéw laboratoryjnych. Przed rozpoczgciem podawania bada sig
wszystkie zwierzeta w celu upewnienia si¢, ze nie maja zadnych zauwazalnych zmian skérnych.

Przygotowanie roztworéw dozujacych

10. Stale substancje powinny zosta rozpuszczone lub zawieszone w odpowiednich rozpuszczalnikach lub noénikach
oraz rozcienczone, jezeli jest to odpowiednie, przed zastosowaniem na uchu myszy. Chemikalia plynne mozna
zastosowaé czyste lub rozcieficzone przed dawkowaniem. Chemikalia nierozpuszczalne, takie jak te najczedciej
spotykane w wyrobach medycznych, nalezy poddaé ekstrakcji w warunkach wyjatkowych w odpowiednim
rozpuszczalniku w celu wykrycia wszystkich mozliwych do wyekstrahowania sktadnikéw do badania przed
zastosowaniem na uchu myszy. Substancje badane nalezy przygotowywaé codziennie, chyba ze dane dotyczace
stabilno$ci wykazuja dopuszczalno§é¢ sktadowania.

Sprawdzenie wiarygodnosci

11. Pozytywne substancje kontrolne (PC) wykorzystuje si¢ do wykazania wlasciwego dziatania badania poprzez
reakcje badanej substancji uczulajacej z odpowiednig i powtarzalna czuloécia, dla ktérej wielko$¢ reakdji jest
dobrze scharakteryzowana. Wigczanie kolejnych PC jest zalecane, poniewaz potwierdza si¢ w ten sposob kompe-
tencje laboratorium do skutecznego przeprowadzenia kazdego badania i umozliwia dokonanie oceny odtwarzal-
noéci i poréwnywalno$ci wewngtrz- i migdzylaboratoryjnej. Niektére organy regulacyjne wymagaja PC dla
kazdego badania i w zwiazku z tym uzytkownicy sa zachgcani do przeprowadzenia konsultacji z whasciwymi
organami przed rozpoczeciem LLNA. Odpowiednio zaleca si¢ rutynowe wykorzystywanie rownoleglej PC, aby
unikng¢ potrzeby dodatkowych badan na zwierzgtach do spelnienia tych wymagan, ktre moga powstal
w zwigzku ze stosowaniem okresowej PC (zob. pkt 12). PC powinna da¢ w tescie LLNA odpowiedz pozytywna
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12.

13.

14.

15.

16.

na poziom narazenia na dzialanie, przy ktérym oczekuje si¢ wzrostu wskaznika stymulacji (SI) > 3 wigcej niz
w grupie kontroli negatywnej (NC). Dawke PC nalezy dobra¢ w taki sposéb, by nie powodowa¢ nadmiernego
podraznienia skéry lub ogélnoustrojowej toksycznosci, a indukcja byta powtarzalna, ale nie nadmierna (tj. SI > 20
bylyby zbyt wysokie). Preferowana PC to 25 % aldehydu cynamonowego heksylu (Chemical Abstracts Service
[CAS] nr 101-86-0) w acetonie: oliwie z oliwek (w proporcji objetosciowej 4:1 v[v) i 5 % merkaptobenzotiazolu
(CAS nr149-30-4) w N,N,-dimetyloformamidzie (zob. dodatek 1, tabela 1). Moga zaistnie¢ okolicznosci,
w ktérych mozna uzy¢ innych PC spelniajacych powyzsze kryteria, pod warunkiem ze istnieje po temu odpo-
wiednie uzasadnienie.

Pomimo Ze zaleca si¢ wlaczenie réwnoleglej grupy PC, moga zaistnie sytuacje, w ktorych okresowe badanie PC
(tj. w odstgpach nie dtuzszych niz 6 miesigcy) moze okazac si¢ wystarczajace w przypadku laboratoriéw, ktére
regularnie przeprowadzajg badanie LLNA (tj. przeprowadzaja badanie LLNA co najmniej raz na miesiac)
i dysponuja wcze$niejszymi danymi z pozytywnych kontroli, $wiadczacymi o tym, ze laboratorium jest w stanie
uzyskiwa¢ odtwarzalne i dokladne wyniki w pozytywnych kontrolach. Mozna wykaza¢ odpowiedni poziom
bieglosci w wykonywaniu badania LLNA, uzyskujac stale pozytywne wyniki PC w co najmniej 10 niezaleznych
badaniach przeprowadzonych w rozsadnym terminie (tj. w okresie krétszym niz rok).

Nalezy zawsze wlaczaé réwnolegla grupe PC, jesli zachodzi proceduralna zmiana w LLNA (np. zmiana przeszko-
lonego personelu, zmiany w metodzie badania materiatéw i/lub odczynnikéw, zmiany w metodzie badania
urzadzenia, zmiana Zrodla zwierzat testowych), a przedmiotowe zmiany powinny by¢ udokumentowane w labo-
ratoryjnych sprawozdaniach. Nalezy zwrdci¢ uwage na wplyw tych zmian na odpowiednio$¢ ustalonych weze$niej
danych przy okreslaniu konieczno$ci zgromadzenia nowej bazy danych, aby udokumentowaé sp6jnos¢ wynikow

Badacze powinni by¢ $wiadomi, ze decyzja o przeprowadzeniu badania PC na zasadzie okresowej zamiast
réwnolegle wywiera wplyw na odpowiednioé¢ i akceptowalno$é negatywnych wynikéw badan uzyskanych bez
réwnoleglej PC w okresie pomigdzy kazdym okresowym badaniem PC. Na przyklad, jezeli w okresowych PC
uzyskany zostaje wynik falszywie negatywny, negatywne wyniki substancji badanej uzyskane w okresie miedzy
ostatnim dopuszczalnym okresowym badaniem PC i niedopuszczalnym okresowym badaniem PC moga by¢
kwestionowane. Nalezy dokladnie rozwazy¢ tego rodzaju skutki przy podejmowaniu decyzji, czy nalezy wlaczyé
réwnolegla PC, czy tylko przeprowadzaé PC na zasadzie okresowej. Nalezy réwniez wzia¢ pod uwage mozliwosé
wykorzystania mniejszej liczby zwierzat w ramach grupy réwnoleglej PC, jezeli jest to naukowo uzasadnione,
oraz jezeli laboratorium moze wykazaé, w oparciu o wczesniej zgromadzone dane, Ze mozna wykorzystaé
mniejszg liczbe myszy (12).

Chociaz substancja kontroli pozytywnej powinna by¢ testowana w noéniku, o ktérym wiadomo, ze wywotuje
konsekwentna reakcje (np. aceton: oliwa z oliwek; w proporcji objetosciowej 4:1, v[v), moga jednak zaistnie¢
pewne sytuacje wynikajace z przepiséw, w ktorych przetestowanie w niestandardowym no$niku (o formulacji
odpowiedniej klinicznie/chemicznie) moze by¢ réwniez konieczne (24). Jezeli réwnolegla PC jest badana w innym
no$niku niz substancja badana, wowczas nalezy wlaczy¢ oddzielng VC w odniesieniu do réwnoleglej PC.

W przypadkach gdy ocenia si¢ substancje badane konkretnej klasy chemicznej lub dajace pewien zakres reakcji,
substancje wzorcowe moga stuzy¢ takze temu, aby wykazaé, czy metoda badawcza jest odpowiednia dla doko-
nania oceny potencjalnego dzialania uczulajacego na skére tego rodzaju badanych substancji. Odpowiednie
substancje wzorcowe powinny posiadaé nastepujace wlasciwosci:

— strukturalne i funkcjonalne podobieristwo do klasy badanej substancji,

— znane wiasciwosci fizyczne i chemiczne,

— dane potwierdzajace z LLNA,

— dane potwierdzajace z innych modeli zwierzecych iflub ludzkich.

PROCEDURA BADANIA

17.

Liczba zwierzat i poziomy dawek

W kazdej grupie badanej powinny by¢ uzyte nie mniej niz cztery zwierzeta, z minimalng liczbg trzech stezent
badanej substancji oraz negatywna grupa kontrolng otrzymujaca jedynie noénik badanej substancji i pozytywna
grupa kontrolng (réwnolegly lub najnowsza, zgodnie z podejsciem laboratorium, bierze si¢ pod uwage pkt
11-14). Nalezy rozwazy¢ zbadanie wielu dawek PC, szczegdlnie gdy badanie PC jest prowadzone na zasadzie
nieregularnej. Z wyjatkiem zastosowania substancji badanej, ze zwierzetami grup kontrolnych nalezy si¢ obcho-
dzi¢ w sposob identyczny jak ze zwierzgtami grup badanych.
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18.

19.

20.

Dobér dawek i wyb6r nosnika powinien by¢ oparty na zaleceniach podanych w pozycjach (3) i (5) bibliografii.
Kolejne dawki zazwyczaj wybiera si¢ z odpowiedniego szeregu stezen, takich jak 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %,
2,5%, 1%, 0,5% itd. Do wyboru szeregu stezen nalezy dolaczy¢ odpowiednie naukowe uzasadnienie. O ile s3
dostepne, nalezy uwzgledni¢ wszystkie istniejace informacje toksykologiczne (np. o ostrej toksycznosci i o
podraznieniu skéry) oraz o strukturalnych i fizykochemicznych wlasciwosciach badanej substangji (i/lub substancji
zblizonych pod wzgledem budowy) przy wyborze trzech kolejnych stezeni, tak aby najwyzsze stgzenie maksy-
malizowalo narazenie, nie doprowadzajac jednak do ogélnoustrojowej toksycznosci iflub nadmiernego miej-
scowego podraznienia skéry (3) (25). W przypadku braku takich informacji moze okazaé si¢ konieczne prze-
prowadzenie badania wstgpnego (zob. pkt 21-24)

Noénik nie powinien zaktdcaé wyniku badania lub wplywac na niego oraz powinien by¢ wybrany na podstawie
maksymalizowania rozpuszczalnosci w celu uzyskania najwyzszego osiagalnego stezenia, dajac jednocze$nie
mozliwo$¢ uzyskania roztworu/zawiesiny nadajacej si¢ do podania substancji badanej. Zalecanymi noénikami
sa aceton: oliwa z oliwek (w proporcji objetosciowej 4:1 v[v), N,N-dimetyloformamid, metylo-etylo-keton, glikol
propylenowy i sulfotlenek dimetylowy (19), ale moga by¢ uzyte inne, jesli przedstawi si¢ wystarczajace uzasad-
nienie naukowe. W niektorych sytuacjach moze okaza¢ si¢ konieczne uzycie, jako dodatkowej kontroli, rozpusz-
czalnika odpowiedniego ze wzgledow klinicznych, lub postaci handlowej, w ktérej badana substancja wprowa-
dzana jest na rynek. Szczegdlng uwage nalezy zwrdci¢ na zapewnienie, aby hydrofilne substancje badane zostaly
wlaczone do systemu nosnika, ktéry nawilza skore i nie sptywa z niej natychmiast, przez wlaczenie odpowiednich
srodkéw zwigkszajacych rozpuszczalno§¢ (np. 1 % Pluronic ® L92). A zatem nalezy unikaé roztworéw catkowicie
wodnych.

Przetwarzanie weztéw chlonnych z poszczegdlnych myszy umozliwia oceng zmiennosci pomigdzy zwierzgtami
oraz statystyczne pordwnanie rdznicy migdzy substancja badang i pomiarami grupy VC (zob. pkt 35). Ponadto
dokonanie oceny mozliwosci obnizenia liczby myszy w grupie PC jest wykonalne wéwczas, gdy gromadzone sg
dane dotyczace poszczegdlnych zwierzat (12). Co wigcej, niektore organy regulacyjne wymagaja zbierania danych
dotyczacych poszczegdlnych zwierzat. Niemniej jednak polaczenie danych dotyczacych zwierzat moze by¢
uznane za mozliwe do przyjecia przez niektdre organy regulacyjne i w takich przypadkach uzytkownicy moga
mie¢ mozliwo$¢ gromadzenia indywidualnych lub polaczonych danych dotyczacych zwierzat.

Badanie wstepne

21.

22.

W przypadku braku informacji pozwalajacej okresli¢ najwyzsza dawke, jaka ma zosta¢ zbadana (zob. pkt 18),
nalezy przeprowadzi¢ badanie wstgpne w celu okreslenia wlasciwego poziomu dawki do badania w metodzie
LLNA. Celem badania wstgpnego jest opracowanie wytycznych dotyczacych wyboru maksymalnej dawki, jaka
nalezy stosowaé w gléwnym badaniu LLNA, w przypadku gdy nie dysponuje si¢ informacjami na temat steZenia
powodujacego toksyczno$¢ ogdlnoustrojowa (zob. pkt 24) i/lub nadmierne miejscowe podraznienie skory (zob.
pkt 23). Maksymalny poziom badanej dawki powinien wynosi¢ 100 % substancji badanej w przypadku cieczy lub
maksymalne mozliwe stezenie w przypadku cial stalych lub zawiesin.

Badanie wstepne przeprowadza si¢ w warunkach identycznych do tych, w jakich przeprowadza si¢ glowne
badanie LLNA, z tym Ze nie przeprowadza si¢ oceny proliferacji wezla chlonnego oraz mozna wykorzystaé
mniejsza liczbe zwierzat w grupie badanej. Zaleca si¢ jedno lub dwa zwierzeta w grupie badanej. Wszystkie
myszy bedg obserwowane codziennie pod katem jakichkolwiek klinicznych oznak toksycznosci ogdlnoustrojowej
lub miejscowego podraznienia skory w miejscu zastosowania. Masy ciala sg rejestrowane przed badaniem i przed
jego zakonczeniem (dzien 6.). Obydwoje uszu kazdej myszy bada si¢ pod katem wystgpienia rumienia i ocenia
przy wykorzystaniu tabeli 1 (25). Pomiary grubosci ucha sg przeprowadzane przy wykorzystaniu grubo$ciomierza
(np. cyfrowych mikrometréw lub grubo$ciomierzem Peacock Dial) w dniu 1. (przed podaniem substancji), w dniu
3. (okolo 48 godzin nastepujacych po podaniu pierwszej dawki) oraz w dniu 6. Ponadto w dniu 6. grubos¢ ucha
mozna okresli¢ za pomocg kolczykownicy do pomiaru masy, co powinno by¢ przeprowadzone po u$mierceniu
zwierzgt w humanitarny sposéb. Nadmierne miejscowe podraznienie skéry jest sygnalizowane wystgpieniem
rumienia o wyniku > 3 i/lub zwigkszeniem grubosci ucha > 25 % w dniu pomiaru (26) (27). Najwyzsza dawka
wybrana do gléwnego badania LLNA to nast¢pna nizsza dawka w szeregu stezen badania wstepnego (zob. pkt
18), ktora nie wywoluje ogélnoustrojowej toksycznosci iflub nadmiernego miejscowego podraznienia skory.

Tabela 1

Ocena punktowa rumienia

Objawy Wynik

Brak rumienia 0

Bardzo lekki rumien (prawie niewidoczny) 1

Wyrazny rumien 2

Rumiei umiarkowany do mocnego 3

Mocny rumien (czerwiefi przypominajaca barwe migsa czerwonego) do form obrzgku 4

wykluczajacych klasyfikacje rumienia
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23. Oprécz 25 % zwigkszenia grubosci ucha (26) (27), do zidentyfikowania substancji draznigcych w metodzie LLNA
wykorzystywano tez statystycznie istotne zwigkszenie grubosci ucha u myszy badanych w poréwnaniu z myszami
kontrolnymi (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34). O ile jednak statystycznie znaczace zwigkszenie moze wystapi¢
przy grubosci ucha mniejszej niz 25 %, to nie udato si¢ go powigzaé z nadmiernym podraznieniem (30) (32) (33)
(34).

24. Nastepujace obserwacje kliniczne mogg wskazywa¢ na toksyczno$¢ ogdlnoustrojowy (35) (36), jesli sa wykorzy-
stywane jako czg$¢ zintegrowanej oceny i w zwigzku z tym moga okresla¢ maksymalne dawki do stosowania
w LLNA: zmiany w funkcjach ukladu nerwowego (np. piloerekcja, ataksja, drzenia oraz konwulsje); zmiany
w zachowaniu (na przyklad agresja, zmiany w czyszczeniu, wyrazna zmiana w poziomie aktywnosci); zmiany
w sposobie oddychania (np. zmiany w czgstotliwosci i intensywnos$ci oddychania, takie jak dusznos¢, dyszenie
oraz rzgzenie), a takze zmiany w konsumpcji zywnosci i wody. Ponadto w ocenie nalezy wzigé pod uwage oznaki
stanéw zwickszonej sennosci iflub brak reakcji oraz wszelkie objawy kliniczne sygnalizujace co$ wigcej niz
niewielki lub chwilowy bdl i cierpienie, lub > 5 % spadek masy ciala od dnia 1. do dnia 6. czy $miertelnosé.
Zwierzeta konajace oraz zwierzgta wykazujace oczywiste oznaki bolu czy oznaki ostrego i przewleklego strachu
powinny zosta¢ u$miercone w sposob humanitarny (37).

Harmonogram do$wiadczalny gtéwnego badania

25. Harmonogram do$wiadczalny badania jest nastepujacy:

— Dzied 1: Indywidualnie okredli¢ i odnotowaé wage kazdego zwierzgcia oraz wszelkie obserwacje Kliniczne.
Stosuje si¢ 25 pl wlasciwego roztworu lub samego no$nika, lub kontroli pozytywnej (réwnoleglej lub
najnowszej, na podstawie polityki laboratoryjnej, bierze si¢ pod uwage pkt 11-15), na cz¢§¢ grzbietowa
kazdego ucha.

— Drziert 2 i 3: Powtorzy¢ procedurg stosowania przeprowadzong w dniu 1.
— Dzieri 4 i 5: Bez podawania.

— Drziert 6: Zanotowa¢ mas¢ kazdego zwierzgcia. Poda¢ w iniekcji 250 pl sterylnego roztworu chlorku sodu
buforowanego fosforanami (PBS) zawierajacego 20 uCi (7,4 x 10° Bq) (*H) -metylotymidyny znakowanej
trytem wszystkim zwierzetom badanym i kontrolnym przez zyle ogonowa. Alternatywnie podaé w iniekcji
250 yl sterylnego PBS zawierajacego 2 uCi (7,4 x 10* Bq) !?’Ijododezoksyuridiny i 10°M fluorodezoksyu-
ridiny wszystkim myszom przez Zzyle ogonowa. Pie¢ godzin (5 h) pdzniej uSmierci¢ w sposéb humanitarny
zwierzgta. Wycigé uszne wezly chlonne z kazdego ucha myszy i przetwarzaé razem w PBS dla kazdego
zwierzgcia (traktowanie w ujeciu osobniczym); alternatywnie wycia¢ i zebraé wezly chlonne z kazdego ucha
w PBS z kazdej grupy badanej (traktowanie zbiorcze w ujeciu grupowym). Informacje i schematy identyfikacji
i rozbioru wezla chlonnego mozna znalezé w pozycji (12). Do celéw dalszego monitorowania miejscowych
reakgji skory w badaniu gléwnym, w protokole badania mozna uwzgledni¢ dodatkowe parametry, takie jak
punktacja rumienia ucha lub pomiar grubosci ucha (zrobiony za pomocg grubosciomierza lub za pomoca
kolczykownicy do pomiaru masy w czasie sekcji).

Przygotowanie zawiesiny komorek

26. Zostaje przygotowana jedna wspdlna porcja zawiesiny z komérek wezla chlonnego (LNC) usunigtych obustronnie
u pojedynczych zwierzat albo z polaczonych grup badanych przez delikatne mechaniczne rozdzielenie agregatow
na siateczce ze stali nierdzewnej o oczkach wielkosci 200 pm lub za pomoca innych mozliwych do przyjecia
technik stuzacych tworzeniu jednokomérkowych zawiesin. Komoérki weztéw chlonnych sa przemywane
dwukrotnie pozostalym PBS, a DNA jest stracane 5 % kwasem trichlorooctowym (TCA) w 4 oC przez 18 godzin
(3). Peletki sa albo zawieszane ponownie w 1 mL TCA i przenoszone do fiolek scyntylacyjnych zawierajacych
10 mL plynu scyntylacyjnego do policzenia *H, lub tez przenoszone bezposrednio do fiolek do liczenia impulséw
gamma, w celu liczenia impulséw 21

OkreSlenie proliferacji komérek (wbudowanie zwigzku promieniotworczego)

27. Wbudowanie *H-metylotymidyny mierzone jest przez liczenie impulséw ﬁ—scyntylacg’i jako liczba rozpadéw na
minute (DPM). Wbudowywanie '2°Ijododezoksyuridiny mierzone jest jako impulsy 1%°I i réwniez wyrazane jako
DPM. W zaleznodci od zastosowanego podejscia, wbudowanie wyrazane jest jako DPM/mysz (ujecie osobnicze)
lub DPM/grupa badana (ujecie zbiorcze).

Ograniczone podejscie LLNA

28. W pewnych sytuacjach, jesli zachodzi potrzeba regulacyjna, aby potwierdzi¢ negatywne oczekiwania co do
potencjalu dzialania uczulajgcego na skére, mozna zastosowa¢ fakultatywny protokét rLLNA (16) (17) (18)
z wykorzystaniem mniejszej liczby zwierzat, pod warunkiem ze sa przestrzegane wszystkie inne specyfikacje
protokotu LLNA w tej TM. Przed zastosowaniem podejscia rLLNA nalezy przedstawi¢ jasne uzasadnienie
i naukowe przestanki uzasadniajace jego stosowanie. Jezeli uzyskuje si¢ wynik pozytywny lub niejednoznaczny,
moga si¢ okaza¢ konieczne dodatkowe badania w celu interpretacji lub wyjasnienia nieprawidtowosci.
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29. Zmniejszenie liczby grup badanych jest jedyna réznica miedzy protokotami badania metod LLNA i rLLNA i z
tego powodu rLLNA nie dostarcza informacji na temat relacji miedzy dawka a reakcjg. Dlatego tez rLLNA nie
nalezy stosowa¢ w przypadku, gdy potrzebne sg informacje na temat relacji miedzy dawka a reakcjg. Podobnie jak
w wielodawkowym LLNA, stezeniem substancji badanej ocenianym w rLLNA powinno by¢ maksymalne st¢zenie,
ktére nie wywoluje widocznej ogdlnoustrojowej toksycznosci iflub nadmiernego miejscowego podraznienia skéry
u myszy (zob. pkt 18).

OBSERWACJE
Obserwacje kliniczne

30. Zwierzeta poddaje si¢ starannej obserwacji klinicznej raz dziennie pod katem jakichkolwiek oznak klinicznych,
czy to miejscowego podraznienia w miejscu zastosowania czy tez ogélnoustrojowej toksyczno$ci. Wszystkie
obserwacje kliniczne sg systematycznie odnotowywane w postaci zapisow prowadzonych dla kazdej myszy.
Plany monitorowania powinny obejmowaé kryteria umozliwiajace szybka identyfikacje tych myszy, ktére wyka-
zujg oznaki toksycznodci ogélnoustrojowej, nadmiernego miejscowego podraznienia skory lub zracego dzialania
na skore, w celu eutanazji (37).

Masy ciata

31. Jak wskazano w pkt 25, indywidualne masy ciata okreslane sa na poczatku badania i przy planowanym huma-
nitarnym u$mierceniu zwierzat.

OBLICZANIE WYNIKOW

32. Wyniki dla kazdej grupy badanej sa wyrazane jako SI. Jezeli zastosowano ujgcie osobnicze, SI otrzymuje si¢ przez
podzielenie $redniej wartosci DPM/mysz w obrebie kazdej grupy dawkowania badanej substancji i grupy pozy-
tywnej kontroli przez $rednig wartos¢ DPM|zwierze dla grupy kontrolnej rozpuszczalnika/nosnika. Srednie SI dla
grup VC wynosi zatem jeden. Przy zastosowaniu ujecia zbiorczego, SI otrzymuje si¢ przez podzielenie zbiorczego
wbudowania zwigzku promieniotworczego dla kazdej grupy badanej przez wbudowanie w zbiorczej prébie grupy
VG; to daje $rednie SI.

33. W procesie decyzyjnym wynik uznawany jest za pozytywny, jesli SI > 3. Jednakze sita reakcji na dawke, znaczenie
statystyczne i spojno$¢ reakgji rozpuszczalnik/nosnik i PC mogg réwniez by¢ stosowane przy ustalaniu, czy wynik
graniczny mozna uzna¢ za pozytywny (4) (5) (6).

34. Jezeli zachodzi potrzeba objasnienia otrzymanych wynikéw, nalezy rozwazy¢ rozne wlasnoéci badanej substandji,
w tym rozwazy¢, czy jest strukturalnie pokrewna znanym czynnikom uczulajagcym, czy powoduje nadmierne
podraznienie skory u myszy, a takze rozwazy¢ charakter zaobserwowanej relacji dawka-reakcja. Te i inne wzgledy
oméwione s3 szczegélowo gdzie indziej (7).

35. Gromadzenie danych dotyczacych radioaktywnosci na poziomie poszczegdlnych myszy umozliwi analiz¢ staty-
styczng danych w odniesieniu do obecnosci i relacji dawka-reakcja. Ocena statystyczna moze obejmowal ocene
relacji miedzy dawka a reakcja, jak réwniez odpowiednio dostosowane poréwnania badanych grup (np. grupa
badana w parach w poréwnaniu do réwnoleglej grupy kontrolnej otrzymujacej no$nik). Analizy statystyczne
moga obejmowac np. regresje liniowa lub badanie Williamsa w celu dokonania oceny tendencji w relacji miedzy
dawka a reakcjg oraz badanie Dunnetta w odniesieniu do poréwnan par. Przy wyborze wlasciwej metody analizy
statystycznej danych prowadzacy badanie powinien zachowad §wiadomos$¢ mozliwej nieréwnosci wariancji lub
innych powiazanych probleméw, ktére moga spowodowaé koniecznos¢ transformacji danych lub przeprowa-
dzenia nieparametrycznej analizy statystycznej. W kazdym przypadku prowadzacy badanie musi liczy¢ sig
z koniecznoscig przeprowadzenia obliczen SI i analiz statystycznych z wykorzystaniem pewnych punktéw danych
i bez nich (tzw. »wartosci odstajgcex).

DANE I SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Dane

36. Dane nalezy przedstawi¢ w formie tabeli. Przy wykorzystaniu podejscia w ujeciu osobniczym nalezy przedstawic
warto$ci DMP dla poszczeg6lnych zwierzat, Srednig warto$¢ DPM/zwierz¢ w danej grupie, zwigzana warto$¢ bledu
(np. SD, SEM), oraz Srednie SI dla kazdej grupy badanej poréwnywane z réwnolegly grupa VC. Przy wykorzys-
taniu ujecia zbiorczego nalezy wskazaé $rednig/mediang DPM i $rednie SI dla kazdej grupy badanej poréwnane
z réwnolegly grupa VC.

Sprawozdanie z badafi

37. Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ nastepujace informacje:
Substancje: badana i kontrolna:

— dane identyfikacyjne (np. numery CAS lub WE, jesli sg dostepne); Zrédlo: czysto$é; znane zanieczyszczenia;
numer partii),

— cechy fizyczne i wlasnosci fizykochemiczne (np. lotno$¢, stabilno$é, rozpuszczalno$é),
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— jezeli jest to mieszanina, sklad i wzgledne udzialy procentowe skladnikéw.

Rozpuszczalnik/nosnik:
— dane identyfikacyjne (czysto$¢; stezenie, tam gdzie stosowne; wykorzystane objetosci),

— uzasadnienie wyboru nos$nika.

Zwierzeta badane:

— zrédlo, z ktérego pochodza myszy szczepu CBA,
— status mikrobiologiczny zwierzat, jesli jest znany,
— liczba i wiek zwierzat,

— zrédlo pochodzenia zwierzat, warunki Srodowiska, pokarm itp.

Warunki badania:

— szczegbly przygotowania i stosowania substancji badanej,

— uzasadnienie doboru dawek (facznie z wynikami z badania wstepnego, jesli bylo przeprowadzane),
— nos$nik i uzyte stezenia substancji testowej oraz catkowita ilo$¢ zastosowanej substancji badanej,
— szczegbly dotyczace jakosci pozywienia i wody (wlaczajac w to rodzajfzrédlo diety, zrédlto wody),
— szczegbly dotyczace poddania dzialaniu substancji oraz harmonograméw pobierania probek,

— metody pomiaru toksycznosci,

— kryteria uznawania badan za pozytywne lub negatywne,

— szczegbly dotyczace protokotu odchylen i wyjasnienie, w jaki sposéb odchylenie ma wplyw na planowanie
badan i ich wynik.

Sprawdzenie wiarygodnosci:

— podsumowanie wynikéw ostatniego sprawdzenia wiarygodnosci, w tym informacji o wykorzystanej substancji
badanej, stezeniach i no$niku,

— rownolegle iflub wczesniejsze pozytywne i negatywne dane kontroli laboratorium prowadzacego badanie,
— jezeli nie wlaczono réwnoleglej grupy PC, data i sprawozdanie laboratoryjne z ostatniego okresowego PC

i sprawozdanie wyszczeg6lniajace wezesniejsze dane dotyczace PC dla danego laboratorium, uzasadniajace
przyczyny dla ktérych nie przeprowadzono PC réwnolegle.

Wyniki:

— masa poszczegdlnych myszy na poczatku dawkowania i przy planowanym u$mierceniu; jak réwniez $rednia
i opis powiazanego bledu (np. SD, SEM) w odniesieniu do kazdej grupy badanej,

— przebieg czasowy pojawienia si¢ i oznaki toksycznosci, w tym podraznien skéry w miejscu podania, jesli takie
wystapily, u kazdego zwierzecia,

— tabele¢ indywidualnych (podejscie w ujeciu osobniczym) lub $rednich/mediana (ujgcie zbiorcze) wartosci DPM
oraz SI dla kazdej grupy badanej,
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— $rednig oraz opis powigzanego bledu (np. SD, SEM) dla wartosci DPM/mysz dla kazdej grupy badanej i wyniki
analizy wartosci odstajacych dla kazdej grupy badanej przy zastosowaniu podejicia osobniczego,

— obliczone SI i odpowiednig miarg zmienno$ci, uwzgledniajacg zmienno$¢ miedzy zwierzetami w obu grupach:
substancji badanej i kontrolnej przy uzyciu podejscia osobniczego,

— relacja dawka-reakcja,

— analizy statystyczne, tam gdzie stosowne.

Omowienie wynikow:

— krotki komentarz do wynikéw, analiza zaleznosci reakcji od dawki oraz w stosownych przypadkach, analizy
statystyczne, z wnioskiem czy substancja testowa powinna by¢ uznana za czynnik uczulajacy skore.
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Dodatek 1

Normy efektywnosci do celéw oceny proponowanych podobnych do LLNA lub zmodyfikowanych metod
badania dziatania uczulajgcego na skére

WSTEP

1. Normy efektywnosci stuzg przede wszystkim ustaleniu, w jaki sposob okresli¢, czy nowe metody badan, zaréwno
zastrzezone (tj. chronione prawem autorskim czy znakiem towarowym, zarejestrowane), jak i niezastrzezone, sa
wystarczajaco dokladne i wiarygodne w odniesieniu do konkretnych celow badawczych. Te normy efektywnosci,
opracowane na podstawie zatwierdzonych i zaakceptowanych metod badawczych, moga by¢ wykorzystane do
oceny wiarygodnosci i dokladnosci innych podobnych metod (nazywanych potocznie metodami »me-too«), ktére
opieraja si¢ na podobnych zasadach naukowych i mierza lub przewiduja te same skutki biologiczne lub toksyczne
(14).

2. Przed przyjeciem zmodyfikowanych metod (tj. proponowanych ewentualnych usprawnien do zatwierdzonej
metody badaf) nalezy dokona¢ oceny w celu okreslenia wplywu proponowanych zmian na dzialanie badania
oraz zakres, w jakim zmiany takie maja wplyw na informacje dostepne dla innych elementéw procesu zatwier-
dzania. W zaleznosci od liczby i charakteru proponowanych zmian, wygenerowanych danych i towarzyszacej tym
zmianom dokumentacji, powinny one by¢ poddawane takiemu samemu procesowi walidacji, jak opisano w odnie-
sieniu do nowego badania, lub, w stosownych przypadkach, ograniczonej ocenie wiarygodnosci i istotnosci przy

uzyciu sprawdzonej normy efektywnosci (14).

3. Podobne lub zmodyfikowane metody zaproponowane w ramach tej TM nalezy poddac ocenie w celu okreslenia ich
wiarygodnosci i dokladnosci przy uzyciu substancji chemicznych reprezentujacych pelne spektrum ocen LLNA.
W celu uniknigcia nieuzasadnionego wykorzystywania zwierzat zaleca si¢, aby naukowcy opracowujacy modele
zasiggneli opinii wlasciwych wladz przed rozpoczeciem badania walidacyjnego zgodnie z normami efektywnosci
i wytycznymi zamieszczonymi w niniejszej TM.

4. Niniejsze normy efektywnosci opieraja si¢ na normach US-ICCVAM, EC-ECVAM oraz japonskiej zharmonizowanej
normie efektywnosci JaCVAM (12), stuzacych do oceny wiarygodnosci metod podobnych do LLNA lub zmodyfi-
kowanych jej wersji. Norma efektywnosci sklada si¢ z zasadniczych elementéw metody badania, zalecanych
substancji odniesienia i norm dotyczacych dokladnosci i wiarygodnosci, ktére proponowana metoda powinna
spetnia lub przewyzszad.
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I. Istotne elementy metody badania

5. W celu zagwarantowania, ze zmodyfikowana wersja metody LLNA lub metoda podobna do niej jest pod wzgledem
funkcjonalnym i mechanistycznym analogiczna do LLNA i mierzy ten sam biologiczny skutek, w protokole metody
badania powinny zosta¢ uwzglednione nastgpujace elementy:

— substancja badana powinna by¢ stosowana miejscowo na obu uszach myszy,

— proliferacja limfocytéw powinna by¢ mierzona w wezlach chlonnych odprowadzajgcych z miejsca stosowania
badanej substangji,

— proliferacja limfocytéw powinna by¢ mierzona w fazie indukcyjnej uczulenia skory,

— wybrana dla badanej substancji najwyzsza dawka powinno by¢ maksymalne stezenie, ktére nie wywoluje
ogolnoustrojowej toksycznosci iflub nadmiernego miejscowego podraznienia skory u myszy. Dla pozytywnej
chemicznej substancji odniesienia, najwyzsza dawka powinna by¢ co najmniej tak duza, jak wartosci LLNA EC3

odpowiednich chemicznych substancji odniesienia (zob. tabela 1) bez wywolywania ogdélnoustrojowej toksycz-
nosci iflub nadmiernego miejscowego podraznienia skéry u myszy,

— powinna zosta¢ wlaczona réwnolegla VC do kazdego badania oraz, w stosownych przypadkach, powinny by¢
réwniez wykorzystane réwnolegle PC,

— w grupie badanej powinny by¢ wykorzystane co najmniej cztery zwierzeta,
— mozna gromadzi¢ indywidualne lub zbiorcze dane z badan na zwierzgtach.

Jezeli ktorekolwiek z tych kryteriéw nie jest spetnione, wowczas dane normy efektywnosci nie moga by¢ wykorzy-
stywane do zatwierdzania podobnych lub zmodyfikowanych metod.

II. Minimalny wykaz chemicznych substancji odniesienia

6. W normach US-ICCVAM, EC-ECVAM oraz japonskiej zharmonizowanej normie efektywnosci JaCVAM (12) ziden-

tyfikowano 18 podstawowych chemicznych substancji odniesienia, ktore nalezy wykorzystywac, i cztery nieobo-
wigzkowe chemiczne substancje odniesienia (tj. substancje, ktére w LLNA: DA daja falszywie dodatnie lub falszywie
ujemne wyniki, je$li poréwna¢ je do wynikéw badan na ludziach i na §winkach morskich (B.6 i wytyczna OECD
nr 406 dotyczaca badan) (13), i z tego wzgledu umozliwiajg wykazanie, ze dana metoda dziala réwnie dobrze jak
LLNA lub ja przewyzsza), ktére wlaczono do normy efektywnosci dotyczacej LLNA. W celu zidentyfikowania tych
substancji chemicznych postuzono si¢ nastgpujacymi kryteriami:

— wykaz chemicznych substancji odniesienia reprezentuje typy substancji zazwyczaj badane w odniesieniu do
potencjalnego dzialania uczulajacego na skor¢ i do zakresu reakgji, ktore LLNA jest w stanie mierzy¢ lub
przewidywacé,

— substancje majg Scile okreslone chemiczne struktury,

— udostepniono dla kazdej substancji dane LLNA z badan na $winkach morskich (tj. B.6; wytyczna OECD nr 406
dotyczaca badan) (13) oraz, tam gdzie mozliwe, dane z badan na ludziach, oraz

— substancje byly fatwo dostepne z handlowego Zrédia.

Zalecane chemiczne substancje odniesienia przedstawiono w tabeli 1. Badania przy uzyciu proponowanych
chemicznych substancji odniesienia powinny by¢ oceniane w no$niku, z ktérym s3 wymienione w tabeli 1.
W sytuacjach, w ktorych wymieniona w wykazie substancja nie jest dostgpna, mozna stosowaé inne substancje
spehniajace kryteria doboru, z odpowiednim uzasadnieniem.



Tabela 1

Zalecane w normie efektywnosci LLNA chemiczne substancje odniesienia

LLNA w

. . LLNA w
Numer Substancje chemiczne (') Nr CAS Forma Nosnik (%) EC3 % (%) N () 0,5x - 2,0x EC3 IZEEZ?CSI}}] E ();;)(‘lzg?;rlnui f(ﬁfﬁ?:;i
na swm!(ach na ludziach
morskich
1 5-chloro-2-metylo-4-izotiazolino-3-on 26172-55-4/2682-20-4 Ciecz DMF 0,009 1 0,0045-0,018 NC +[+ +[+
(CMI)/2-metylo-4-izotiazolino-3-on (MI) (%)

2 DNCB 97-00-7 Stala AOO 0,049 15 0,025-0,099 0,02-0,094 +[+ +[+
3 4-fenylenodiamina 106-50-3 Stala AOO 0,11 6 0,055-0,22 0,07-0,16 +[+ ++
4 Chlorek kobaltu 7646-79-9 Stata DMSO 0,6 2 0,3-1,2 0,4-0,8 +[+ +[+
5 [zoeugenol 97-54-1 Ciecz AOO 1,5 47 0,77-3,1 0,5-3,3 +[+ +[+
6 2-merkaptobenzotiazol 149-30-4 Stata DMF 1,7 1 0,85-3,4 NC +[+ +[+
7 Cytral 5392-40-5 Ciecz AOO 9,2 6 4,6-18,3 5,1-13 +[+ ++
8 HCA 101-86-0 Ciecz AOO 9,7 21 4,8-19,5 4,4-14,7 +[+ +[+
9 Eugenol 97-53-0 Ciecz AOO 10,1 11 5,05-20,2 4,9-15 +[+ ++
10 Benzoesan fenylu 93-99-2 Stata AOO 13,6 3 6,8-27,2 1,2-20 +[+ +[+
11 Alkohol cynamonowy 104-54-1 Stata AOO 21 1 10,5-42 NC +[+ +[+
12 Imidazolidynylomocznik 39236-46-9 Stata DMF 24 1 12-48 NC ++ +[+
13 Metakrylan metylu 80-62-6 Ciecz AOO 90 1 45-100 NC +[+ +[+
14 Chlorobenzen 108-90-7 Ciecz AOO 25 1 NA NA -/~ - (*
15 Alkohol izopropylowy 67-63-0 Ciecz AOO 50 1 NA NA -~ [+
16 Kwas mlekowy 50-21-5 Ciecz DMSO 25 1 NA NA -~ -1 (*
17 Salicylan metylu 119-36-8 Ciecz AOO 20 9 NA NA -~ -I-
18 Kwas salicylowy 69-72-7 Stala AOO 25 1 NA NA -/~ -/~

vI/e61 1
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LLNA w LLNA w
R ist poréwnaniu . .
Numer Substancje chemiczne (') Nr CAS Forma Nosnik (2) EC3 % (%) N (% 0,5x - 2,0x EC3 ZECZYWISLY |/ badaniami | POrOVRaniu
zakres EC3 ¢winkach | 2 badaniami
na swin’ na ludziach
morskich
Nieobowigzkowe substancje, ktore maja wykaza¢ poprawe wynikéw w odniesieniu do LLNA
19 S6l sodowa siarczanu dodecylu 151-21-3 Stata DMF 8,1 5 4,05-16,2 1,5-17,1 +[- +[-
20 Dimetakrylan glikolu etylenowego 97-90-5 Ciecz MEK 28 1 14-56 NC +- +[+
21 Ksylen 1330-20-7 Ciecz AOO 95,8 1 47,9-100 NC + (¥ +-
22 Chlorek niklu 7718-54-9 Stata DMSO 5 2 NA NA -+ —[+

Skréty: AOO = aceton: oliwa z oliwek (w proporcji objetosciowej 4: 1 v/v); nr CAS = Numer w Chemical Abstracts Service = Serwisie Dokumentacji Chemicznej; DMF = N, N-dimetyloformamid; DMSO = sulfotlenek dimetylowy; DNCB =
2,4-chlorodinitrobenzen; EC 3 = szacowane st¢zenie konieczne do wyprodukowania wskaznika stymulacji 3; GP = wynik testéw na $§winkach morskich (tj. B. 6 lub wytyczna OECD nr 406 dotyczgca badan) (13); HCA = aldehyd
cynamonowy heksylu; Liq = ciecz; LLNA = wynik badania lokalnych weztéw chlonnych na myszach (tj. B. 42 lub wytyczna OECD nr 429 dotyczaca badan) (1); MEK = keton metylo-etylowy; ND = nie dotyczy, poniewaz wskaznik

stymulacji < 3; NC = nieobliczone, poniewaz dane zostaly uzyskane z jednego badania; SOL = stale; veh = badany nosnik.

(*) Przypuszcza sig, ze u ludzi nie wywoluje uczulenia ze wzgledu na fakt, ze nie stwierdzono oznak klinicznych testu skornego, nie jest on uwzgledniony w tescie skérnym plasterkowym z zestawem alergendw, a takze nie stwierdzono
przypadkéw dzialania uczulajacego na czlowicka.

**) GP brak dostepnych danych.
) Substancje nalezy przygotowywaé codziennie, chyba ze dane dotyczace stabilnosci wykazuja dopuszczalno$é sktadowania.

) Ze wzgledu na potencjalny wplyw roznych nosnikéw na efektywno$¢é LLNA nalezy zastosowaé zalecany dla kazdej chemicznej substancji odniesienia nosnik (24) (32).

%) Warto$¢ Srednia, w przypadku gdy byla dostepna wiccej niz jedna wartos¢ EC3. W odniesieniu do negatywnych substancji (tj. o wskazniku stymulacji < 3) podano najwyzsze badane st¢zenie.
)

)

Liczba badan LLNA, z ktérych dane zostaly uzyskane.
Dostepny w handlu jako Kathon CG (nr CAS 55965-84-9), mieszanina CMI I MI w proporgji 3:1. Odpowiednie st¢zenia dla kazdego sktadnika wahajg si¢ miedzy 1,1 % a 1.25 % (CMI) oraz 0,3 % a 0,45 % (MI). Skladniki nieaktywne to:

sole magnezu (od 21,5 % do 24 %) i azotan miedzi (od 0,15 % do 0,17 %), natomiast pozostata posta¢ uzytkowa to 74 % — 77 % wody. Kathon CG jest latwo dostepny w firmach Sigma-Aldrich i Rohm and Haas (obecnie Dow
Chemical Corporation).

[AIaVAT4
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Ill. Zdefiniowane normy wiarygodnosci i dokladnosci

7. Dokladnos§¢ podobnej lub zmodyfikowanej metody LLNA powinna by¢ taka sama, jak okreslona w normie efek-
tywnosci LLNA, ocenionej przy uzyciu 18 podstawowych chemicznych substancji odniesienia, jakie powinny by¢
stosowane, lub ja przewyzszal. Zastosowanie nowej lub zmodyfikowanej metody powinno prowadzi¢ do
poprawnej klasyfikacji w oparciu o decyzj¢ »tak/nie«. Jednak nowa lub zmodyfikowana metoda moze nie zaklasy-
fikowac poprawnie wszystkich z podstawowych chemicznych substancji odniesienia, jakie powinny by¢ stosowane.
Jezeli na przyklad jeden z czynnikéw stabo uczulajacych zostal nieprawidlowo zaklasyfikowany, uzasadnienie
nieprawidtowej klasyfikacji i odpowiednie dodatkowe dane (np. wyniki testéw, na podstawie ktérych prawidlowo
zaklasyfikowano inne substancje z fizycznymi, chemicznymi i uczulajgcymi wlasciwosciami podobnymi do tych
posiadanych przez nieprawidlowo zaklasyfikowang chemiczng substancje odniesienia) mogloby by¢ uznane za
$wiadczace o réwnowaznej efektywnosci. W takich okolicznosciach status zatwierdzenia nowej lub zmodyfiko-
wanej metody LLNA bedzie oceniany na zasadzie jednostkowych przypadkow.

Odtwarzalnos¢ wewngtrzlaboratoryjna

8. W celu okreslenia odtwarzalnosci wewnatrzlaboratoryjnej nowa lub zmodyfikowana metoda LLNA powinna by¢
oceniona przy wykorzystaniu substancji uczulajacej, ktora jest dobrze scharakteryzowana w LLNA. Z tego wzgledu
normy efektywnosci LLNA opieraja si¢ na zmiennosci wynikéw z powtérzonych badan aldehydu cynamonowego
heksylu (HCA). Aby oceni¢ wiarygodno$¢ wewnatrzlaboratoryjng, nalezy wyprowadzi¢ oszacowane warto$ci
progowe stezenia dla HCA cztery razy, w co najmniej jednotygodniowych odstgpach czasu. Potwierdzeniem
dopuszczalnej wewnatrzlaboratoryjnej odtwarzalnosci jest zdolno$¢ laboratorium do uzyskania, w kazdym badaniu
HCA, oszacowanych wartosci progowych dla HCA miedzy 5 % i 20 %, tj. o zakresie 0,5-2,0 razy $rednia EC3
okreslona dla HCA (10 %) w LLNA (zob. tabela 1).

Odtwarzalnos¢ migdzylaboratoryjna

9. Odtwarzalno$¢ miedzylaboratoryjna nowej lub zmodyfikowanej metody LLNA powinna by¢ oceniona przy uzyciu
dwdch substancji uczulajacych, ktére s3 dobrze scharakteryzowane w LLNA. Normy efektywnosci LLNA opieraja
si¢ na zmienno$ci wynikéw z badain HCA i 2,4-chlorodinitrobenzenu (DNCB) w réznych laboratoriach. Oszaco-
wane warto$ci progowe stezenia powinny by¢ ustalane niezaleznie, w wyniku pojedynczego badania przeprowa-
dzonego przynajmniej w trzech réznych laboratoriach. Aby wykaza¢ dopuszczalng odtwarzalno§¢ miedzylabora-
toryjna, kazde laboratorium powinno uzyskal oszacowane warto$ci progowe stezenia wielkosci od 5% do 20 %
dla HCA i od 0,025 % do 0,1 % dla DNCB, tj. o zakresie 0,5-2,0 razy $rednia EC3 stezen okreSlonych dla HCA
(10 %) i DNCB (0,05 %), odpowiednio, w LLNA (zob. tabela 1).

Dodatek 2
Definicje

Doktadnosé: blisko§¢ zgodnosci pomigdzy wynikami zastosowania metody badania a przyjetymi wartoSciami odnie-
sienia. Jest to miara efektywnosci metody badania i jeden z aspektéw jej istotnosci. Pojecia tego czgsto uzywa si¢
zamiennie z pojeciem »zgodno§é« na oznaczenie odsetka prawidtowych wynikéw uzyskiwanych przy uzyciu metody
badania (14).

Substancja wzorcowa: uczulajaca lub nieuczulajgca substancja wykorzystywana jako norma dla celéw poréwnania
z substancjg badang. Substancja wzorcowa powinna mie¢ nastepujace cechy: (i) stale i wiarygodne Zrddlo(-a); (ii)
podobienistwo strukturalne i funkcjonalne do badanej klasy substancji; (iii) znane wilasciwosci fizykochemiczne; (iv)
dane potwierdzajace wystepowanie znanych skutkéw; oraz (v) znany potencjal w zakresie pozadanych reakcji.

Oszacowany prdg stezenia (ECt): oszacowane stezenie substancji badanej, niezbedne do wyprodukowania wskaznika
stymulacji, ktéry jest oznaka pozytywnej reakgji.

Oszacowane stgzenie 3 (EC3): oszacowane stezenie substancji badanej, niezbedne do wyprodukowania wskaznika
stymulacji 0 wartosci 3.

Falszywy wynik negatywny: substancja badana w wyniku zastosowania metody badania oznaczona niewlaiciwie jako
negatywna lub nieaktywna, podczas gdy w rzeczywistosci jest pozytywna lub aktywna.

Falszywy wynik pozytywny: substancja badana w wyniku zastosowania metody badania oznaczona niewlaiciwie jako
pozytywna lub aktywna, podczas gdy w rzeczywistosci jest negatywna lub nieaktywna.

Zagrozenie: mozliwo§¢ wywierania negatywnego wplywu na zdrowie lub $rodowisko. Niekorzystny wplyw przejawia
si¢ tylko wtedy, gdy istnieje wystarczajace narazenie.

Odtwarzalnos¢ migdzylaboratoryjna: miernik zakresu, w jakim rézne wykwalifikowane laboratoria, przy uzyciu tego
samego protokolu i testujgc t¢ samg badang substancje, moga przynies¢ jakoSciowo i ilosciowo podobne wyniki.
Odtwarzalno$¢ miedzylaboratoryjna jest okreslana w procesach poprzedzajacych walidacje i obejmujacych walidacje
i wskazuje, w jakim stopniu badanie mozna z powodzeniem przekazywaé miedzy laboratoriami: nazywana jest
réwniez odtwarzalnocig miedzylaboratoryjna (14).

Odtwarzalnos¢ wewngtrzlaboratoryjna: ustalenie stopnia, w jakim wykwalifikowani pracownicy w tym samym laborato-
rium moga z powodzeniem odtworzy¢ wyniki, stosujgc szczegdlowy protokét w réznych momentach. Nazywana
réwniez odtwarzalnoscig laboratoryjng (14).
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Badanie me-too: potoczne okreslenie metody badania, ktéra jest strukturalnie i funkcjonalnie podobna do zwalidowa-
nych i zaakceptowanych zgodnie z referencyjng metoda badania. Taka metoda badania kwalifikowataby sie do
wykorzystania jako walidacja »doganiajaca«. Zamiennie wykorzystana z podobna metoda badania (14).

Wynik odstajgcy: wynik odstajacy jest obserwacja, ktéra znacznie rézni si¢ od innych wartosci w losowej prébee
z populacji.

Normy efektywnosci (PS): normy oparte na zwalidowanej metodzie badania, zapewniajace podstawe do oceny poréw-
nywalno$ci proponowanej metody badania, ktéra jest podobna do metody referencyjnej pod wzgledem mechanis-
tycznym i funkcjonalnym. Uwzglednia sig: (i) istotne elementy metody badania; (ii) podstawowy wykaz chemicznych
substancji odniesienia, wybranych sposréd substancji chemicznych wykorzystywanych w celu wykazania akcepto-
walnej efektywnosci zwalidowanej metody badania; oraz (iii) podobny poziom dokladnosci i wiarygodnosci, na
podstawie wynikow uzyskanych dla zatwierdzonej metody badania, ktéry proponowana metoda badania powinna
osiggnac przy ocenie z wykorzystaniem minimalnego wykazu chemicznych substancji odniesienia (14).

Zastrzezona metoda badawcza: metoda badania, ktorej produkcja i dystrybucja jest ograniczona poprzez patenty, prawa
autorskie, znaki towarowe itp.

Zapewnienie jakosci: proces zarzgdzania, w ktérym przestrzeganie norm i wymogéw w zakresie badan laboratoryjnych,
oraz procedur dotyczacych dokumentagcji i doktadnosci przekazywania danych jest oceniane przez osoby niezalezne
od tych, ktére przeprowadzajg badania.

Chemiczne substancje odniesienia: substancje chemiczne wybrane do wykorzystania w procesie walidacji, dla ktorych
reakcje w systemie badan referencyjnych in vitro, jak i in vivo lub odpowiednie dla badan gatunki sg juz znane. Te
substancje powinny by¢ reprezentatywne dla klas substancji chemicznych, w odniesieniu do ktérych — zgodnie
z oczekiwaniami — bedzie stosowana dana metoda badawcza i powinny reprezentowal pelny zakres reakgji, jakich
mozna si¢ spodziewaé po substancjach chemicznych, w odniesieniu do ktérych Srodek moze by¢ stosowany, od
reakgji silnych przez stabe az do negatywnych. Rézne zestawy chemicznych substancji odniesienia moga by¢ wyma-
gane na réznych etapach procesu zatwierdzania, a takze w odniesieniu do réznych metod badawczych i zastosowan
badania (14).

Istotnosé: opis powigzania badania z oczekiwanym skutkiem oraz czy jest ono znaczace i uzyteczne dla konkretnego
celu. Jest to zakres, w jakim badanie prawidlowo mierzy lub przewiduje biologiczny oczekiwany skutek. Istotnosé
obejmuje uwzglednienie dokladnosci (zgodnosci) metody badania (14).

Wiarygodnosé: miernik zakresu, w jakim metoda badania moze zosta¢ wykonana w sposob odtwarzalny w jednym
laboratorium i pomigdzy laboratoriami w dluzszym okresie czasu, w przypadku jej wykonywania przy uzyciu tego
samego protokotu. Ocenia si¢ ja poprzez obliczenie odtwarzalnodci wewnatrz- i migdzylaboratoryjnej (14).

Dziatanie uczulajgce na skdrg: proces immunologiczny, do ktérego dochodzi w przypadku, gdy osobnik wrazliwy jest
narazony miejscowo na wywolujacy uczulenie chemiczny alergen, powodujacy immunologiczng reakcje skorna, co
moze prowadzi¢ do uczulania przez kontakt ze skorg.

Weskaznik stymulacji (SI): warto$¢ obliczona dla oceny potencjalnego dzialania uczulajacego na skore przez substancje
badana, ktéry wyraza si¢ stosunkiem proliferacji w grupach poddanych dzialaniu $rodka do proliferacji w réwnoleglej
grupie kontrolnej nosnika.

Substancja badana (okreslana takze jako badana substancja chemiczna): kazda substancja lub mieszanina, badana za pomoca
niniejszej TM.

Zwalidowana metoda badania: metoda badania, w odniesieniu do ktdrej zakoriczono badania walidacyjne w celu okre-
$lenia jej istotnosci (w tym dokladnosci) i wiarygodno$ci w odniesieniu do konkretnego celu. Nalezy zauwazy¢, ze
zwalidowana metoda badania moze nie wykazywac dostatecznej efektywnosci z punktu widzenia doktadnosci i wiary-
godnosci, aby mozna bylo ja uznaé za dopuszczalng w odniesieniu do danego celu (14).”

rozdzial B.46 otrzymuje brzmienie:

,B.46. DZIALANIE DRAZNIACE NA SKORE IN VITRO: BADANIE NA MODELU ZREKONSTRUOWA-
NEGO LUDZKIEGO NASKORKA

WSTEP

1. Dzialanie drazniace na skére oznacza powodowanie odwracalnego uszkodzenia skéry w wyniku nalozenia na
skére substancji badanej na okres do 4 godzin [zgodnie z definicja Globalnie Zharmonizowanego Systemu
Klasyfikacji i Oznakowania Chemikaliéw (GHS) Organizacji Narodéw Zjednoczonych (ONZ) i z rozporzadzeniem
Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia 16 grudnia 2008 r. w sprawie klasyfikacji, ozna-
kowania i pakowania substancji i mieszanin (1) (3)]. Niniejsza metoda badania (TM) obejmuje procedure in vitro,
ktéra moze by¢ wykorzystywana do identyfikacji zagrozen w przypadku chemikaliéw (substancje draznigce
i mieszaniny) zgodnie z GHS ONZ i UE CLP kategorii 2 (1) (2) (3). W UE i w innych regionach, ktére nie
przyjely fakultatywnej kategorii 3 GHS ONZ (lekko drazniace), ta TM moze by¢ wykorzystywana réwniez w celu
zidentyfikowania chemikaliéw niezakwalifikowanych do zadnej kategorii, tj. w GHS ONZ i UE CLP okre$lonych
mianem »brak kategorii« (1) (3). Niniejsza TM moze by¢ wykorzystywana do ustalenia drazliwoéci substancji dla
skéry na podstawie samodzielnego badania zastgpczego dla badania dziatania draznigcego na skore metoda in vivo
w wielopoziomowej strategii badan (4 i rozdzial B.4 niniejszego zalcznika).
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Ocena dzialania draznigcego na skore obejmowala na ogdél wykorzystanie zwierzat laboratoryjnych (zob.
wytyczna OECD nr 404 dotyczaca badan; rozdzial B.4 w niniejszym zalgczniku] (4). Z uwagi na konieczno$¢
zapewnienia dobrostanu zwierzat zmodyfikowano w 2004 r. metode B.4, umozliwiajac ustalenie dzialania Zrgce-
gofdraznigcego na skére dzigki zastosowaniu strategii badan wielopoziomowych, przy uzyciu zwalidowanych
metod badania in vitro i ex vivo, co z kolei pozwolito na uniknigcie zadawania bélu zwierz¢tom i powodowania
ich cierpienia. Trzy zwalidowane metody badania in vitro zostaly przyjete w wytycznych OECD nr 430, 431 i 435
dotyczacych badan (5) (6) (7) i dwéch z nich jako rozdzialy B.40 i B.40bis niniejszego zalacznika, ktére maja by¢
stosowane do czgSci dotyczacej badan dziatania zracego w ramach strategii badan wielopoziomowych B.4 lub
wytycznej OECD nr 404 dotyczacej badan (4).

Niniejsza TM odnosi si¢ do dzialania draznigcego na skoére ludzka. Opiera si¢ ona na wykorzystaniu modeli
zrekonstruowanego ludzkiego naskérka (RhE), ktére pod wzgledem ogdlnej struktury (zastosowanie niezmienio-
nych keratynocytéw naskérka pochodzenia ludzkiego jako zrédla komérek, reprezentatywnej tkanki i cytoarchi-
tektury) imitujg SciSle biochemiczne i fizjologiczne wlasciwosci goérnych warstw ludzkiej skory, tj. naskorka.
Niniejsza TM obejmuje réwniez zestaw norm efektywnosci (PS) (dodatek 2) do oceny podobnych i zmodyfiko-
wanych metod badania z wykorzystaniem RhE opracowanych przez EC-ECVAM (8), zgodnie z zasadami wytycz-
nych OECD nr 34 (9).

Istnieja trzy zwalidowane metody, ktére sa zgodne z niniejsza TM. Przeprowadzono badania wstgpne, optyma-
lizacyjne i walidacyjne metody in vitro (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20), z wykorzystaniem
modelu RhE, dostepnego w handlu pod nazwg EpiSkin™ (oznaczonego jako zwalidowana metoda referencyjna —
VRM). Dwie inne dostgpne w handlu metody badania in vitro dzialania draznigcego na skére z wykorzystaniem
RhE wykazaly podobne wyniki do VRM zgodnie z walidacjg oparta na normach efektywnosci (21), a sa to
metody EpiDerm™ SIT (EPI-200) i SkinEthic™ RHE (22).

Zanim bedzie mozliwe wykorzystanie proponowanej podobnej lub zmodyfikowanej metody badania in vitro
z wykorzystaniem RhE innej niz VRM, EpiDerm™ SIT (EPI-200) lub SkinEthic™ RHE do celéw regulacyjnych,
nalezy ustali¢ jej wiarygodno$¢, istotnos¢ (doktadnosé) i ograniczenia w zakresie dotyczacym jej proponowanego
stosowania, aby zapewnic jej poréwnywalno$¢ ze zwalidowang metodg referencyjna, zgodnie z normami efektyw-
nosci okreslonymi w niniejszej metodzie badania (dodatek 2). Ponadto zaleca si¢ odniesienie si¢ do dokumentu
OECD zawierajgcego wyjasnienia dotyczace badania in vitro dzialania draznigcego na skére zanim podobna lub
zmodyfikowana metoda badania in vitro z wykorzystaniem RhE zostanie opracowana, zwalidowana i przedlozona
do przyjecia (23).

DEFINICJE

6.

Definicje s zamieszczone w dodatku 1.

ZALOZENIA WSTEPNE I OGRANICZENIA

7.

Ograniczeniem TM, jak wykazano w badaniu walidacyjnym (16), jest fakt, ze nie umozliwia ona klasyfikacji
substancji chemicznych do opcjonalnej kategorii 3 GHS ONZ (lekko drazniace) (1). Przy zastosowaniu jej do
czgSciowego zastgpienia badania moga si¢ okaza¢ konieczne kolejne badanie in vivo do uzyskania pelnego opisu
potencjalnego dziatania drazniacego na skére (4 i rozdzial B.4 niniejszego zalacznika). Uznaje sig, ze zastosowanie
ludzkiej skory podlega migdzynarodowym i krajowym zastrzezeniom i warunkom etycznym.

Niniejsza TM odnosi si¢ do elementu badania in vitro dzialania draznigcego na skére w wielopoziomowej strategii
badar B.4 (wytyczna OECD nr 404 dotyczgca badai) w odniesieniu do dzialania zracego/podrazniajacego dla
skory (4). Pomimo Ze niniejsza TM nie zapewnia wystarczajacych informacji na temat dzialania zracego na skore,
nalezy zauwazy¢, ze metoda B.40bis (wytyczna OECD nr 431 dotyczaca badan) dotyczgca dzialania Zracego na
skére opiera si¢ réwniez na tym samym systemie badan z RhE, cho¢ z wykorzystaniem innego protokotu
(rozdzial B.40 bis). Niniejsza metoda opiera si¢ na modelach RhE wykorzystujacych ludzkie keratynocyty,
ktére w zwigzku z tym w badaniach in vitro pelnia role docelowego narzadu u docelowego gatunku. Ponadto
bezposrednio obejmuje ona pierwszy etap kaskady zapalnej/mechanizmu dzialania (uszkodzenia komorki i tkanki
dajgce w wyniku miejscowy uraz), ktore wystepuje podczas podraznienia skory in vivo. W ramach walidacji lezgcej
u podstaw niniejszej TM zbadano szeroka game chemikaliéw — a empiryczna baza danych badan walidacyjnych
wyniosta ogélem 58 chemikaliéw (16) (18) (23). Ma to zastosowanie do substancji stalych, plynnych, pélstalych
i woskow. Plyny moga by¢ wodne lub niewodne; substancje stale mogg by¢ rozpuszczalne w wodzie lub nie.
W miare mozliwosci substancje stale powinny zostal wczesniej zmielone do postaci drobnoziarnistego proszku
przed ich zastosowaniem; zadna inna obrobka wstgpna probki nie jest wymagana. Gazéw i aerozoli nie oceniano
jeszcze w badaniach walidacyjnych (24). Jest mozliwe, ze moga one by¢ badane z wykorzystaniem technologii
RhE, obecna TM nie pozwala na badanie gazéw i aerozoli. Nalezy réwniez zauwazy¢, ze mocno zabarwione
substancje chemiczne moga zaktécaé pomiary zywotnosci komérek i wymagaé stosowania przystosowanych
kontroli w celu korekty (zob. pkt 24-26).

Pojedyncza seria oznaczef, w sklad ktérej wchodzg trzy replikaty tkanki, powinna wystarczy¢ dla zbadania
substancji chemicznej, jesli klasyfikacja jest jednoznaczna. Jednakze w przypadku watpliwych wynikéw, jak np.
niezgodno$¢ powtarzalnych pomiaréw iflub $rednia procentowa zywotnosci réwna 50 £ 5 %, nalezy rozwazy(¢
przeprowadzenie drugiej serii oznaczef, jak rowniez trzeciej w przypadku niezgodnos$ci migdzy wynikami dwéch
pierwszych serii.

ZASADA BADANIA

10. Badana substancja chemiczna jest nanoszona miejscowo na tréjwymiarowy model RhE skladajacy si¢ z niezmie-

nionych keratynocytéw naskérka pochodzacych od czlowieka, ktére poddano hodowli w celu uzyskania wielo-
warstwowego, wysoce zroznicowanego modelu ludzkiego naskérka. Model ten sklada si¢ ze zorganizowanych
warstw: podstawnej, kolczystej i ziarnistej oraz z wielopoziomowej warstwy rogowej zawierajacej miedzykomor-
kowe, blaszkowate warstwy lipidéw przedstawiajacych gtéwne lipidowe struktury, analogiczne do stwierdzanych
in vivo.
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11. Sprowokowane chemicznie dzialanie drazniace na skére, objawiajace si¢ poprzez rumien i obrzek, jest wynikiem
kaskady wydarzen zaczynajacej si¢ od penetracji warstwy rogowej i uszkodzenia lezacych glebiej warstw keraty-
nocytéw. Umierajace keratynocyty uwalniajg mediatory, rozpoczynajace kaskade zapalng, ktéra oddzialywuje na
komérki w skérze, w szczegblnosci na komoérki zrebu i $rédblonka. To na skutek rozszerzenia i wzrostu
przepuszczalnoéci komérek $rédblonka mozna zaobserwowal rumiei i obrzgk (24). Metoda oparta na RhE
dokonuje pomiaru poczatkowych zdarzefi w kaskadzie.

12. Zywotnoé¢ komérek w modelach RhE jest mierzona metodg enzymatycznej konwersji przyzyciowego barwnika
MTT [bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-difenylotetrazoliowy, blekit tiazolilowy; numer CAS 298-93-1,
w niebieskg s6l formazanu, ktérg oznacza si¢ iloSciowo po ekstrakcji z tkanek (25). Substancje draznigce
identyfikuje si¢ na podstawie ich zdolnosci do zmniejszenia Zywotnosci komorek ponizej okreslonych wartosci
progowych (tj. < 50 % dla substancji draznigcych kategorii 2 GHS ONZ/UE CLP). W zaleznosci od ram regula-
cyjnych, w ktérych wyniki tej TM sa wykorzystane, chemikalia, ktére prowadza do zachowania Zywotnosci
komoérek powyzej okreslonego poziomu progowego, mozna uznaé za niedraznigce (tj. > 50 % — brak kategorii).

WYKAZANIE EFEKTYWNOSCI

13. Przed rozpoczgciem rutynowego stosowania ktdrejkolwiek z trzech zatwierdzonych metod, ktére sa zgodne
z niniejsza TM, laboratoria powinny wykazac jej efektywnos¢ techniczng z wykorzystaniem dziesigciu chemicz-
nych substancji odniesienia wymienionych w tabeli 1. W odniesieniu do podobnych metod, opracowanych
w ramach niniejszej TM, lub do zmodyfikowanych wersji ktérejkolwiek z trzech zatwierdzonych metod powinny
by¢ spelnione wymogi normy efektywnosci opisane w dodatku 2 dotyczacym niniejszej TM, zanim dana metoda
zostanie wykorzystana do badan regulacyjnych.

14. W ramach wykazywania efektywnosci zaleca si¢, aby uzytkownik sprawdzil wlasciwosci bariery cechujgce tkanki
po ich otrzymaniu, zgodnie ze wskazaniami producenta modelu RhE. Jest to szczegdlnie wazne, jezeli tkanki sa
wystane na duze odleglosci lub w dlugich okresach czasu. Gdy metoda zostala z powodzeniem wprowadzona
oraz wykazano jej efektywnos¢, weryfikacja taka nie bedzie konieczna w ramach rutynowej procedury. Jednak
w przypadku rutynowego zastosowania metody zaleca si¢, aby w dalszym ciagu ocenia¢ wlasciwosci bariery
w regularnych odstgpach czasu.

Tabela 1

Chemiczne substancje odniesienia (')

i L Kategoria w klasyfikacji GHS
Chemikalia Nr CAS Ocena in vivo (%) | Stan fizyczny ONZJUE CLP
Kwas naftylooctowy 86-87-3 0 Cialo stale Brak kat.
Izopropanol 67-63-0 0,3 Ciecz Brak kat.
Stearynian metylu 112-61-8 1 Cialo state Brak kat.
Maslan heptylu 5870-93-9 1,7 Ciecz Brak kat.
(nieobowigzkowa kat.
30,4
Salicylan heksylu 6259-76-3 2 Ciecz Brak kat.
(nieobowigzkowa kat.
3)0), (%)
Aldehyd cyklamenu 103-95-7 2,3 Ciecz Kat. 2
1-bromoheksan 111-25-1 2,7 Ciecz Kat. 2
Wodorotlenek potasu (5% roztwér | 1310-58-3 3 Ciecz Kat. 2
wodny)
1-metylo-3-fenylo-1-piperazyna 5271-27-2 3,3 Cialo stale Kat. 2
Heptanal 111-71-7 3,4 Ciecz Kat. 2

(") Wymienione chemiczne substancje odniesienia stanowig podgrupe chemicznych substancji odniesienia uzywanych w badaniach
walidacyjnych.

(%) Ocena in vivo zgodnie z B.4 i wytycznymi OECD nr 404 dotyczacymi badan (4).

(}) Zgodnie z niniejsza metoda badania opcjonalna kategoria 3 GHS ONZ (lekko draznigce) (1) jest uznawana za brak kategorii.

(%) GHS ONZ opcjonalna kategoria 3 nie jest stosowana w ramach UE CLP.
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PROCEDURA

15. Ponizej przedstawiono opis sktadowych i procedur badania oceniajacego dzialanie draznigce na skor¢ przy
wykorzystaniu RhE. Nalezy odtworzy¢ model RhE: moze by¢ on przygotowany w laboratorium lub uzyskany
na rynku. Sa dostepne standardowe procedury operacyjne (SPO) dla EpiSkin™, EpiDerm™ SIT (EPI-200)
i SkinEthic RHE™ (26) (27) (28). Badania nalezy wykonywa¢ zgodnie z ponizszymi zaleceniami:

Sktadowe metody badania RHE
Warunki ogélne

16. W celu odtworzenia naskérka nalezy uzy¢ niezmienionych keratynocytéw pochodzacych od cztowieka. Pod
zachowujaca funkcje zyciowe warstwa rogowa powinno znajdowac si¢ kilka warstw zywych komérek naskérka
(warstwa podstawna, warstwa kolczysta, warstwa ziarnista). Warstwa rogowa powinna by¢ wiclopoziomowa
i powinna zawiera¢ lipidy niezbedne do utworzenia czynnosciowej bariery na tyle wytrzymalej, aby uniemozli-
wiala szybkie przenikanie cytotoksycznych markerdéw, np. soli sodowej siarczanu dodecylu (SDS) lub markera
Triton X-100. Funkcje bariery nalezy wykaza¢ i mozna oceni¢ albo poprzez ustalenie stezenia, w ktorym marker
zmniejsza zywotno§¢ tkanek o 50 % (ICs5q) po ustalonym czasie narazenia na dzialanie, albo poprzez ustalenie
czasu narazenia na dzialanie potrzebnego do zmniejszenia zywotno$ci komoérek o 50 % (ETs) po zastosowaniu
markera w okre$lonym, stalym stezeniu. Wlasciwosci izolacyjne modelu RhE powinny zapobiegaé przechodzeniu
materialu przez warstwe rogowa do zywej tkanki, gdyz w innym razie modelowanie narazenia skéry mogloby
by¢ niewlasciwe. Model RhE nie powinien by¢ skazony bakteriami, wirusami, mykoplazmami ani grzybami.

Warunki funkcjonalne
Zywotno$é

17. Préba stosowana dla ustalenia wielkosci Zywotnosci jest préba MTT (25). Uzytkownicy modelu RhE powinni
zapewni¢, aby kazda partia stosowanego modelu RhE spelniala okreslone kryteria kontroli negatywnej (NC).
Gesto$¢ optyczna (OD) samego rozpuszczalnika do ekstrakcji powinna by¢ wystarczajaco niska, tj. OD < 0,1.
Zakres dopuszczalnoéci (gorna i dolna granica) kontroli negatywnej wartosci gestoéci optycznej (w warunkach
metody badania dzialania draznigcego na skore) jest okreslony przez producentéw/dostawcéw modelu RhE,
a zakresy akceptowalnosci dla trzech zatwierdzonych metod sg podane w tabeli 2. Nalezy udokumentowaé
stabilno$¢ w hodowli (uzyskiwanie podobnych wynikéw pomiaréw Zywotnosci) tkanki poddanej dziataniu NC
w badanym okresie narazenia.

Tabela 2

Zakresy dopuszczalno$ci kontroli negatywnej wartosci gestosci optycznej (OD)

Dolna granica dopuszczalnosci Goérna granica dopuszczalnosci
EpiSkin™ (SM) >0,6 <1,5
EpiDerm™ SIT (EPI-200) >1,0 <25
SkinEthic™ RHE 21,2 <25

Funkcja bariery

18. Warstwa rogowa i wchodzace w jej sklad lipidy powinny by¢ na tyle odporne, aby nie bylo mozliwe szybkie
przenikanie przez nie cytotoksycznych markeréw, np. SDS lub markera Triton X-100, wedlug oceny na
podstawie ICs, lub ETs (tabela 3).

Morfologia

19. Badanie histologiczne modelu RhE nalezy przeprowadzi¢ z wykazaniem istnienia struktury przypominajgcej
ludzki naskoérek (w tym wielopoziomowej warstwy rogowej).

Odtwarzalnos¢

20. Wyniki pozytywnej kontroli substancji chemicznej (PC), oraz negatywne kontrole (NC) metody badania powinny
wykazywaé odtwarzalno$¢ w czasie.
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Kontrola jakosci (QC)

21.

Producent badZ dostawca modelu RhE powinni zapewnic i wykazaé, ze kazda partia wykorzystywanego modelu
RhE spelnia okreslone kryteria zwolnienia do produkcji, sposrdd ktdrych te dotyczace zywotnosci (pkt 17), funkgji
bariery (pkt 18) i morfologii (pkt 19) sa najbardziej istotne. Dane te powinny by¢ przekazane uzytkownikom
metody, tak aby mogli oni uwzgledni¢ t¢ informacj¢ w sprawozdaniu z badania. Zakres dopuszczalnosci (gorna
i dolna granica) ICs, lub ETs, powinien zostaé ustalony przez producenta/dostawce modelu skory (lub badacza
w przypadku stosowania modelu opracowanego wewngtrznie). Do wiarygodnego przewidywania klasy podraz-
nienia mozna przyja¢ wylacznie wyniki uzyskane z uzyciem zakwalifikowanych tkanek. Przykladowe zakresy
dopuszczalnosci dla trzech zatwierdzonych metod podano w tabeli 3.

Tabela 3

Przyklady kryteri6w zwolnienia serii na podstawie kontroli jakosci

Dolna granica dopuszczalnosci Goérna granica dopuszczalnosci

EpiSkin™ (SM) IC5 = 1,0 mg/ml IC5, = 3,0 mg/ml

(poddawanie dziataniu SDS przez 18 godzin)
(26)

EpiDerm™ SIT (EPI-200) ETs,
(1 % Triton X-100)(27)

4,8 hr ETso = 8,7 hr

SkinEthic™ RHE ETgo = 4,0 hr ETs = 9,0 hr

(1 % Triton X-100)(28)

Nakladanie substancji badanej i kontrolnej

22.

23.

Nalezy uzy¢ co najmniej trzy powtdrzenia dla kazdej substancji badanej i kontrolnej w kazdej serii. W przypadku
plynnych i stalych substangji nalezy natozy¢ na skore dostateczna ilo§¢ substancji badanej, tak aby réwnomiernie
pokrywala powierzchni¢ skory, unikajac jednak naktadania dawki nieograniczonej, tj. nalezy uzy¢ co najmniej
25 pLfem? lub 25 mg/cm? W przypadku ciat statych przed nalozeniem nalezy zwilzy¢ powierzchnie naskérka
woda dejonizowana lub destylowang w celu poprawy kontaktu migdzy badang substancja chemiczng
i powierzchnia naskorka. W miarg mozliwosci substancje state powinny by¢ badane w postaci drobnoziarnistego
proszku. Pod koniec okresu narazenia na dzialanie substancj¢ badana nalezy ostroznie zmy¢ z powierzchni skory
buforem wodnym lub 0,9 % NaCl. Zaleznie od tego, ktéra z trzech zatwierdzonych metod z wykorzystaniem RhE
jest stosowana, okres narazenia na dzialanie moze si¢ waha¢ od 15 do 60 minut, a temperatura inkubacji moze
wynosi¢ od 20 do 37 °C. Czas narazenia na dzialanie i temperatura sg dobrane odpowiednio dla kazdej z metod
RhE i stanowig swoiste wlasciwosci, rozne dla kazdej metody. Szczegdtowe informacje okreslono w standardo-
wych procedurach operacyjnych dotyczacych omawianych metod (26) (27) (28).

Rownolegle NC i PC powinny by¢ stosowane w kazdej serii, aby wykazac, ze zywotno$¢ (przy NC), funkcja
bariery i ostateczna czulo$¢ tkankowa (przy PC) sa zawarte w dopuszczalnym zakresie zdefiniowanym na
podstawie danych historycznych. Proponowana PC to 5 % roztworu wodnego SDS. Zalecanymi substancjami
stanowigcymi NC s3 woda lub roztwor chlorku sodu buforowany fosforanami (PBS).

Pomiary zywotnosci komdrek

24. Najwazniejszym elementem procedury badania jest to, ze pomiaréw zywotnosci nie wykonuje si¢ natychmiast po

25.

26.

narazeniu na substancje badane, ale po dostatecznie dlugim okresie inkubacji tkanek przemytych po tej ekspozy-
qji, w §wiezym podlozu. Ten okres pozwala zardwno na ustgpienie stabych dziatan cytotoksycznych, jak i na
pojawienie si¢ wyraznych dzialai cytotoksycznych. Faza optymalizacji badania (11) (12) (13) (14) (15) wykazala,
ze okres 42 godzin inkubacji tkanek po ekspozydji jest optymalny.

Préba MTT jest uznang metodg ilociowa, ktéra nalezy wykorzystywaé do pomiaréw zywotnosci komoérek
w ramach niniejszej TM. Mozna ja stosowac do badan z uzyciem tréjwymiarowego wytworu tkankowego. Probke
tkanki umieszcza si¢ w roztworze MTT o wilasciwym stezeniu (np. 0,3-1 mg/mL) na 3 godziny. Wytragcony
niebieski produkt formazanowy ekstrahuje si¢ nastgpnie z tkanki przy uzyciu rozpuszczalnika (np. izopropanol,
kwasny izopropanol) i mierzy si¢ stezenie formazanu poprzez oznaczenie OD przy dlugosci fali 570 nm,
wykorzystujac filtr w pasmie maksimum * 30 nm.

Wiasciwosci optyczne badanej substancji chemicznej lub jej dzialanie chemiczne na MTT mogg wplywaé na
prébe, powodujac zafalszowanie oceny zywotnosci (poniewaz substancja badana moze uniemozliwia¢ lub
odwracaé oraz powodowaé powstawanie barwy). Moze tak si¢ zdarzy¢é w przypadku niecalkowitego usunigcia
okreslonej substancji badanej z tkanki przez przemywanie lub gdy substancja ta przeniknie przez naskorek. Jesli
substancja badana oddziatuje bezposrednio na MTT (reduktor MTT), jest naturalnie barwna lub staje si¢ barwna
w trakcie oddzialywania na tkanke, nalezy zastosowaé dodatkowe kontrole w celu wykrycia i skorygowania
wplywu substancji badanej na technike pomiaru zywotnosci. Szczegétowy opis korekty bezposredniej redukcji
MTT i zaklécen przez barwniki jest dostepny w standardowych procedurach operacyjnych dotyczacych trzech
zatwierdzonych metod (26) (27) (28).
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Kryteria dopuszczalnosci

27. Dla kazdej metody z zastosowaniem zwalidowanych serii RhE (zob. pkt 21) tkanki poddane dzialaniu NC
powinny wykazywal OD odpowiednig do jakoSci tkanek poddanych wszystkim etapom wysytki i odbioru
oraz wszystkim procesom protokotu badania. Wartosci OD kontroli nie powinny by¢ nizsze niz dolne granice
zdefiniowane na podstawie danych historycznych. Podobnie tkanki poddane dzialaniu PC, tj. 5% roztworem
wodnym SDS, powinny odzwierciedla¢ ich zdolnosci do reagowania na draznigcg substancje chemiczng w warun-
kach TM (26) (27) (28). Nalezy zdefiniowaé powiazane i wlaSciwe miary zmiennoSci pomiedzy replikatami tkanek
(np. w przypadku stosowania odchyleni standardowych (SD) powinny one miesci¢ si¢ w jednostronnym przedziale
tolerancji 95 % obliczonym na podstawie danych historycznych; dla VRM SD < 18 %).

Interpretacja wynikéw i model predykcyjny

28. Wartosci OD uzyskane dla kazdej substancji badanej mozna wykorzysta¢ do obliczenia procentowej Zywotnosci
znormalizowanej w odniesieniu do NC, ktdrej Zywotno$¢ ustala si¢ na 100 %. Nalezy wyraznie zdefiniowad
i udokumentowaé warto$¢ odcigcia procentowej zywotnosci komorek, odrézniajaca draznigce substancje badane
od niesklasyfikowanych substancji badanych, oraz procedury statystyczne stosowane do oceny wynikéw i identy-
fikacji substancji draznigcych; nalezy réwniez udowodni¢, Ze s3 one wlasciwe. Wartosci odciecia do predykeji
dzialania draznigcego sa podane ponizej:
— badana substancja chemiczna jest uwazana za draznigcg dla skéry zgodnie z klasyfikacjg GHS ONZ|UE CLP
kategorii 2, jesli zywotno$¢ tkanki po narazeniu i nastgpujgcej po nim inkubacji jest mniejsza lub réwna (<)
50 %,

— w zaleznosci od ram regulacyjnych, w ktérych sa wykorzystywane wyniki niniejszej TM, badang substancje
mozna uzna¢ za niewywierajaca dzialania draznigcego na skore zgodnie z GHS ONZ[UE CLP »brak kategoriic,
jesli zywotno$¢ tkanki po narazeniu na dzialanie i nastgpujacej po nim inkubadcji jest wigksza niz (>) 50 %.

DANE I SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
Dane

29. Dla kazdej serii nalezy przedstawi¢ w formie tabelarycznej, z uwzglednieniem w stosownych przypadkach danych
z powtdrzen eksperymentu, dane z poszczegdlnych replikatow tkanek (np. dane dotyczace wartosci OD i obli-
czonej procentowej zywotno$ci komérek dla kazdej substancji badanej, facznie z klasyfikacja). Ponadto nalezy
zglosi¢ $rednie + odchylenie standardowe dla kazdej serii. Powinny by¢ przedstawione zaobserwowane interakcje
z odczynnikiem MTT i z barwnymi substancjami badanymi w odniesieniu do kazdej substancji badanej.

Sprawozdanie z badania

30. Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ nastepujace informacje:
Badane i kontrolne substancje chemiczne:
— nazwy chemiczne, np. nazwa i numer CAS, nazwa i numer WE, jezeli jest znany,
— czysto$¢ i sklad substancji (w procentach wagowych),

— wlaciwosci fizykochemiczne istotne dla prowadzenia badania (np. stan fizyczny, stabilno$¢, lotnosé, pH
i rozpuszczalno§¢ w wodzie, jesli jest znana),

— postepowanie z substancjami badanymi/kontrolnymi przed rozpoczgciem badan, w odpowiednich przypad-
kach (np. podgrzewanie, mielenie),

— warunki przechowywania.

Uzasadnienie dla zastosowanego modelu RhE i protokolu
Warunki badania:
— zastosowany system komorkowy,

— pelne informacje podstawowe na temat stosowanego modelu RhE, z uwzglednieniem jego efektywnosci.
Powinno to w szczeg6lnosci obejmowac:

(i) zywotnos¢;
(ii) funkcje bariery;
(iii) morfologie;
(iv) odtwarzalno¢ i predykcyjnosé;
(v) kontrole jakosci (QC) modelu,
— szczeglly zastosowanej procedury testowej,
— zastosowane badane dawki, czas trwania narazenia i okresu inkubacji po narazeniu,

— opis wszelkich modyfikacji procedury badania,
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— odwotanie do danych historycznych modelu. Powinno to migdzy innymi obejmowac:
(i) dopuszczalno$é danych QC z odwotaniem do danych dotyczacych serii historycznych;

(i) dopuszczalno$¢ wartosci kontroli pozytywnych i negatywnych, z okresleniem pozytywnych i negatywnych
$rednich oraz zakresow kontroli,

— opis stosowanych kryteriéw oceny, z uzasadnieniem wyboru punktu(-6w) odcigcia w modelu predykcyjnym,

— odniesienie do kontroli historycznych danych.

Wyniki:

— tabelaryczne zestawienie danych dotyczacych pojedynczych badanych substancji chemicznych dla kazdej serii
i kazdego powtarzalnego pomiaru,

— wskazanie préb kontroli uzywanych w odniesieniu do bezposrednich reduktoréw MTT i/lub substancji bada-
nych, ktére w wyniku reakgji przechodza w barwny produkt,

— opis innych zaobserwowanych skutkéw.

Oméwienie wynikéw

Whnioski
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Dodatek 1
Definicje

Dokladno$é: bliskos¢ zgodnosci pomiedzy wynikami zastosowania metody badania a przyjetymi warto$ciami odnie-
sienia. Jest to miara efektywnosci metody badania i jeden z aspektow jej istotnosci. Pojecia tego czgsto uzywa sig
zamiennie z pojeciem »zgodno§é« na oznaczenie odsetka prawidtowych wynikéw uzyskiwanych przy uzyciu metody
badania (9).

Zywotnos¢ komdrek: parametr okreslajacy catkowitg aktywnosé populacji komérek, np. zdolno§é dehydrogenaz w mito-
chondriach komérek do obnizenia zawartosci przyzyciowego barwnika MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-ilo)-2,5-
difenylotetrazoliowy, blekit tiazolilowy), ktory — w zaleznosci od mierzonego punktu koncowego i zastosowanego
schematu badania — odpowiada catkowitej liczbie iflub zywotnosci zywych komoérek.

Zgodnosé: jest to miara efektywnosci metody badania w odniesieniu do metod badan, ktére daja wyniki kategoryczne
i jest jednym z aspektow istotnosci. Okreslenie jest stosowane wymiennie z okresleniem »dokladno$ée definiuje sig
jako odsetek wszystkich badanych substancji chemicznych, ktére sg prawidlowo sklasyfikowane jako pozytywne lub
negatywne. (9).

ET50: moze by¢ oszacowane przez ustalenie czasu narazenia na dzialanie potrzebnego do zmniejszenia zywotnosci
komoérek o 50 % po zastosowaniu substancji chemicznej pelnigcej role markera w okreslonym, stalym stezeniu, zob.
réwniez ICsy,.

UE CLP (rozporzgdzenie Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1272/2008 z dnia 16 grudnia 2008 r. w sprawie
klasyfikacji, oznakowania i pakowania substancji i mieszanin): wdraza w Unii Europejskiej (UE) system GHS ONZ shuzacy
do celéow klasyfikacji i etykietowania chemikaliéw (substancje i mieszaniny) (3).

GHS (globalnie zharmonizowany system Rlasyfikacji i etykietowania chemikaliéw Organizacji Narodéw Zjednoczonych (ONZ)):
system proponujacy klasyfikacje chemikaliéw (substancji i mieszanin) wedtug znormalizowanych rodzajéow i poziomdow
zagrozen fizycznych, zdrowotnych i $rodowiskowych oraz uwzgledniajacy odpowiednie elementy komunikacyjne,
takie jak piktogramy, hasta ostrzegawcze, zwroty wskazujace rodzaj zagrozenia, zwroty wskazujace $rodki ostroznosci
i karty charakterystyki substancji i produktéw niebezpiecznych, aby przekazaé informacje na temat ich dziatan
niepozadanych w celu zapewnienia ochrony ludzi (w tym pracownikéw, robotnikéw, przewoznikéw, konsumentow
i ratownikéw) i Srodowiska (1).

IC5p: moze by¢ oszacowane poprzez oznaczanie stezenia, w ktdrym substancja chemiczna pelnigca role markera
powoduje zmniejszenie zywotnosci tkanek o 50 % (IC5q) po stalym czasie narazenia na dzialanie, zob. rowniez ETsy,.

Dawka nieograniczona: ilo$¢ substancji badanej nakladana na skére, przekraczajaca ilo$¢ konieczng do calkowitego,
jednolitego pokrycia jej powierzchni.

Badanie me-too: potoczne okreslenie metody badania, ktora jest strukturalnie i funkcjonalnie podobna do zwalidowa-
nych i zaakceptowanych zgodnie z referencyjng metoda badania. Taka metoda badania kwalifikowataby sie do
wykorzystania jako walidacja »doganiajaca«. Zamiennie wykorzystana z podobna metoda badania (9).

Normy efektywnosci (PS): normy oparte na zwalidowanej metodzie badania, zapewniajace podstawe do oceny poréw-
nywalno$ci proponowanej metody badania, ktéra jest podobna do metody referencyjnej pod wzgledem mechanis-
tycznym i funkcjonalnym. Uwzglednia sig: (i) istotne elementy metody badania; (i) podstawowy wykaz chemicznych
substancji odniesienia, wybranych sposréd substancji chemicznych wykorzystywanych w celu wykazania akcepto-
walnej efektywnosci zwalidowanej metody badania; oraz (iii) podobny poziom dokladnosci i wiarygodnosci, na
podstawie wynikow uzyskanych dla zwalidowanej metody badania, ktéry proponowana metoda badania powinna
osiggnal przy ocenie z wykorzystaniem podstawowego wykazu chemicznych substancji odniesienia (9).

Chemiczne substancje odniesienia: substancje chemiczne wybrane do wykorzystania w procesie walidacji, dla ktorych
reakcje w systemie badan referencyjnych in vitro oraz in vivo lub odpowiednie dla badan gatunki s3 juz znane. Te
substancje powinny by¢ reprezentatywne dla klas substancji chemicznych, w odniesieniu do ktérych — zgodnie
z oczekiwaniami — bedzie stosowana dana metoda badawcza i powinny reprezentowal pelny zakres reakgji, jakich
mozna si¢ spodziewaé po substancjach chemicznych, w odniesieniu do ktérych $rodek moze by¢ stosowany, od
reakgji silnych przez stabe az do negatywnych. Rézne zestawy chemicznych substancji odniesienia moga by¢ wyma-
gane na réznych etapach procesu zatwierdzania, a takze w odniesieniu do réznych metod badawczych i zastosowan
badania (9).
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Istotnosé: opis powigzania badania z oczekiwanym skutkiem oraz czy jest ono znaczace i uzyteczne dla konkretnego
celu. Jest to zakres, w jakim badanie prawidlowo mierzy lub przewiduje biologiczny oczekiwany skutek. Istotnosé
obejmuje uwzglednienie dokladnosci (zgodnosci) metody badania (9).

Wiarygodnosé: miernik zakresu, w jakim metoda badania moze zosta¢ wykonana w sposob odtwarzalny w jednym
laboratorium i pomigdzy laboratoriami w dluzszym okresie czasu, w przypadku jej wykonywania przy uzyciu tego
samego protokotu. Ocenia si¢ ja poprzez obliczenie odtwarzalnosci wewnatrz- i miedzylaboratoryjnej (9).

Badanie zastgpcze: badanie, ktére ma na celu zastgpienie badania stosowanego rutynowo i zaakceptowanego do
identyfikacji zagrozen iflub oceny ryzyka i w odniesieniu do ktérego ustalono, ze zapewnia réwnowazng lub lepsza
ochrong zdrowia ludzi lub zwierzat lub $rodowiska, odpowiednio, w poréwnaniu z zaakceptowanym badaniem, we
wszystkich mozliwych warunkach badania i w odniesieniu do wszystkich mozliwych chemikaliow (9).

Czulosé: odsetek wszystkich pozytywnych/aktywnych chemikaliow prawidlowo sklasyfikowanych w badaniu. Jest to
miara dokladno$ci metody badania, ktéra daje wyniki kategoryczne, stanowigca parametr istotny dla oceny istotnosci
metody badania (9).

Dziatanie draznigce na skére: powodowanie odwracalnego uszkodzenia skéry w wyniku nalozenia na skore badanej
substancji chemicznej na okres do 4 godzin. Dzialanie draznigce na skére jest powstajaca miejscowo, nieimmuno-
genng reakcjg, ktéra pojawia sie wkrétce po stymulacji (29). Jego gléwna cecha jest odwracalny proces obejmujacy
reakcje zapalne oraz wigkszo§¢ charakterystycznych objawéw klinicznych podraznienia (rumiefi, obrzgk, $wiad i bél)
zwigzanych z procesem zapalnym.

Swoistosc: odsetek wszystkich negatywnych/nieczynnych badanych chemikaliow prawidlowo sklasyfikowanych w bada-
niu. Jest to miara doktadnosci metody badania, ktéra daje wyniki kategoryczne, stanowiaca parametr istotny dla oceny
istotno$ci metody badania (9).

Wielopoziomowa strategia badania: badanie, w ktérym zastosowano metody badania w sposéb sekwencyjny; Decyzje
dotyczace wyboru metod badawczych na kazdym kolejnym poziomie podejmowane sa w oparciu o wyniki uzyskane
w poprzednim poziomie badan (9).

Substancja badana (okreslana takze jako badana substancja chemiczna): kazda substancja lub mieszanina, badana za pomoca
niniejszej TM.

Dodatek 2

Normy efektywnosci do celéow oceny proponowanych podobnych do badafi in vitro z wykorzystaniem
zrekonstruowanego ludzkeigo naskérka (RhE) lub zmodyfikowanych metod badania dzialania uczulajacego
na skore

WSTEP

1. Normy efektywnosci (PS) stuzg przede wszystkim ustaleniu, w jaki sposéb okresli¢, czy nowe metody badan, zar6wno
zastrzezone (tj. chronione prawem autorskim czy znakiem towarowym, zarejestrowane), jak i niezastrzezone, sa
wystarczajaco dokladne i wiarygodne w odniesieniu do konkretnych celéw badawczych. Te normy efektywnosci,
opracowane na podstawie zwalidowanych i zaakceptowanych metod badawczych, moga by¢ wykorzystane do oceny
wiarygodnosci i dokladnosci innych podobnych metod (nazywanych potocznie metodami »me-too«), ktére opieraja
sie na podobnych zasadach naukowych i mierza lub przewiduja te same skutki biologiczne lub toksyczne (9).

2. Przed przyjeciem zmodyfikowanych metod (tj. proponowanych ewentualnych usprawnien do zatwierdzonej
metody badan), nalezy dokonal oceny w celu okreslenia wplywu proponowanych zmian na dzialanie badania
oraz zakres, w jakim zmiany takie maja wplyw na informacje dost¢pne dla innych elementéw procesu walidacji.
W zaleznodci od liczby i charakteru proponowanych zmian, wygenerowanych danych i towarzyszacej tym
zmianom dokumentacji, powinny one by¢ poddawane takiemu samemu procesowi walidacji, jak opisano w odnie-
sieniu do nowego badania, lub, w stosownych przypadkach, ograniczonej ocenie wiarygodnosci i istotnosci przy
uzyciu sprawdzonej normy efektywnosci (9).

3. Metody podobne (me-too) do ktdrejkolwick z trzech zwalidowanych metod [EpiSkin™ (zwalidowana metoda
referencyjna — VRM), EpiDerm™ SIT (EPI-200) i SkinEthic™RHE] lub ich zmodyfikowane wersje zaproponowane
do stosowania w ramach niniejszej TM nalezy podda¢ ocenie w celu okreSlenia ich wiarygodnosci i doktadnosci
z wykorzystaniem substancji chemicznych reprezentujacych pelny zakres wskaznikéw podraznienia wg Draize’a.
W ocenie z uzyciem 20 zalecanych w normach efektywnosci chemicznych substancji odniesienia (tabela 1)
proponowane lub zmodyfikowane metody powinny mie¢ warto$ci wiarygodnosci i dokfadnosci poréwnywalne
do wykazywanych przez VRM (tabela 2) lub od nich lepsze (2) (16). Wartoéci wiarygodnosci i dokladnosci, ktére
nalezy osiggnaé, sa okreSlone w pkt 8-12 niniejszego dodatku. Zostaly uwzglednione zaréwno chemikalia
niezaklasyfikowane (GHS ONZ/UE CLP brak kategorii), jak i zaklasyfikowane (GHS ONZ/UE CLP kategoria 2)
(1), reprezentujace rézne klasy substancji chemicznych, tak aby mozna bylo poréwnaé wiarygodno$¢ i doktadnos¢
(czuto§é, swoisto§¢ i ogblna dokladno$é) proponowanej metody do wiarygodnosci i dokladnosci VRM. Przed
zastosowaniem metody badania do badaf nowych substancji badanych nalezy okresli¢ jej wiarygodnosé, a takze
zdolno$¢ do prawidlowej identyfikacji substancji draznigcych nalezacych do kategorii 2 GHS ONZ/UE CLP a takze,
w zalezno$ci od ram regulacyjnych, na potrzeby ktérych generowane sa dane, jej zdolno$¢ do prawidtowej
identyfikacji substancji niezaklasyfikowanych do zadnej kategorii w systemie UN GHS/UE CLP (brak kategorii).
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Niniejsze normy efektywnosci opieraja si¢ na EC-ECVAM PS (8), zaktualizowanej odpowiednio wedtug systeméw
klasyfikacji i etykietowania GHS ONZ i UE CLP (1) (3). Pierwotnie PS zostaly okreslone po zakoriczeniu badania
walidacyjnego (21) i opracowane w oparciu o wspdlnotowy system klasyfikacji ustanowiony w dyrektywie
Komisji 2001/59/WE z dnia 6 sierpnia 2001 r. dostosowujacej po raz dwudziesty 6smy do postepu technicznego
dyrektywe Rady 67/548/EWG w sprawie zblizenia przepiséw ustawowych, wykonawczych i administracyjnych
odnoszacych si¢ do klasyfikacji, pakowania i etykietowania substancji niebezpiecznych (). W zwigzku z przyjeciem
systemu GHS ONZ do celow klasyfikacji i etykietowania w UE (UE CLP) (3), jakie mialo miejsce w okresie
pomiedzy zakoriczeniem badania walidacyjnego a ukoficzeniem niniejszej TM, normy efektywnosci zostaly
uaktualnione (8). W uaktualnionej wersji zawarto wiele zmian (i) w objetym normami efektywnosci zestawie
chemicznych substancji odniesienia; oraz (i) w okre§lonych warto$ciach wiarygodnosci i dokladnosci (2) (23).

NORMY EFEKTYWNOSCI DLA METOD BADANIA IN VITRO DZIALANIA UCZULAJACEGO NA SKORE Z WYKO-
RZYSTANIEM RhE

5.

Normy efektywnosci obejmujg trzy nastepujace elementy (9):
I) Istotne elementy metody badania
II) Minimalny wykaz chemicznych substancji odniesienia

Il) Zdefiniowane warto$ci wiarygodnosci i dokfadnosci

I) Istotne elementy metody badania

6.

Obejmuja one kluczowe strukturalne, funkcjonalne, i proceduralne elementy metody zwalidowanej, ktére powinny
by¢ zawarte w protokole metody proponowanej, podobnej do metody odniesienia pod wzgledem mechanis-
tycznym i funkcjonalnym, lub zmodyfikowanej jej wersji. Elementy te obejmuja wyjatkowe cechy metody,
krytyczne szczegdly proceduralne oraz $rodki kontroli jakosci. Przestrzeganie zasadniczych elementéw metody
badania przyczyni si¢ do zapewnienia, Ze podobna lub zmodyfikowana proponowana metoda opiera si¢ na tej
samej koncepcji, co odpowiadajaca im VRM (9). Istotne elementy metody badania zostaly szczegétowo opisane
w pkt 16-21 niniejszej TM, a badanie nalezy wykonywaé zgodnie z zaleceniami zawartymi w:
— warunkach ogdlnych (pkt 16),
— warunkach funkcjonalnych, ktére obejmuja:

— zywotno$¢ (pkt 17),

— funkgcje bariery (pkt 18),

— morfologie (pkt 19),

— odtwarzalnos¢ (pkt 20), oraz

— kontrole jakosci (pkt 21).

II) Minimalny wykaz chemicznych substancji odniesienia

7.

Chemiczne substancje odniesienia sa wykorzystywane do okreSlenia, czy wiarygodno$¢ i doktadnos§¢ propono-
wanej podobnej lub zmodyfikowanej metody, co do ktérej udowodniono, ze jest strukturalnie i funkcjonalnie
wystarczajaco podobna do VRM, lub stanowi niewielkg zmiang jednej z trzech zwalidowanych metod, s3 poréw-
nywalne do wiarygodnosci i doktadnosci VRM lub od nich lepsze (2) (8) (16) (23). 20 zalecanych chemicznych
substancji odniesienia, ktdre zostaly wymienione w tabeli 1, obejmuje chemikalia reprezentujace rézne klasy
substancji chemicznych (tj. kategorie chemiczne opracowane na podstawie grup funkcjonalnych) i reprezentuja
pelny zakres wskaznikéw podraznienia wg Draize'a (od niedrazniacych po silnie drazniace). Chemikalia zawarte
w tym wykazie obejmuja 10 chemikaliéw nalezacych do kategorii 2. systemu GHS ONZJUE CLP i 10 chemika-
liow niezaklasyfikowanych, z ktérych 3 sa nieobowiazkowymi chemikaliami z kategorii 3 systemu GHS ONZ.
Zgodnie z niniejszg metoda badania opcjonalna kategoria 3 jest uznawana za brak kategorii. Chemikalia wymie-
nione w tabeli 1 zostaly wybrane sposrdd substancji chemicznych wykorzystanych w fazie optymalizacji badania,
ktéra nastapila po etapie procedur poprzedzajacych walidacje i w badaniu walidacyjnym VRM, w odniesieniu do
funkcjonalnosci chemicznej i stanu fizycznego (14) (18). Te chemiczne substancje odniesienia to minimalna liczba
chemikaliéw, ktére powinny by¢ wykorzystane do oceny dokladnosci i wiarygodnosci proponowanej podobnej
lub zmodyfikowanej metody, nie powinny jednak by¢ wykorzystywane przy opracowywaniu nowych metod.
W sytuacjach, w ktérych wymieniona w wykazie substancja chemiczna jest niedostgpna, mozna wykorzystaé
inne chemikalia, w stosunku do ktérych dysponuje si¢ odpowiednimi danymi referencyjnymi z badan in vivo,
gléwnie sposrdd substancji chemicznych wykorzystywanych w fazie optymalizacji badania, ktéra nastepuje po
etapie procedur poprzedzajacych walidacje lub w badaniu walidacyjnym VRM. W razie potrzeby, aby dodatkowo
oceni¢ dokladno$¢ proponowanej metody badania, mozna doda¢ do wykazu minimalnego substancji referencyj-
nych dodatkowe substancje reprezentujace inne klasy chemiczne, dla ktérych sa dostepne dostateczne dane
referencyjne z badan in vivo.

() Dz.U. L 225 z 21.8.2001, s. 1.
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Tabela 1

Minimalny wykaz chemicznych substancji odniesienia, w celu okreslenia wartoéci dokladnosci
i wiarygodnosci dla podobnych lub zmodyfikowanych metod badania dzialania draznigcego na skére
z wykorzystaniem RhE (')

Chemikalia Numer CAS . Stan Oce.na in | Kat. YRM in | Kat. GHS ONZ/UE CLP
1zyczny vivo vitro mn vivo
1-bromo-4-chlorobutan 6940-78-9 Ciecz 0 Kat. 2 Brak kat.
Ftalan dietylu 84-66-2 Ciecz 0 Brak kat. Brak kat.
Kwas naftylooctowy 86-87-3 Cialo 0 Brak kat. Brak kat.
stale
Fenoksyoctan allilu 7493-74-5 Ciecz 0,3 Brak kat. Brak kat.
[zopropanol 67-63-0 Ciecz 0,3 Brak kat. Brak kat.
Aldehyd 4-metylo-tio-benzoesowy 3446-89-7 Ciecz 1 Kat. 2 Brak kat.
Stearynian metylu 112-61-8 Cialo 1 Brak kat. Brak kat.
stale
Maslan heptylu 5870-93-9 Ciecz 1,7 Brak kat. Brak kat.
Salicylan heksylu 6259-76-3 Ciecz 2 Brak kat. Brak kat.
Aldehyd cynamonowy 104-55-2 Ciecz 2 Kat. 2 Brak kat.
(nieobowigzkowa kat.
3)0)
1-decanol (%) 112-30-1 Ciecz 2,3 Kat. 2 Kat. 2
Aldehyd cyklamenu 103-95-7 Ciecz 2,3 Kat. 2 Kat. 2
1-bromoheksan 111-25-1 Ciecz 2,7 Kat. 2 Kat. 2
Chlorowodorek 2-chlorometylo -3,5- 86604-75-3 Cialo 2,7 Kat. 2 Kat. 2
dimetylo-4-metoksypirydyny stale
Disiarczek di-n-propylu (%) 629-19-6 Ciecz 3 Brak kat. Kat. 2
Wodorotlenek potasu (5 % roztwor 1310-58-3 Ciecz 3 Kat. 2 Kat. 2
wodny)
Benzenotiol, 5—-(1,1-dimetyloetylo)-2- 7340-90-1 Ciecz 3,3 Kat. 2 Kat. 2
metylu
1-metylo-3-fenylo-1-piperazyna 5271-27-2 Cialo 3,3 Kat. 2 Kat. 2
stale
Heptanal 111-71-7 Ciecz 3,4 Kat. 2 Kat. 2
Tetrachloroetylen 127-18-4 Ciecz 4 Kat. 2 Kat. 2

(") Wybér chemikaliéw opiera si¢ na nastepujacych kryteriach: (i) substancje chemiczne sa dostepne na rynku; (i) sg reprezentatywne
dla pelnego zakresu wskaznikow podraznienia wg Draize’a (od niedraznigcych po silnie draznigce); (iii) maja okreslong budowe
chemiczng; (iv) sa reprezentatywne dla funkcjonalno$ci chemicznej wykorzystywanej w procesie walidacji; oraz (v) nie wykazuja
wysoce toksycznych wilasciwosci (np. nie sg rakotwércze ani toksyczne dla ukladu rozrodczego) i nie wiaza si¢ z nadmiernymi
kosztami usuwania pozostatodci.

(%) Chemikalia, ktére dzialaja draznigco na skore u krélika, ale w odniesieniu do ktérych dostepne sa wiarygodne dowody na to, ze nie
wywoluja podraznienia skéry u ludzi (31) (32) (33).

() W systemie GHS ONZ, lecz nie w UE CLP
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Il) Zdefiniowane wartoci wiarygodnosci i dokladnosci

8. Aby okresli¢ wiarygodnos¢ i istotno$¢ proponowanych podobnych lub zmodyfikowanych metod, ktére maja by¢
przekazywane miedzy laboratoriami, nalezy zbada¢ wszystkie 20 chemicznych substancji odniesienia z tabeli 1
w co najmniej trzech laboratoriach. Jednak gdy proponowana metoda ma by¢ stosowana w jednym laboratorium,
wielolaboratoryjne badania nie bedg konieczne do walidacji. Wazne jednak, aby takie badania walidacyjne zostaly
niezaleznie ocenione przez uznane na poziomie migdzynarodowym organy zatwierdzajace, zgodnie z migedzyna-
rodowymi wytycznymi (9). W kazdym laboratorium wszystkich 20 chemicznych substancji odniesienia powinno
zosta¢ zbadane w trzech niezaleznych seriach, wykonanych na tkankach pochodzacych z réznych partii i odpo-
wiednio rozlozonych w czasie. Kazda seria dla kazdej uwzglednionej badanej substancji powinna skladaé sig
z przynajmniej trzech réwnocze$nie badanych powtérzen poddawania tkanek dzialaniu badanej substancji, NC
i PC.

9. Wartosci wiarygodnosci i dokladnosci proponowanych metod nalezy obliczy¢ uwzgledniajac wszystkie cztery
ponizsze kryteria i dbajac, aby wartoci dla wiarygodnosci i istotnosci obliczane byly w okreslony i spdjny sposdb:

1. Jedynie dane z kompletnych sekwencji serii kwalifikuja si¢ do obliczenia wewngatrzlaboratoryjnej i miedzylabo-
ratoryjnej zmiennosci i mozliwosci prognozowania (dokladnosci) metody.

2. Klasyfikacje koncowa dla kazdej chemicznej substancji odniesienia nalezy wyznaczy¢ w kazdym uczestni-
czacym laboratorium przy uzyciu wartoéci Sredniej zywotno$ci w roznych seriach kompletnej sekwengji serii.

3. Jedynie dane uzyskane dla tych substancji chemicznych, dla ktérych przeprowadzono kompletne sekwencje
serii we wszystkich uczestniczacych laboratoriach kwalifikuja si¢ do obliczania zmiennosci migdzylaborato-
ryjnej metody.

4. Wartosci dokladnosci nalezy obliczy¢ na podstawie indywidualnych prognoz laboratoryjnych uzyskanych dla
20 chemicznych substancji odniesienia przez rézne uczestniczace laboratoria.

W tym kontekscie sekwencja serii sklada si¢ z trzech niezaleznych serii przeprowadzonych przez jedno labo-
ratorium dla jednej badanej substancji. Kompletna sekwencja serii to sekwencja serii przeprowadzona przez
jedno laboratorium dla jednej badanej substancji, w przypadku gdy wszystkie trzy serie sa wazne. Oznacza to, ze
pojedyncza niewazna seria uniewaznia cala sekwencje skladajaca si¢ z trzech serii.

Odtwarzalnos¢ wewngtrzlaboratoryjna

10. Ocena odtwarzalnosci wewngatrzlaboratoryjnej powinna wykazywaé zgodno$¢ klasyfikacji (GHS ONZ[UE CLP
kategoria 2 i brak kategorii) uzyskanej w réznych, niezaleznych seriach badan 20 chemicznych substancji
odniesienia w pojedynczym laboratorium wigksza lub réwng (=) 90 %.

Odtwarzalnos¢ migdzylaboratoryjna

11. Ocena odtwarzalno$ci migdzylaboratoryjnej nie jest niezbedna, jesli proponowana metoda badania ma by¢ stoso-
wana tylko w jednym laboratorium. Aby mozna bylo przenosi¢ metody pomiedzy laboratoriami, zgodnosé
klasyfikacji (GHS ONZ|UE CLP kategoria 2 i brak kategorii) uzyskanej w réznych, niezaleznych seriach badan
20 chemicznych substancji odniesienia pomigdzy, najkorzystniej, minimalnie trzema laboratoriami powinna by¢
wigksza lub réwna (=) 80 %.

Mozliwosci prognozowania (dokladnosé)

12. Dokladno$¢ (czulosé, swoistos¢ i ogélna dokladnosé) proponowanej podobnej lub zmodyfikowanej metody
powinna by¢ poréwnywalna do tej uzyskiwanej w VRM lub lepsza, biorac pod uwage dodatkowe informacje
odnoszace si¢ do istotnosci u gatunkéw odpowiednich do badan (tabela 2). Czuto$¢ powinna wynosi¢ co najmniej
80 % (2) (2) (8) (23). Jednak do czutosci proponowanej metody in vitro stosuje si¢ dalsze szczegdlne ograniczenia:
tylko dwie substancje chemiczne kategorii 2 stosowane do badan in vivo: 1-Dekanol i dwusiarczek di-n-propylu moga
by¢ nieprawidtowo zaklasyfikowane jako brak kategorii przez wigcej niz jedno uczestniczace laboratorium.
Swoisto$¢ powinna wynosi¢ co najmniej 70 % (=) (2) (8) (23). Nie ma dalszych ograniczen w odniesieniu do
swoistosci proponowanej metody in vitro, tj. kazde uczestniczace laboratorium moze nieprawidlowo zaklasyfi-
kowa¢ wszelkie substancje chemiczne okreslane mianem »brak kategoriic wykorzystywane do badan in vivo, o ile
ostateczna swoisto$¢ metody badawczej miesci si¢ w dopuszczalnym zakresie. Ogélna doktadno$¢ powinna
wynosi¢ co najmniej 75% (2) (2) (8) (23). Chociaz czuto§¢ VRM obliczona dla 20 chemicznych substancji
odniesienia, wymienionych w tabeli 1 jest réwna 90 %, okreslong warto§¢ minimalng czulo$ci, wymagana, aby
podobna lub zmodyfikowang metod¢ mozna bylo uznaé za wazng, ustala si¢ na 80 %, poniewaz zaréwno o 1-
Dekanolu (substancja chemiczna o wartosci granicznej), jak i o dwusiarczku di-n-propylu (falszywie negatywny
w VRM) wiadomo, ze nie powodujg podraznier u ludzi (31) (32) (33), chociaz zostaly zidentyfikowane jako
draznigce w badaniach na krélikach. Z uwagi na fakt, Ze modele RhE bazuja na komérkach pochodzenia
ludzkiego, moga one przewidzie¢ uznanie tych chemikaliow za niewywierajace dzialania drazniacego (GHS
ONZ/[UE CLP brak kategorii).
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Tabela 2

Przewidywane warto$ci czuloéci, swoistoéci i dokladno$ci ogdlnej wymagane aby wszelkie podobne lub

zmodyfikowane metody uzna¢ za wazne.

Czulos¢ Swoisto$¢ Ogoélna dokladnosé

>80 % >70% 275%

Kryteria dopuszczalnosci badania

13. Mozliwe jest, Ze jedno lub kilka badan odnoszacych si¢ do jednej lub kilku badanych substancji chemicznych nie

spetnia kryteriéw akceptacji badania dla substancji badanej oraz kontrolnej lub jest nie do przyjecia z innych
powodow. W celu uzupelnienia brakujacych danych dla kazdej substancji badanej dopuszcza si¢ maksymalnie
dwa dodatkowe badania (ponowne badanie«). Dokladniej rzecz ujmujgc, poniewaz w przypadku ponownego
badania réwniez PC i NC musza by¢ réwnolegle poddane badaniom, mozna przeprowadzi¢ maksymalnie dwie
dodatkowe serie dla kazdej badanej substancji.

14. Jest mozliwe, ze nawet po ponownym przebadaniu nie uda si¢ uzyska¢ minimalnej liczby trzech waznych serii

wymaganych dla kazdej badanej substancji w odniesieniu do kazdej chemicznej substancji odniesienia w kazdym
uczestniczgcym laboratorium, co skutkowatoby niekompletnym zbiorem danych. W takich przypadkach, aby
uznaé zestawy danych za akceptowalne, powinny zosta¢ spelnione nastgpujace trzy kryteria:

1. W odniesieniu do wszystkich sposréd 20 chemicznych substancji odniesienia powinno si¢ dysponowaé co
najmniej jedng kompletng sekwencja serii.

2. W kazdym z co najmniej trzech uczestniczgcych laboratoriéw co najmniej 85 % sekwengji serii powinno by¢
kompletnych (dla 20 chemikaliow: tj. dopuszczalne sa 3 niewazne sekwencje serii w jednym laboratorium).

3. Co najmniej 90 % wszystkich mozliwych sekwencji serii z co najmniej trzech laboratoriéw musi by¢ komplet-
nych (w odniesieniu do 20 chemikaliéw badanych w 3 laboratoriach oznacza to, ze dopuszczalnych jest
ogétem 6 niewaznych sekwencji serii).;”

3) dodaje si¢ rozdzialy w brzmieniu:

,B.49. BADANIE MIKROJADROWE IN VITRO W KOMORKACH SSAKOW

WSTEP

1.

Badanie mikrojadrowe in vitro (MNvit) jest badaniem genotoksyczno$ci w celu wykrywania mikrojadra (MN)
w cytoplazmie komérek w interfazie. Mikrojadra moga pochodzi¢ odpowiednio z acentrycznych fragmentow
chromosoméw (tj. nieposiadajacych centromera), lub z catych chromosoméw, ktére nie s3 w stanie migrowac do
biegunéw w stadium anafazy podzialu komoérek. To badanie wykrywa klastogenne i aneugenne dzialanie chemi-
kaliéw (substancji i mieszanin) (1) (2) w komérkach, w ktérych doszto do podziatu komoérek podczas narazenia
na dzialanie substancji badanej lub po nim. Niniejsza metoda badania (TM) dopuszcza stosowanie protokotow
z inhibitorem polimeryzacji aktyny cytochalazyng B (cytoB) i bez niego. Dodanie cytoB przed ukierunkowana
mitozg umozliwia okreslenie i selektywna analize czestotliwosci wystgpowania mikrojader w komérkach, ktore
ukonczyly jedng mitozg, poniewaz takie komoérki sa dwujadrowe (3) (4). Niniejsza TM pozwala réwniez na
stosowanie protokotéw bez zahamowania cytokinezy, pod warunkiem ze istnieja dowody na to, ze badana
populacja komérek przeszta mitozg.

Oprécz badania MNvit wykorzystywanego do identyfikowania chemikaliéw (substancji i mieszanin), ktére powo-
duja powstawanie mikrojader, informacji na temat mechanizméw uszkadzania chromosomu i formowania mikro-
jader moga dostarczy¢ réwniez: zahamowanie cytokinezy, immunochemiczne oznakowanie kinetochoréw lub
hybrydyzacja z sondami centromerowymi/telomerowymi (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)) (5) (6) (7)
(8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16). Procedury oznaczania i hybrydyzacji moga by¢ wykorzystywane
w przypadku, gdy nastgpuje wzrost procesu formowania mikrojader i badajacy zamierza ustali¢, czy ten wzrost
jest skutkiem klastogennych lub aneugennych zdarzen.

Mikrojadra stanowia uszkodzenie, ktére zostalo przekazane do komérek potomnych, podczas gdy aberracje
chromosomowe znalezione w komérkach metafazy moga nie by¢ przekazywane. Poniewaz mikrojadra w komor-
kach w stadium interfazy mozna stosunkowo obiektywnie oceni¢, pracownicy laboratorium musza tylko okresli¢,
czy komoérki sig podzielily i ile sposréd komoérek zawiera mikrojadro. W rezultacie preparaty moga by¢ ocenione
wzglednie szybko, a analizy moga by¢ zautomatyzowane. Badanie staje si¢ wydajniejsze, bo mozna oceniaé
tysigce zamiast setek komorek poddanych dzialaniu. Wreszcie, poniewaz mikrojadra moga tworzy¢ si¢ z chro-
mosoméw opdznionych, istnieje mozliwo$¢ wykrycia czynnikéw wywolujacych aneuploidie, ktére trudno badaé
w konwencjonalnych badaniach aberracji chromosomalnych, np. wytyczna ODCE dotyczaca badan nr 473 (roz-
dzial B.10 niniejszego zalacznika) (17). Jednak badanie MNvit nie pozwala na réznicowanie chemikaliow wywo-
tujacych poliploidalnos¢ od tych wywolujacych dziatanie klastogenne bez specjalnych technik, takich jak badanie
FISH, opisane w pkt 2.
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4.

Badanie MNVvit jest metoda in vitro, w ktérej zazwyczaj wykorzystuje si¢ hodowane komérki ludzkie lub gryzoni.
Dostarcza ona kompleksowych podstaw do badania in vitro potencjalnego dzialania powodujacego uszkodzenia
chromosomowe, poniewaz mozna wykry¢ zaréwno aneugeny, jak i klastogeny.

Badanie MNvit jest solidne i skuteczne w odniesieniu do réznych rodzajow komorek, oraz w obecnosci lub przy
braku cytoB. Istnieje duzo danych na poparcie waznosci badania MNvit z wykorzystaniem réznych linii komoér-
kowych gryzoni (CHO, V79, CHL/IU i L5178Y) i ludzkich limfocytéw (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26)
(27) (28) (29) (30), (31). Obejmujg one w szczegdlnosci miedzynarodowe badania walidacyjne koordynowane
przez Société Francaise de Toxicologie Génétique (SFTG) (18) (19) (20) (21) (22) i sprawozdania z International
Workshop on Genotoxicity Testing (migdzynarodowych warsztatow z badan genotoksycznych) (4) (16). Dostgpne
dane zostaly réwniez poddane ponownej ocenie w oparciu o analiz¢ cigzaru dowodéw w retrospektywnym
badaniu walidacyjnym przez Europejskie Centrum Uznawania Metod Alternatywnych (ECVAM) Komisji Europej-
skiej i metoda badania zostala zatwierdzona jako naukowo uzasadniona przez naukowy komitet doradczy
ECVAM (ESAC) (32) (33) (34). Opisano wykorzystywanie ludzkich komérek z linii limfoblastoidéw TK6 (35),
komérek HepG2 (36) (37) i komoérek zarodka chomika syryjskiego (38), pomimo Ze nie zostaly one wykorzys-
tane w badaniach walidacyjnych.

DEFINICJE

6.

Definicje s zamieszczone w dodatku 1.

UWAGI WSTEPNE

7.

Badania przeprowadzane in vitro wymagaja zazwyczaj wykorzystania egzogenicznego Zrddla aktywacji metabo-
licznej, chyba ze komorki sg metabolicznie wydolne w odniesieniu do badanych substancji. Egzogeniczny system
aktywacji metabolicznej nie jest w stanie calkowicie nasladowaé warunkéw in vivo. Nalezy dotozy¢ wszelkich
staran, aby uniknag¢ warunkéw, ktére moglyby prowadzi¢ do znieksztalconych pozytywnych wynikéw
nieodzwierciedlajacych wewnetrznej mutagennosci, a ktére moga wynika¢ ze zmian w pH lub w steZeniu osmo-
lalnym lub by¢ spowodowane przez wysokie poziomy cytotoksycznosci (39) (40) (41). Jesli badana substancja
chemiczna powoduje zmiang¢ w pH podloza w momencie dodania, pH nalezy dostosowa¢, najlepiej za pomoca
buforowania roztworu podstawowego w taki sposob, aby wszystkie objetosci we wszystkich badanych stezeniach
oraz w odniesieniu do wszystkich kontroli pozostawaly takie same.

Dla celéw analizy indukcji mikrojader istotne jest, aby mitoza miala miejsce zaréwno w hodowlach komérko-
wych poddanych dzialaniu substangji, jak i w niepoddanych temu dzialaniu. Najpelniejsze informacje w zakresie
obliczania mikrojader mozna uzyska¢ na podstawie badan komérek, ktére ukoniczyly jedna mitoz¢ w trakcie
poddawania dzialaniu substancji badanej lub po nim.

ZASADA BADANIA

9.

10.

Hodowle komérek ludzi lub ssakéw sa poddawane dziataniu substancji badanej zaréwno z egzogenicznym
zrédtem aktywacji metabolicznej, jak i bez niego, chyba ze wykorzystuje si¢ komoérki o odpowiedniej zdolnosci
metabolizowania. Stosowany réwnolegle rozpuszczalnik/nosnik (VC) i pozytywne substancje kontrolne (PC) s3
zawarte we wszystkich badaniach.

Komorki s3 hodowane w trakcie narazenia na dziatanie substancji badanej lub po nim przez okres, w ktérym
uszkodzenia chromosoméw lub wrzeciona moga doprowadzi¢ do tworzenia si¢ mikrojader w komérkach inter-
fazy. Do indukcji aneuploidii substancja badana powinna zwykle by¢ obecna w trakcie mitozy. Zebrane i zabar-
wione komorki interfazy sa analizowane pod katem obecnosci mikrojader. W warunkach idealnych do powstania
mikrojader powinno dochodzi¢ jedynie w tych komérkach, ktére ukonczyly mitoz¢ podczas narazenia na
substancj¢ badang lub w okresie po narazeniu, jezeli jest stosowany. W hodowlach, ktére byly poddane dziataniu
substancji z blokerem cytokinezy mozna to osiagna¢ poprzez liczenie jedynie komérek dwujadrowych. W przy-
padku braku blokera cytokinezy wazne jest, aby wykazaé, ze w poddanych analizie komoérkach prawdopodobnie
doszto do podzialu komoérek podczas narazenia na dzialanie substancji badanej lub po nim. Dla wszystkich
protokoléw wazne jest, aby wykazad, ze proliferacja komoérek miata miejsce zaréwno w hodowlach kontrolnych,
jak i w poddanych dzialaniu substancji, a takze nalezy oszacowal zakres cytotoksyczno$ci wywolanej przez
substancje lub cytostazy w hodowlach (lub w hodowlach réwnoleglych), ktére sg oceniane pod katem zawartosci
mikrojader.

OPIS BADANIA

Preparaty

11.

Mozna wykorzystywaé hodowane podstawowe limfocyty krwi obwodowej ludzi (5) (19) (42) (43) oraz komorki
z szeregu linii komdrkowych gryzoni, takich jak CHO, V79, CHL/IU i L5178Y (18) (19) (20) (21) (22) (25) (26)
(27) (28) (30). Stosowanie innych linii komérkowych i typéw powinno by¢ uzasadnione na podstawie ich
wykazanej efektywnosci w badaniu, zgodnie z kryteriami dopuszczalnosci opisanymi w odpowiednim rozdziale.
Poniewaz podstawowa czgsto$¢ wystepowania mikrojader bedzie miata wplyw na wrazliwo$¢ proby, zaleca sig
wykorzystywanie typéw komorek, o niskiej, stalej czestosci powstawania mikrojader.
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13.

14.
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. Limfocyty krwi obwodowej ludzi nalezy uzyska¢ od mlodych (migdzy 18 a 35 rokiem Zycia), zdrowych, niepa-
lacych oséb, ktore ostatnio nie byly narazone, o ile wiadomo, na dzialanie genotoksycznych substancji chemicz-
nych lub na promieniowanie. Jezeli dla celéw stosowania aczy si¢ komoérki pochodzace od wigkszej liczby
dawcéw niz jeden, nalezy okresli¢ liczbe dawcow. Czgsto$¢ powstawania mikrojader wzrasta wraz z wiekiem
i tendencja ta jest wyrazniejsza w przypadku kobiet niz mezczyzn (44), dlatego nalezy to uwzglednié przy
wyborze dawcéw komérek do tacznego poddawania dziataniu.

Pozywki i warunki hodowli kultury

W utrzymywaniu hodowli powinny by¢ stosowane odpowiednie warunki podloza hodowli oraz inkubacji
(naczynia do hodowli, stezenie CO,, temperatura oraz wilgotno$¢). Ustanowione linie komdrkowe oraz szczepy
powinny by¢ rutynowo sprawdzane pod katem stabilnoSci zmiennej liczby chromosoméw oraz nieobecnosci
zanieczyszczenia mykoplazmg oraz nie powinny by¢ wykorzystywane, jezeli sa zanieczyszczone lub w przypadku,
gdy liczba chromosoméw ulegla zmianie. Powinien by¢ znany normalny czas cykléw komérkowych w warunkach
hodowli stosowanej w laboratorium przeprowadzajacym badania. Jezeli stosowana jest metoda z blokerem cyto-
kinezy wowczas stezenie inhibitoréw cytokinezy powinno by¢ dostosowane do danego rodzaju komoérek oraz
nalezy wykazaé, ze jest ona w stanie wyprodukowaé wystarczajaca liczbe komorek dwujgdrowych dla celow
oceny.

Przygotowanie hodowli

Ustanowione linie komérkowe oraz szczepy: Komorki sg rozmnazane z hodowli podstawowej, siane na podlozu
hodowlanym w takiej gestosci, aby hodowle nie zrastaly si¢ w warstwach, a hodowle w zawiesinie nie osiagaly
nadmiernego zageszczenia przed czasem pobierania, oraz inkubowane w temperaturze 37 °C.

Limfocyty: Krew pelng poddang dzialaniu antykoagulantu (np. heparyny) lub oddzielone limfocyty hoduje sie
w obecnodci mitogenu np. fitohemoaglutyniny (PHA) przed narazeniem na dzialanie substancji badanej i cytoB.

Aktywacja metaboliczna

Zewnatrzpochodny uklad metabolizujacy nalezy stosowaé w przypadku, gdy stosuje si¢ komérki o niewlasciwej
wewngatrzpochodnej pojemnoSci metabolicznej. Najbardziej powszechnie wykorzystywanym systemem jest
uzupelniana wspélczynnikiem frakcja pomitochondrialna (S9) przygotowana z watroby gryzoni otrzymujacych
czynniki pobudzajgce enzymy takie jak Aroclor 1254 (45) (46) lub kombinacja fenobarbitonu oraz p-nafoflavonu
(46) (47) (48) (49). To ostatnie polaczenie nie pozostaje w sprzecznosci z Konwencjg sztokholmska w sprawie
trwalych zanieczyszczen organicznych (50) i rozporzadzeniem (WE) nr 850/2004 dotyczacym trwatych zanie-
czyszczen organicznych (66) i okazalo si¢ tak skuteczne jak Aroclor 1254 w wywolaniu oksydaz wieloczynno-
Sciowych (46) (47) (48) (49). Frakcja S9 jest zazwyczaj wykorzystywana w stezeniach o zakresie 1-10 % (v[v)
w konficowym podlozu badawczym. Warunki systemu aktywacji metabolicznej moga by¢ uzaleznione od klasy
badanej substancji chemicznej i w niektorych przypadkach wlasciwe moze okazaé sie wykorzystanie wigcej niz
jednego stezenia S9.

Genetycznie skonstruowane linie komérkowe oddajace szczegélne dla ludzi lub gryzoni enzymy aktywujace moga
sprawi, ze zewnatrzpochodny system aktywacji metabolicznej stanie si¢ niepotrzebny i moga by¢ stosowane jako
komérki badane. W takich przypadkach wybdr wykorzystywanych linii komérkowych powinien by¢ uzasadniony
naukowo, np. poprzez istotno$¢ oksydaz wieloczynnosciowych dla metabolizmu substancji badanej (51) i ich
zdolno$¢ do reagowania na znane klastogeny i aneugeny (zob. oddzielny rozdzial dotyczacy kryteriéw dopusz-
czalnosci). Nalezy uwzgledni¢ fakt, ze badana substancja moze nie by¢ metabolizowana przez wyrazona oksydaze
wieloczynnosciowa; W takim przypadku negatywne wyniki nie wskazuja na to, ze badana substancja nie moze
wywolaé procesu powstawania mikrojader.

Preparat substancji badanej

State substancje chemiczne nalezy rozpusci¢ w odpowiednich rozpuszczalnikach lub no$nikach oraz rozcieficzy¢,
jezeli jest to odpowiednie, zanim komorki zostana poddane dzialaniu substancji badanej. Plynne substancje
badane moga by¢ dodawane bezposrednio do ukladu badawczego i/lub rozcieficzane przed poddaniem komoérek
dzialaniu substancji badanej. Gazy lub lotne substancje chemiczne powinny by¢ badane za pomoca odpowiednich
modyfikacji standardowych protokoléw, takich jak poddawanie komoérek dziataniu substancji badanej w szczelnie
zamknigtych naczyniach (52) (53). Nalezy wykorzystywaé $wieze preparaty substancji badanej, chyba ze dane
dotyczace stabilnosci wskazuja, iz dopuszczalne jest sktadowanie substancji

Warunki badania

19.

Rozpuszczalniki/no$niki

Rozpuszczalnik/no$nik nie powinien reagowac z substancjg badang, lub uniemozliwiaé przezywania komoérek lub
utrzymania dzialania S9 przy wykorzystywanym stezeniu. Jesli sg stosowane inne niz dobrze znane rozpusz-
czalniki/no$niki (np. woda, podtoze hodowli komérkowych, sulfotlenek dimetylu), ich stosowanie powinno by¢
wsparte danymi wskazujacymi ich zgodno$¢ z substancja badang oraz brak ich toksycznosci genetycznej. Zaleca
sig, o ile to mozliwe, aby w pierwszej kolejnosci rozwazone zostalo wykorzystanie wodnych rozpuszczalnikow/
nos$nikéw.
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Wykorzystanie cytoB jako blokera cytokinezy

Jedna z najistotniejszych kwestii w wykonywaniu badania MNvit jest zapewnienie, Ze oceniane komorki zakon-
czyly mitozg podczas poddania dzialaniu substancji badanej lub w okresie po poddaniu, jezeli jest stosowany.
CytoB to czynnik, ktory byl powszechnie stosowany do zahamowania cytokinezy, poniewaz hamuje on polime-
ryzacje aktyny, a tym samym zapobiega oddzielaniu komorek potomnych po mitozie, doprowadzajac do
tworzenia komérek dwujadrowych (5) (54) (55). Z tego wzgledu liczenie mikrojgder mozna ograniczy¢ do
komorek, ktére przeszly mitozg w trakcie ich poddawania dzialaniu substancji badanej lub po nim. Wplyw
substancji badanej na kinetyke proliferacji komérek moze by¢ mierzony jednocze$nie. CytoB powinno by¢
wykorzystywane jako bloker cytokinezy w przypadku, gdy sa stosowane ludzkie limfocyty, poniewaz czas
cyklu komérkowego bedzie rézny dla réznych hodowli i réznych dawcéw oraz ze wzgledu na to, ze nie
wszystkie limfocyty beda reagowaé na PHA. Inne metody zostaly wykorzystane podczas badania linii komérko-
wych, aby ustali¢, czy oceniane komorki si¢ podzielily; zostaly one omdéwione ponizej (zob. pkt 26).

Laboratorium powinno okresli¢ odpowiednie stezenie cytoB dla kazdego rodzaju komoérek do osiggniecia opty-
malnej czgstodci powstawania komérek dwujadrowych w hodowlach kontrolnych z wykorzystaniem rozpusz-
czalnika/nosnika. Odpowiednie stgzenie cytoB zwykle wynosi migdzy 3 i 6 pg/ml.

Pomiar proliferacji komoérek i cytotoksycznosci oraz wybor stezefi narazenia

Przy ustalaniu najwyzszego stezenia badanej substancji, ktore ma by¢ badane, nalezy unikaé stezen, ktére moga
dawaé znieksztalcone pozytywne wyniki, takich jak te, ktére powoduja nadmierng cytotoksyczno$¢, opad
w podlozu hodowlanym i znaczne zmiany pH lub osmolalnosci (39) (40) (41).

Dokonuje si¢ pomiaru proliferacji komérek, aby upewni¢ si¢, ze komérki poddane dzialaniu substancji przeszly
mitoz¢ podczas badania oraz ze poddawanie dzialaniu substancji jest prowadzone na odpowiednim poziomie
cytotoksycznosci (zob. pkt 29). Cytotoksyczno$¢ powinna by¢ oznaczana z aktywacjg metaboliczng oraz bez niej
w komorkach wymagajacych aktywacji metabolicznej, z wykorzystaniem wzglednego wzrostu liczby komérek
(RICC) lub wzglednego podwojenia populacji (RPD) (zob. wzory w dodatku 2), chyba ze wykorzystuje si¢ cytoB.
Gdy wykorzystuje si¢ cytoB cytotoksyczno$¢ mozna okresli¢, wykorzystujac wskaznik replikacji (RI) (zob. wzér
w dodatku 2).

Poddawanie dzialaniu substancji badanej hodowli z cytoB i pomiar wzglednych czestosci wystepowania komérek
jednojadrowych, dwujadrowych i wielojadrowych w hodowli skladajg si¢ na metode dokladnego ilosciowego
okreslania wpltywu na proliferacje komérek i dziatanie cytotoksyczne lub cytostatyczne substancji badanej (5)
oraz zapewnia, ze liczone s3 jedynie komorki, w ktérych dokonat si¢ podzial podczas poddawania dziataniu
substancji badanej lub po nim.

W badaniach z cytoB cytostatyczno$é/cytotoksycznos¢ mozna okresli¢ ilosciowo na podstawie wskaznika proli-
feracji blokera cytokinezy (CBPI) (5) (26) (56) lub mozna ja uzyskal z RI dla co najmniej 500 komérek na
hodowlg (zob. wzory w dodatku 2). Gdy wykorzystuje si¢ cytoB do oceny proliferacji komorek, nalezy okresli
CBPI lub RI na podstawie co najmniej 500 komoérek na hodowle. Pomiary te, migdzy innymi, mozna wykorzystaé
do oszacowania cytotoksycznosci przez poréwnanie wartosci w hodowlach, ktére zostaly poddane dzialaniu
substancji badanej oraz w hodowlach kontrolnych. Ocena innych markeréw cytotoksycznosci (np. zrastanie
sig, liczba komorek, apoptoza, martwica, liczenie metafaz) moze dostarczy¢ uzytecznych informacji.

W badaniach bez cytoB nalezy wykazal, ze w ocenianych komérkach w hodowli dokonat si¢ podzial podczas
poddawania dzialaniu substancji badanej lub po nim, inaczej mozna otrzymac falszywie ujemne reakcje. Wsrdd
metod, ktore zostaly wykorzystane dla zapewnienia, Ze oceniane s3 komoérki po podziale, mozna wyliczy¢
wlaczenie i péZniejsze wykrywanie bromodeoksyurydyny (BrdU) w celu identyfikacji odtworzonych komérek
(57), tworzenie si¢ klonéw, gdy komérki z trwalych linii komérkowych sa poddawane dzialaniu i oceniane in
situ na szkietku mikroskopowym (wskaznik proliferacji (PI)) (25) (26) (27) (28) lub pomiar wzglednego podwo-
jenia populacji (RPD) czy wzglednego wzrostu liczby komérek (RICC) lub inne sprawdzone metody (16) (56) (58)
(59) (zob. wzory w dodatku 2). Ocena innych markeréw cytotoksycznosci lub cytostazy (np. zrastanie sig, liczba
komérek, apoptoza, martwica, liczenie metafaz) moze dostarczy¢ uzytecznych informacji.

Co najmniej trzy nadajgce si¢ do analizy stezenia badanej substancji powinny zosta¢ poddane ocenie. Aby to
osiggnaé, konieczne moze okazaé si¢ przeprowadzanie do$wiadczenia z wykorzystaniem wigkszej liczby stezen
o niewielkiej rozpigtoSci pomiedzy nimi i przeanalizowanie powstawania mikrojader w tych stezeniach, przy
zapewnieniu odpowiedniego zakresu cytotoksycznosci. Alternatywnym sposobem postgpowania jest wstepne
zbadanie cytotoksycznosci w celu ograniczenia zakresu ostatecznych badan.

Najwyzsze stezenie powinno mie¢ na celu spowodowanie 55+ 5 % cytotoksyczno$ci. Wyzsze poziomy moga
powodowal uszkodzenie chromosomu jako drugorzedny skutek cytotoksycznosci (60). W przypadku gdy
pojawia si¢ cytotoksyczno$é, wybrane stezenia badanej substancji powinny obejmowaé zakres od stezenia powo-
dujacego 55 + 5 % cytotoksycznosci do stezenia wywolujacego niewielka cytotoksyczno$¢ lub jej brak.



L 193/34

Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej

20.7.2012

29

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

. Jezeli nie wystepuje ani cytotoksyczno$é, ani opad, najwyzsze stezenie badanej substancji powinno odpowiadaé
0,01 M, 5 mg/mL lub 5 pl/mL, w zaleznosci od tego, ktére ze stezen jest najnizsze. Stezenia wybrane do analizy
powinny w zasadzie by¢ rozdzielone o nie wigcej niz 10. W przypadku substancji badanych, ktére wykazuja
gwaltowny wzrost krzywej stezenie-reakcja, konieczne moze okazaé si¢ zmniejszenie rozpigtoSci pomiedzy
stezeniami substancji badanej, tak aby mozliwa byla réwniez ocena hodowli o umiarkowanych i niskich zakresach
toksycznosci.

Gdy czynnikiem ograniczajagcym jest rozpuszczalno$é, maksymalnym stezeniem, jesli nie jest ono ograniczone
przez cytotoksyczno$¢, powinno by¢ najnizsze stezenie, przy ktérym widoczny jest minimalny opad w hodow-
lach, pod warunkiem Zze nie istniejg Zadne zakl6cenia oceny. Oceny opadu nalezy dokona¢ za pomoca metod
takich, jak mikroskopia $wietlna, obserwujac opad, ktéry utrzymuje sie lub pojawia podczas hodowli (pod koniec
poddawania dzialaniu substancji badanej).

Kontrole

Réwnolegle kontrole pozytywne i kontrole z zastosowaniem rozpuszczalnika/nosnika zaréwno z aktywacja
metaboliczng, jak i bez niej powinny zosta¢ uwzglednione w kazdym do$wiadczeniu.

PC sg potrzebne, aby wykaza¢ zdolno$¢ komoérek, a takze protokotu badan, do rozpoznawania klastogenéw
i aneugendéw oraz aby potwierdzi¢ zdolno$¢ metaboliczng preparatu S9. PC powinna wykorzystywaé znane
czynniki wywolujace powstawanie mikrojader w stezeniach, od ktérych oczekuje sie wytworzenia odtwarzalnego
oraz wykrywalnego wzrostu poza tlo, i wykazywal czulo$¢ systemu. Stezenia pozytywnych kontroli powinny
zostaé wybrane tak, aby skutki byly jasne, ale by badajacemu nie ujawnialy bezposrednio tozsamosci zakodowa-
nych szkielek laboratoryjnych.

Klastogen, ktéry wymaga aktywacji metabolicznej (np. cyklofosfamid; benzo[a]piren), powinien by¢ wykorzystany,
by wykazaé zaréwno wydolno$¢ metaboliczng, jak i zdolno$¢ systemu badania do wykrywania klastogenow.
Mozna uzy¢ innych PC, jedli jest to uzasadnione. Jako ze niektére wymagajace aktywacji metabolicznej PC moga
dziala¢ bez egzogenicznej aktywacji metabolicznej w pewnych warunkach poddawania dzialaniu substancji
badanej lub w niektérych liniach komérkowych, potrzeba aktywacji metabolicznej i dzialalnie preparatu S9
powinny zosta¢ zbadane w wybranej linii komérkowej i w wybranych stezeniach.

W chwili obecnej nie sa znane anaugeny wymagajace aktywacji metabolicznej dla ich dziatania genotoksycznego
(16). Obecnie przyjete PC w odniesieniu do dzialania aneugenicznego to, na przyklad, kolchicyna i winblastyna.
Inne substancje chemiczne mogg by¢ wykorzystane, o ile powoduja powstawanie mikrojader wylacznie lub
przede wszystkim poprzez dzialanie aneugeniczne. Aby unikna¢ koniecznosci stosowania dwoch PC (na klasto-
genno$¢ 1 aneugennos$¢) bez aktywacji metabolicznej, kontrola aneugennodci moze stuzy¢ jako PC bez S9,
a kontrola klastogennosci moze by¢ stosowana do badania adekwatnosci stosowanego systemu aktywacji meta-
bolicznej. PC zaréwno na klastogennos¢, jak i aneugenno$¢ powinny by¢ wykorzystywane w komorkach, ktore
nie wymagaja stosowania S9. Zalecane PC sg zawarte w dodatku 3.

Wykorzystanie PC powigzanych z klasa chemiczng moze by¢ brane pod uwage, jezeli sa dostgpne odpowiednie
substancje chemiczne. Wszystkie PC powinny by¢ wiasciwe dla rodzaju komérki oraz warunkow aktywacii.

Kontrole z zastosowaniem rozpuszczalnika/no$nika powinny zostaé wlaczone w ramach kazdego okresu pobie-
rania hodowli. Ponadto NC niepoddane dzialaniu substancji badanej (brak rozpuszczalnika/no$nika) powinny by¢
réwniez wykorzystywane, chyba ze istnieja opublikowane lub historyczne laboratoryjne dane dotyczace kontroli
wykazujace, Ze wybrany rozpuszczalnik w zastosowanych stezeniach nie powoduje szkodliwych skutkow.

PROCEDURA BADANIA

Harmonogram poddawania dziataniu substangji

37

38.

. Aby zmaksymalizowal prawdopodobieristwo wykrycia aneugenu lub klastogenu oddzialywujacego na okreslonym
etapie cyklu komdrkowego, wazne jest, by wystarczajaca liczbe komérek poddaé dziataniu substancji badanej na
wszystkich etapach ich cykli komérkowych. Harmonogram poddawania dzialaniu substancji linii komérkowych
i hodowli komérek podstawowych rézni si¢ nieznacznie od harmonogramu stosowanego w odniesieniu do
limfocytéw, ktore wymagaja stymulacji mitogenicznej do rozpoczecia cyklu komoérkowego i o ktérych mowa
w pkt 41-43 (16).

Teoretyczne rozwazania wraz z opublikowanymi danymi (18) wskazujg na to, ze wigkszo$¢ aneugenéw i klasto-
gendéw wykrywa si¢ na skutek poddawania dzialaniu substancji przez krétki okres czasu, od 3 do 6 godzin,
w obecnosci S9 i przy jej braku, po czym usuwa si¢ badang substancje i pozostawia na okres wzrostu trwajacy
1,5-2,0 cykli komérkowych (6). Probki komérek pobiera si¢ w czasie réwnowaznym zwyklej (tj. takiej jak
w momencie niepoddawania dziataniu substancji) dtugosci cyklu komérkowego pomnozonej przez 1,5-2,0 po
rozpoczeciu lub na koncu poddawania dzialaniu substancji (zob. tabela 1). Okres pobierania probek i odzyski-
wania moze zosta przedtuzony, jezeli wiadomo lub podejrzewa sig, ze substancja badana ma wplyw na szybkos¢
cyklu komoérek (np. gdy bada si¢ nuklozydowe substancje analogiczne).
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39.

40.

Ze wzgledu na potencjalne dzialanie cytotoksyczne preparatu S9 na hodowane komoérki ssakéw, przedtuzone
narazenie na dzialanie substancji badanej o dlugosci 1,5-2,0 zwyklych cykli komérkowych stosuje si¢ tylko
w nieobecnosci 9. W przypadku przedtuzonego poddawania dziataniu substancji istniejg mozliwoéci poddawania
komérek dziataniu substancji badanej w obecnosci cytoB lub bez cytoB. Z tych opcji mozna korzystaé w sytua-
cjach, w ktérych moze istnie¢ niepewnos§¢ co do mozliwych reakeji migdzy substancja badang a cytoB.

Proponowane harmonogramy poddawania komoérek dziataniu substancji przedstawiono w tabeli 1. Te ogdlne
harmonogramy poddawania dziataniu substancji moga ulec zmianie w zaleznosci od stabilnosci i reaktywnosci
substancji badanej lub okreslonych wlasciwosci wzrostowych danych komérek. Poddawanie dziataniu substancji
nalezy rozpocza¢ i zakonczy¢ w momencie wykladniczego wzrostu komérek. Harmonogramy te przedstawiono
bardziej szczegétowo ponizej w pkt 41-47.

Tabela 1

Czas poddawania komoérek dzialaniu substancji i czas pobierania hodowli w badaniu MNvit

Limfocyty, komoérki podsta- | + S9 Poddawac dziataniu przez 3-6 godzin w obecnosci S9;

wowe i linie komdrkowe
poddane dzialaniu cytoB

usungé¢ S9 oraz podloze poddania dzialaniu;
doda¢ $wieze podloze i cytoB;

pobiera¢ 1,5-2,0 zwyklych cykli komérkowych pézniej.

-89 Poddawa¢ dziataniu substancji przez 3-6 godzin;
Krétkie nara- usungé podloze poddawania dziataniu;
Izlféne na dziala- | 4o40¢ gwiese podioze i cytoB;
pobiera¢ 1,5-2,0 zwyklych cykli komérkowych pézniej.
-89 Wariant A: Poddawac dziataniu substancji przez 1,5-2,0 zwyklych
Proediuzone cykli komorkowych w obecnosci cytoB;
narazenie na pobiera¢ pod koniec okresu narazenia.
dziatanie

Wariant B: Poddawa¢é dzialaniu substancji przez 1,5-2,0 zwyklych
cykli komérkowych;

usung¢ substancje badana;
doda¢ $wieze podloze i cytoB;

pobiera¢ 1,5-2,0 zwyklych cykli komérkowych pézniej.

Linie komérkowe poddawane dzialaniu substancji bez cytoB
(identyczne z przedstawionymi powyzej harmonogramami poddawania dzialaniu substancji, z tym wyjatkiem, Ze nie
zostalo dodane cytoB)

Limfocyty, komérki podstawowe i linie komdrkowe poddane dziataniu cytoB

41.

Najbardziej skutecznym podejSciem w odniesieniu do limfocytéw jest rozpoczgcie narazenia na dzialanie
substancji badanej na 44-48 godzin po stymulacji PHA, kiedy przestanie dochodzi¢ do synchronizacji cykli
(5). W badaniu poczatkowym komorki sa poddawane dzialaniu substancji badanej przez 3 do 6 godzin w obec-
nosci S9 i przy jej braku. Usuwa si¢ podloze poddania dzialaniu i zastepuje $wiezym podlozem zawierajacym
cytoB, a komorki s pobierane 1,5-2,0 zwyklych cykli komérkowych pézniej.

42. Jezeli obydwa poczatkowe badania polegajace na krétkotrwalym (3-6 godzin) poddaniu dzialaniu substancji sa

43.

negatywne lub niejednoznaczne, stosuje si¢ przedluzone narazenie na dzialanie bez S9. Istnieja dwie opcje
poddawania dzialaniu i obie sa réwnie akceptowalne. Jednakze moze okaza¢ si¢ bardziej stosowne stosowanie
opcji A w odniesieniu do pobudzonych limfocytéw, wowczas gdy wzrost wykladniczy moze male¢ w 96 godzin
po stymulacji. Ponadto hodowle komérek, ktére nie osiggnely stanu przegeszczenia w chwili koficowego pobie-
rania préb w wariancie B.

— Wariant A: komorki sa poddawane dziataniu substancji badanej przez 1,5-2,0 zwyklych cykli komérkowych
i pobierane po zakonczeniu poddawania dzialaniu.

— Wariant B: komorki sg poddawane dzialaniu substancji badanej przez 1,5-2,0 zwyklych cykli komérkowych.
Podloze poddania dzialaniu substancji jest usuwane i zastgpowane $wiezym podlozem, a komérki sg pobie-
rane po przeprowadzeniu dodatkowych 1,5-2,0 zwyklych cykli komérkowych.

Komorki podstawowe i linie komérkowe nalezy poddawaé dziataniu w sposéb podobny do limfocytéw, z wyjat-
kiem tego, ze nie trzeba stymulowaé ich za pomoca PHA przez 44-48 godzin. Komorki inne niz limfocyty
powinny by¢ narazone na dzialanie w taki sposéb, zeby pod koniec badania komérki nadal byly w logarytmicznej
fazie wzrostu.
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Linie komdrkowe bez cytoB

44,

45.

46.

Komorki powinny by¢ poddawane dzialaniu substancji przez 3-6 godzin w obecnosci S9 i przy jej braku. Usuwa
si¢ podloze poddania dzialaniu i zastepuje $wiezym podlozem, a komorki sa pobierane 1,5-2,0 zwyklych cykli
komérkowych pézniej.

Jezeli obydwa poczgtkowe badania polegajace na krétkotrwalym (3-6 godzin) poddaniu dzialania substancji sa
negatywne lub niejednoznaczne, stosuje si¢ przedluzone narazenie na dzialanie (bez S9). Istnieja dwie opcje
poddawania dzialaniu i obie sg réwnie akceptowalne:

— Wariant A: komérki sg poddawane dzialaniu substancji badanej przez 1,5-2,0 zwyklych cykli komérkowych
i pobierane po zakoriczeniu poddawania dzialaniu.

— Wariant B: komorki s3 poddawane dzialaniu substancji badanej przez 1,5-2,0 zwyklych cykli komérkowych.
Podloze poddania dzialaniu substancji jest usuwane i zastepowane $wiezym podlozem, a komérki sg pobie-
rane po przeprowadzeniu dodatkowych 1,5 — 2,0 zwyklych cykli komérkowych.

W monowarstwach moga by¢ obecne komérki mitotyczne (mozna je rozpozna po okraglym ksztalcie i fakcie,
ze oddzielaja si¢ od powierzchni) pod koniec 3-6 godzin poddawania dzialaniu substancji. Z uwagi na fatwos¢
oddzielania si¢, komérki mitotyczne moga zosta¢ utracone w momencie, gdy usuwane jest podloze zawicerajace
badang substancj¢. Nalezy zadba¢ o to, by zostaly pobrane w momencie mycia hodowli i zwrécone do hodowli,
aby unikna¢ w momencie pobicerania utraty komoérek, ktére s3 w trakcie mitozy i w ktérych moze dochodzi¢ do
powstawania mikrojader.

Liczba hodowli

47.

Hodowle reprodukcyjne powinny by¢ stosowane dla kazdego stezenia substancji badanej oraz w odniesieniu do
hodowli z wykorzystaniem rozpuszczalnika/noénika oraz negatywnych hodowli kontrolnych. Gdy mozna
wykaza¢ minimalne zmiany mi¢dzy hodowlami reprodukcyjnymi na podstawie historycznych danych laborato-
ryjnych, dopuszczalne jest wykorzystanie pojedynczych hodowli. Jezeli wykorzystywane sa pojedyncze hodowle,
zalecane jest zbadanie wigkszej liczby stezen.

Pobieranie komdrek i przygotowywanie szkielek mikroskopowych

48.

49.

Kazda kulture pobiera si¢ oddzielnie i oddzielnie poddaje dziataniu substangji. Przygotowanie komoérek moze
obejmowaé hipotoniczne przetwarzanie komoérek, ale etap ten nie jest konieczny, jesli komoérki rozprowadzono
odpowiednio w inny sposéb. Mozna wykorzysta¢ rézne techniki do przygotowania szkietka, pod warunkiem ze
uzyskuje si¢ wysokiej jakosci preparaty komoérkowe do celéw oceny. Cytoplazme¢ komérek nalezy zachowad
w celu umozliwienia wykrycia mikrojader oraz (w metodzie z wykorzystaniem blokera cytokinezy) przeprowa-
dzenia wiarygodnej identyfikacji komérek dwujadrowych.

Szkietka mozna barwi¢ przy uzyciu réznych metod, takich jak Giemsa lub fluorescencyjne szczegdlne barwniki
DNA (59). Wykorzystanie szczegdlnego barwnika DNA (np. oranz akrydynowy (61) lub Hoechst 33258 plus
pyronina-Y (62)) moze wyeliminowa¢ niektére sposrod artefaktéw zwigzanych z barwnikiem nienadajacym si¢ do
szczegblnego szczepu DNA. W celu okrelenia treSci mikrojadra (chromosom/fragment chromosomu) mozna
zastosowaé przeciwciala antykinetochorowe, FISH z wykorzystaniem pancentromerycznych sond DNA lub
syntez¢ in situ przy udziale startera ze starterami szczegélnymi dla pancentromeréw, wraz z odpowiednim
barwieniem kontrastowym DNA, jezeli informacje dotyczgce mechanizmu ich powstawania sa przedmiotem
zainteresowania (15) (16). Inne metody rozréznienia miedzy klastogenami i aneugenami moga by¢ wykorzystane,
o ile okazaly si¢ skuteczne.

Analiza

50.

51.

Wszystkie szkietka mikroskopowe, wlacznie z tymi z rozpuszczalnikiem/nosnikiem i tymi dotyczacymi kontroli,
powinny by¢ niezaleznie kodowane przed przeprowadzeniem analizy mikroskopowej. Alternatywnie, kodowane
probki moga by¢ analizowane przy pomocy zatwierdzonej automatycznej cytometrii przeptywowej lub analizy
obrazowe;j.

W hodowlach poddanych dziataniu cytoB czgsto$¢ powstawania mikrojader powinna by¢ analizowana w co
najmniej 2 000 komoérek dwujadrowych przypadajacych na stezenie (co najmniej 1 000 komérek dwujadrowych
na hodowlg; dwie hodowle na stezenie). Jezeli wykorzystywane sg pojedyncze hodowle, przynajmniej 2 000
komérek dwujadrowych przypadajacych na stgzenie powinno by¢ oceniane z danej hodowli. Jezeli dostgpnych
do celéw oceny jest zasadniczo mniej niz 1 000 komérek dwujadrowych przypadajacych na hodowle lub 2 000
w przypadku hodowli pojedynczej na kazde stezenie oraz jezeli nie wykryto znacznego wzrostu liczby mikro-
jader, nalezy powtdrzy¢ badanie, stosujac wigcej komoérek lub mniej toksyczne stezenia, w zaleznosci od tego, co
bardziej wlasciwe. Nalezy zwroci¢ uwage, by nie oceniaé komoérek dwujadrowych o nieregularnych ksztaltach lub
w przypadku, gdy dwa jadra réznia si¢ znacznie pod wzgledem wielko$ci; nie nalezy réwniez myli¢ komérek
dwujadrowych ze 7le rozprowadzonymi komérkami wielojadrowymi. Komérki zawierajace wigcej niz dwa jadra
gléwne nie powinny by¢ analizowane pod katem zawarto$ci mikrojader, poniewaz podstawowa czgsto$¢ powsta-
wania mikrojader moze by¢ wyzsza w tych komérkach (63) (64). Ocena komérek wielojadrowych jest dopusz-
czalna, jezeli wykazano, ze substancja badana zakloca dziatanie cytoB.
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52. W liniach komérkowych badanych bez poddawania dziataniu cytoB mikrojadra powinny by¢ oceniane w przy-

53.

najmniej 2 000 komoérkach dla kazdego stezenia (przynajmniej 1 000 komoérek na hodowle; dwie hodowle na
stezenie). W przypadku gdy jest stosowana tylko jedna hodowla na stezenie, przynajmniej 2 000 komodrek
powinno zosta¢ ocenione z tej hodowli.

Gdy jest stosowane cytoB, nalezy okresli¢ CBPI lub RI, aby oceni¢ proliferacj¢ komorek (zob. dodatek 2), uzywajac
co najmniej 500 komorek na hodowle. Jesli poddawanie dziataniu odbywa si¢ przy nieobecnosci cytoB, konieczne
jest uzyskanie dowodow, ze oceniane komorki podlegly proliferacji, jak oméwiono w pkt 24-27.

Kryteria dopuszczalnosci

54. Laboratorium, w ktérym proponuje si¢ wykonanie badania MNvit opisanego w niniejszej TM powinno wykazad,

55.

56.

57.

ze jest w stanie w spos6b wiarygodny i dokladny wykrywaé substancje chemiczne o znanym dzialaniu aneu-
gennym i klastogennym, z aktywacja metaboliczng i bez niej, jak réwniez znane negatywne chemikalia, wyko-
rzystujac substancje chemiczne odniesienia wymienione w dodatku 3. Jako dowdd zdolnosci do wykonania
niniejszej TM prawidlowo laboratorium powinno przedstawi¢ dane $wiadczace o tym, ze komérki oceniane
pod katem tworzenia mikrojader ukonczyly jeden jadrowy podzial, gdy badanie przeprowadza si¢ bez uzycia
cytoB.

Chemikalia wymienione w dodatku 3 sa zalecane do stosowania jako chemiczne substancje odniesienia. Mozna
doda¢ zastgpcze lub dodatkowe substancje chemiczne, jesli ich dzialanie jest znane oraz jesli powoduja one
powstawanie mikrojader za pomocg takich samych mechanizméw dzialania, a takze jesli wykazano, ze sa
odpowiednie dla chemikaliéw, ktére beda badane przy wykorzystaniu procedury MNvit. Uzasadnienie mogloby
obejmowaé badanie walidacyjne z wykorzystaniem wielu réznorodnych substangji lub skoncentrowane na mniej-
szej ich liczbie na podstawie klasy chemicznej substancji badanej lub mechanizmu uszkadzania.

Kontrole z wykorzystaniem rozpuszczalnika/no$nika i niepoddane dzialaniu hodowle powinny dawac w rezultacie
odtwarzalnie niskg i stala czesto$¢ powstawania mikrojader (zazwyczaj 5-25 mikrojader/1 000 komorek dla
rodzajow komoérek okreslonych w pkt 11). Inne rodzaje komérek moga mie¢ rézne zakresy reakcji, ktore nalezy
ustali¢ podczas walidowania ich dla celéw wykorzystania w badaniu MNvit. Nalezy wykorzysta¢ dane z kontroli
negatywnych, z wykorzystaniem rozpuszczalnika oraz kontroli pozytywnych w celu ustalenia historycznych
zakreséw kontroli. Wartosci te nalezy wykorzysta do ustalenia adekwatnosci réwnoczesnych NC/PC dla celow
eksperymentu.

Jezeli proponuje si¢ wprowadzenie nieznacznych zmian do badania (np. wykorzystanie automatycznych raczej niz
recznych technik oceny, zastosowanie nowego rodzaju komorek), wowczas nalezy wykazaé skuteczno$¢ zmiany,
zanim zmieniony protokét zostanie uznany za mozliwy do stosowania. Wykazanie skutecznosci obejmuje
udowodnienie, Ze mozna wykry¢ gtéwne mechanizmy uszkadzania chromosoméw oraz zyski lub straty oraz
ze odpowiednie pozytywne i negatywne wyniki mozna osiggnag¢ w odniesieniu do klasy danej substancji, lub
wielu substancji, ktére maja by¢ badane.

DANE I SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA

Opracowanie wynikéw

58.

59.

60.

61.

Jezeli zastosowano technike z blokerem cytokinezy, do oceny mechanizmu indukcji mikrojader stosowane sg
jedynie komérki dwujadrowe z mikrojadrami (niezaleznie od liczby mikrojader przypadajacych na komorke).
Ocena liczby komérek z jednym, dwoma lub wigkszg liczbg mikrojader moze dostarczy¢ uzytecznych informacji,
ale nie jest obowiazkowa.

Nalezy okresli¢ rownoczesne pomiary cytotoksyczno$ci oraz/lub cytostazy w odniesieniu do wszystkich
poddanych dziataniu substancji hodowli oraz hodowli kontrolnych z wykorzystaniem rozpuszczalnika/no$nika
(58). Nalezy obliczy¢ CBPI lub RI dla wszystkich poddanych dzialaniu substancji hodowli oraz hodowli kontro-
Inych w charakterze pomiaru opdZnienia cyklu komérkowego, kiedy stosowana jest metoda z blokerem cytoki-
nezy. W przypadku braku cytoB powinny by¢ zastosowane RPD lub RICC lub PI (zob. dodatek 2).

Nalezy dostarczy¢ dane dotyczace poszczegdlnych hodowli. Dodatkowo wszelkie dane powinny by¢ podsumo-
wane w formie tabelarycznej.

Substancje chemiczne powodujace w badaniu MNvit powstawanie mikrojader moga doprowadza¢ do niego na
skutek tego, ze powoduja uszkodzenia chromosoméw czy ich utrate lub na skutek polaczenia tych dwoch
zjawisk. Dalsze analizy z wykorzystaniem przeciwcial anty-kinetochorowych, sond szczegélnych dla centromeréw
in situ lub innych metod moga stuzy¢ do okreslania, czy mechanizm indukcji mikrojader jest spowodowany
dzialaniem klastogennym czy aneugennym.

Ocena i interpretacja wynikow

62.

Nie istnieje wymdg sprawdzania przez dodatkowe badanie wyraznie pozytywnych lub negatywnych reakcji.
Niejednoznaczne wyniki mogg by¢ wyjasniane w drodze analizy kolejnych 1 000 komorek z wszystkich hodowli,
aby unikna¢ strat zwigzanych z utrata anonimowosci proby. Jesli takie podejscie nie przesadzi o wyniku, nalezy
przeprowadzi¢ dalsze badania. Modyfikacja parametréw badawczych w celu poszerzenia zakresu ocenionych
warunkoéw powinna zostaé rozwazona w dalszych do$wiadczeniach, jesli to stosowne. Parametry badawcze,
ktére moga by¢ zmodyfikowane, obejmuja zakres stezenia, terminy poddawania dzialaniu substancji i pobierania
komoérek iflub warunki aktywacji metaboliczne;.
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63.

64.

65.

Istnieja liczne kryteria oznaczania wynikéw pozytywnych, takie jak zwiazany ze stezeniem wzrost lub staty-
stycznie istotny wzrost w liczbie komoérek zawierajacych mikrojadra. Biologiczne znaczenie wynikéw powinno
zosta wziete pod uwage w pierwszej kolejnosci. Uwzglednienie, czy zaobserwowane wartosci sa3 w obrebie
historycznych zakreséw kontroli, czy tez poza nimi moze stanowil wskazowke przy ocenie biologicznego
znaczenia reakcji. Mozna wykorzysta¢ odpowiednie metody statystyczne jako metody pomocnicze w przeprowa-
dzaniu oceny wynikéw (65). Jednakze wyniki badan statystycznych powinny by¢ oceniane w odniesieniu do
zalezno$ci dawka-reakcja. Nalezy réwniez wzia¢ pod uwage odtwarzalno$¢ oraz dane historyczne.

Chociaz wigkszo$¢ eksperymentoéw przyniesie wyraznie pozytywne lub negatywne wyniki, w niektérych przy-
padkach uzyskane dane uniemozliwig dokonanie ostatecznego osadu o dzialaniu badanej substancji. Tego rodzaju
niejednoznaczne lub sporne wyniki mozna uzyskiwaé niezaleznie od tego, ile razy powtarza si¢ do$wiadczenie.

Wyniki pozytywne z badania MNvit wskazuja, ze substancja badana wywoluje uszkodzenia chromosoméw lub
ich utrat¢ w hodowlanych komérkach ssakéw. Wyniki negatywne wskazuja, ze w warunkach badawczych
substancja badana nie wywoluje uszkodzen w chromosomach iflub zyskéw lub strat chromosoméw w hodow-
lanych komorkach ssakéw.

Sprawozdanie z badania

66.

Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ co najmniej nastepujace informacje, o ile sa one istotne dla przebiegu
badania:

Badana substancja chemiczna:

— dane identyfikacyjne i numer w rejestrze Chemical Abstract Services oraz numer WE,
— stan skupienia i czystos¢,

— wlasciwosci fizykochemiczne istotne dla przeprowadzenia badania,

— reaktywno$¢ badanej substancji chemicznej w rozpuszczalniku/no$niku lub w hodowli komérkowej mediow.

Rozpuszczalnik/nosnik:
— uzasadnienie wyboru rozpuszczalnika/nosnika,

— rozpuszczalno$é oraz stabilno§¢ substancji badanej w rozpuszczalniku/no$niku.

Komdrki:

— typ i zrédlo wykorzystywanych komoérek,

— odpowiednio$¢ wykorzystywanych komorek,

— nieobecno$¢ mykoplazmy, jezeli ma zastosowanie,

— informacja dotyczaca dlugosci cyklu komérkowego, czasu podwojenia lub indeksu proliferacji,

— jezeli stosuje si¢ limfocyty, ple¢, wiek, liczbe dawcéw krwi, jesli ma to zastosowanie,

— jezeli stosuje si¢ limfocyty — informacja o tym, czy narazona jest krew pelna czy wydzielone limfocyty,
— liczba przej$é, jezeli ma zastosowanie,

— metoda utrzymania hodowli komoérek, jezeli ma zastosowanie,

— zmienna liczba chromosoméw,

— zwykla (kontrola ujemna) dtugos¢ cyklu komérkowego.

Warunki badania:

— dane identyfikacyjne substancji blokujacej cytokineze (np. cytoB), o ile jest wykorzystywana i jej stezenie oraz
czas narazenia komorek,

— racjonalne uzasadnienie wyboru stezeri oraz liczby hodowli, w tym np. dane dotyczace cytotoksycznosci oraz
ograniczen rozpuszczalnosci, jezeli s3 dostgpne,
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— sklad podloza, stgzenie CO,, jezeli ma zastosowanie,

— stezenia substancji badanej,

— stezenia (i/lub objeto$é) nosnika oraz dodanej substancji badane;j,

— temperatura i czas inkubadji,

— czas trwania poddania dziataniu substangji,

— okres pobierania po poddaniu dziataniu,

— gesto$¢ komorki w czasie osadzania, jezeli wlasciwe,

— rodzaj oraz skfad systemu aktywacji metabolicznej, w tym kryteria dopuszczalnoci,
— substancje chemiczne kontroli pozytywnych i kontrole negatywne,

— metody przygotowania szkielek mikroskopowych oraz stosowane techniki barwienia,
— kryteria identyfikacji mikrojader,

— liczba poddanych analizie komoérek,

— metody pomiaru cytotoksycznosci,

— wszelkie dodatkowe informacje dotyczace cytotoksycznosci,

— kryteria uznawania badan za pozytywne, negatywne lub niejednoznaczne,

— stosowana(-e) metoda (-y) analizy statystyczne;j,

— metody, takie jak wykorzystanie przeciwcial kinetochorowych, stosowane w celu okreslenia, czy mikrojadra
zawierajg cale lub rozdrobnione chromosomy, jesli ma to zastosowanie.

Wyniki:

— zastosowany pomiar cytotoksyczno$ci, np. CBPI lub RI w przypadku metody z wykorzystaniem blokera
cytokinezy; RICC, RPD lub PI, gdy nie byly wykorzystywane metody z wykorzystaniem blokera cytokinezy;
inne uwagi w stosownych przypadkach, np. zrastanie si¢ komorek, apoptoza, martwica, liczenie metafaz,
czgstotliwos¢ wystegpowania komoérek dwujadrowych,

— oznaki strgcania,

— dane dotyczace pH oraz osmolalnosci podloza poddania dzialaniu substancji, jezeli sa okreslone,

— definicja komoérek dopuszczalnych do celéw analizy,

— dystrybugja jedno-, dwu- i wielojadrowych komorek, jezeli stosowana jest metoda z wykorzystaniem blokera
cytokinezy,

— liczba komoérek z mikrojadrami, podana oddzielnie dla kazdej hodowli poddanej dzialaniu substancji i hodowli
kontrolnej, wraz z informacja, czy to z komérek jedno- czy dwujadrowych, w stosownych przypadkach,

— zalezno$¢ stezenie-reakcja, o ile to mozliwe,

— dane dotyczgce substancji chemicznej stosowanej jako rownoczesna negatywna (rozpuszczalnik/no$nik) oraz
pozytywna kontrola (stezenia i rozpuszczalniki,

— historyczne dane dotyczace substancji chemicznej stosowanej jako réwnoczesna negatywna (rozpuszczalnik/
nos$nik) oraz pozytywna kontrola, wraz z zakresami, Srednimi oraz standardowymi odchyleniami i przedzialem
ufnosci (np. 95 %),

— analiza statystyczna; wartosci p, jeSli istnieja;

Oméwienie wynikéw

Whioski
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Dodatek 1
Definicje

Aneugen: kazda substancja lub proces, ktory poprzez reakcje z elementami mitotycznego i mejotycznego cyklu
podziatu komérek prowadzi do aneuploidii w komérkach lub organizmach.

Aneuploidia: wszelkie odchylenia od zwyklej diploidalnej (lub haploidalnej) liczby chromosoméw w pojedynczym
chromosomie lub w wigkszej ich liczbie, ale nie w calym zestawie(-ach) chromosoméw (poliploidalnosé).

Apoptoza: zaprogramowana $mier¢ komoérki, na ktorg sklada si¢ szereg etapéw prowadzacych do rozpadu komoérek
w czgstki otoczone blona, ktore sg nastepnie eliminowane przez fagocytoze lub wydalanie.

Proliferacja komdrek: wzrost liczby komérek powstaly w wyniku mitotycznego podziatu komorek.

Centromer: region DNA chromosomu, w ktérym obydwie chromatydy si¢ tacza i do ktérego sa przyczepione obydwa
kinetochory, jeden obok drugiego.

Klastogen: kazda substancja lub proces, ktéry powoduje strukturalne aberracje chromosomalne w populacjach komoérek
lub organizméw.

Cytokineza: proces podzialu komérki nastepujacy bezposrednio po mitozie, majacy na celu utworzenie dwoch komérek
potomnych, z ktdrych kazda zawiera jedno jadro.

Wskaznik proliferacji blokera cytokinezy (CBPI): odsetek komérek w trakcie drugiego podzialu w populacji poddanej
dzialaniu substancji w stosunku do hodowli kontrolnej niepoddawanej dziataniu (zob. dodatek 2).

Cytostaza: hamowanie wzrostu komérek (zob. wzér w dodatku 2).

Cytotoksycznosé: szkodliwe skutki dla struktury lub funkeji komoérek, ostatecznie powodujace $mieré komorki.
Genotoksyczny: termin ogdlny, obejmujacy wszystkie rodzaje uszkodzen DNA lub chromosomu, w tym przerwy,
przegrupowania adduktoéw, mutacje, aberracje chromosomowe i aneuploidie. Nie wszystkie rodzaje skutkéw genoto-
ksycznych powoduja mutacje lub stale uszkodzenia chromosomu.

Komdrki w interfazie: komérki nie w fazie mitozy.

Kinetochor: struktura zawierajaca biatko na centromerze chromosomu, do ktdrej przyczepiaja si¢ widkna wrzeciona
kariokinetycznego w trakcie podziatu komorki, umozliwiajac uporzadkowane przemieszczanie si¢ chromosoméw

potomnych do biegunéw komérek potomnych.

Mikrojgdra: male jadra, oddzielone oraz wystepujace dodatkowo w stosunku do jadra gléwnego komorek, wytwarzane
w trakcie telofazy mitozy lub mejozy przez opdznione fragmenty chromosoméw lub cale chromosomy.

Mitoza: podziat jadra komérkowego, na ktéry zazwyczaj skladaja si¢ profaza, prometafaza, metafaza, anafaza i telo-
faza.

Indeks mitotyczny: stosunek komoérek w metafazie podzielony przez catkowity liczbe komoérek zaobserwowanych
w populacji komérek; wskazanie stopnia proliferacji komorek tej populacji.

Mutagenny: tworzy dziedziczne zmiany w sekwencji(-ach) pary zasad DNA w genach lub w strukturze chromosoméw
(aberracje chromosomowe).

Nondysjunkgja: nierozdzielenie si¢ pary chromatyd i brak odpowiedniego ich rozdzialu do komérek potomnych,
w wyniku czego powstaja komorki potomne z nieprawidlows liczbg chromosoméw.

Poliploidalnosé: liczbowe aberracje chromosomowe w komérkach lub organizmach, obejmujace caly zestaw(-y) chro-
mosomoéw, a nie pojedyncze chromosomy (aneuploidia).

Wskaznik proliferacji (PI): metoda pomiaru cytotoksycznosci, kiedy nie stosuje si¢ cytoB (zob. wzér w dodatku 2).

Wagledny wzrost liczby komérek (RICC): metoda pomiaru cytotoksycznosci, kiedy nie stosuje si¢ cytoB (zob. wzor
w dodatku 2).

Wazgledne podwojenie populacji (RPD): metoda pomiaru cytotoksycznosci, kiedy nie stosuje si¢ cytoB (zob. wzor
w dodatku 2).

Wskaznik replikacji (RI): odsetek zakonczonych cykli podziatu komérkowego w hodowli poddanej dzialaniu substancji
w stosunku do hodowli kontrolnej niepoddawanej dzialaniu, podczas okresu narazenia i odzysku (zob. wzér
w dodatku 2).

Substancja badana (okreslana takze jako badana substancja chemiczna): kazda substancja lub mieszanina, badana za pomoca
niniejszej TM.
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Dodatek 2
Wzory do celéw oceny cytotoksycznosci

1. Kiedy stosuje si¢ cytoB ocena cytotoksyczno$ci powinna opierac si¢ na wskazniku proliferacji blokera cytokinezy
(CBPI) lub wskazniku replikacji (RI) (16) (58). CBPI okresla $rednig liczbe cykli komérkowych przypadajacych na
komorke w okresie narazenia na cytoB i moze by¢ wykorzystane do obliczenia proliferacji komérek. RI okresla
wzgledng liczbe jader w hodowlach poddawanych dzialaniu substancji w stosunku do hodowli kontrolnych i moze
by¢ wykorzystane do obliczenia % cytostazy:

% cytostazy = 100 — 100{(CBPI; — 1) + (CBPI. - 1)}
oraz

T = hodowla poddana dzialaniu substancji badanej
C = nos$nik kultury kontrolnej
gdzie:

((liczba komorek jednojadrowych) +
(2 x liczba komérek dwujadrowych) + (3 x liczba komérek wielojadrowych))

CBPI =
(calkowita liczba komérek)

Dlatego tez warto$¢ CBPI réwna 1 (wszystkie komorki sg jednojadrowe) jest réwnowazna 100 % cytostazy.

Cytostaza = 100 — RI

((liczba komoérek dwujadrowych) + (2 x liczba komérek wielojadrowych)) +
(catkowita liczba komorek);

RI = x 100

((liczba komérek dwujgdrowych) + (2 x liczba komérek wielojadrowych)) +
(catkowita liczba komorek)

T = hodowle poddawane dzialaniu substancji
C = hodowle kontrolne

2. Tym samym warto$¢ RI réwna 53 % oznacza, ze w poréwnaniu do liczby komoérek, ktére podzielily sie
i utworzyly komoérki dwu- i wielojadrowe w hodowli kontrolnej, jedynie 53 % tej liczby podzielito si¢ w hodowli
poddanej dziataniu, czyli cytostaza wynosi 47 %.

3. Kiedy nie stosuje sig cytoB, zaleca si¢ przeprowadzenie oceny cytotoksyczno$ci w oparciu o wzgledny wzrost
liczby komorek (RICC) lub wzgledne podwojenie populacji (RPD) (58), poniewaz oba te wskazniki uwzgledniaja
odsetek populacji komérek, ktore sie podzielily.

(wzrost liczby komérek w hodowlach poddanych dziataniu substancji

RICC (liczba konicowa — liczba poczatkowa)) 100
= X
(wzrost liczby komérek w hodowlach kontrolnych (liczba koricowa — liczba poczqtkowa))

(liczba podwojen populacji w hodowlach poddanych dzialaniu substancji)

RPD = x 100

(liczba podwojert populacji w hodowlach kontrolnych)

gdzie:
Podwojenie populacji = [log (liczby komérek po poddaniu dzialaniu + poczatkowa liczba komérek)] + log 2
4. Dlatego tez RICC lub RPD réwne 53 % oznacza 47 % cytotoksycznosci/cytostazy.

5. Stosujac wskaznik proliferacji (PI), mozna dokonac oceny cytotoksycznosci poprzez liczenie klonéw sklada-
jacych sie z 1 komorki (cl1), 2 komorek (c]2), 3 — 4 komérek (cl4) i 5 do 8 komorek (cI8)

(1 xcl) + (2xcl2) + (3xcl4) + (4 xcl8))

b= (Tl & 2 + d4 + d8)

6.  PI zostal wykorzystany jako cenny i wiarygodny parametr cytotoksycznodci réwniez w przypadku linii
komérkowych hodowanych in situ w nieobecnosci cytoB (25) (26) (27) (28).
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Dodatek 3

Chemiczne substancje odniesienia zalecane dla oceny efektywnosci (')

Kategoria Chemikalia Nr CAS Nr WE
1. Klastogeny czynne bez aktywacji metabolicznej
Arabinozyd cytozyny 147-94-4 205-705-9
Mitomycyna C 50-07-7 200-008-6
2. Klastogeny wymagajace aktywacji metabolicznej
Benzo(a)piren 50-32-8 200-028-5
Cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
3. Aneugeny
Kolchicyna 64-86-8 200-598-5
Winblastyna 143-67-9 205-606-0
4. Substancje negatywne
ftalan di(2-etyloheksylu) 117-81-7 204-211-0
Kwas nalidyksowy 389-08-2 206-864-7
Piren 129-00-0 204-927-3
Chlorek sodu 7647-14-5 231-598-3

Substancje chemiczne odniesienia sg chemikaliami zalecanymi do stosowania. Zastapienie lub dodanie substancji chemicznych do
wykazu chemicznych substancji odniesienia moze nastgpi¢, jesli wiadomo, ze ich dziatanie powoduje powstawanie mikrojader
w wyniku takich samych mechanizméw dzialania, i jesli wykazano, ze sa odpowiednie dla chemikaliéw, ktére beda badane przy
wykorzystaniu procedury MNvit. W zaleznosci od celu, uzasadnienie mogloby obejmowa¢ badanie walidacyjne z wykorzystaniem
wielu réznorodnych substancji lub skoncentrowane na mniejszej ich liczbie na podstawie klasy chemicznej substancji badanej lub
mechanizmu uszkadzania.

B.50. DZIALANIE UCZULAJACE NA SK()RE: BADANIE LOKALNYCH WEZL()W CHLONNYCH DA

WSTEP

1.

Wytyczne OECD w odniesieniu do badania chemikaliéw i metody badani UE s okresowo poddawane przegladowi
w zwigzku z postepem naukowym, zmieniajacymi si¢ potrzebami regulacyjnymi oraz troska o dobrostan zwie-
rzat. Pierwsza metoda badania (TM) (B.42) przy okreslaniu dzialania uczulajgcego na skore u myszy — badanie
lokalnych wezléw chlonnych (LLNA; wytyczna OECD 429 dotyczaca badan) zostala poddana przegladowi (1).
Szczegbly walidacji LLNA i przeglad powigzanej bibliografii opublikowano w (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9).
W LLNA radioizotopy tymidyny lub jodyny s3 stosowane do pomiaru proliferacji limfocytéw i w zwigzku
z tym badanie ma ograniczone zastosowanie w przypadku, gdy nabycie, zastosowania lub usuwanie promienio-
tworczosci jest problematyczne. Badanie LLNA: DA (opracowane przez Daicel Chemical Industries, Ltd.) jest
niepromieniotwérczym wariantem badania LLNA, dzigki ktéremu, poprzez wykorzystanie bioluminescencji,
udaje si¢ dokona¢ pomiaru iloSciowego zawarto$ci adenozynotrifosforanu (ATP), stuzacego za wskaznik prolife-
racji limfocytéw. Badanie LLNA: DA zostalo zatwierdzone i poddane przegladowi oraz zalecone przez miedzy-
narodowy panel ds. wzajemnych przegladéw jako przydatne do rozpoznawania chemikaliéw uczulajacych skore
i jej nieuczulajacych, z pewnymi zastrzezeniami (10) (11) (12) (13). Ta TM jest zaprojektowana dla celéw oceny
potencjatu uczulenia skory przez chemikalia (substancje i mieszaniny) u zwierzat. Rozdzial B.6 niniejszego
zafgcznika oraz wytyczna OECD dotyczgca badai nr 406 wykorzystuja badania na $winkach morskich, w szcze-
g6Inosci test maksymalizacji na $wince morskiej oraz test Buchlera (14). Metoda LLNA (rozdziat B.42 niniejszego
zalacznika; wytyczna OECD dotyczaca badaf nr 429) oraz jej dwa niepromieniotwoércze warianty: LLNA: DA
(rozdzial B.50 niniejszego zalacznika; wytyczna OECD dotyczaca badaf nr 442 A) oraz LLNA: BrdU-ELISA
(rozdzial B.51 niniejszego zalacznika; wytyczna OECD dotyczaca badan nr 442 B) zapewniajg bardziej ograni-
czone i udoskonalone wykorzystanie zwierzat w poréwnaniu z badaniami na $winkach morskich opisanymi
w B.6 i w wytycznej OECD dotyczacej badan nr 406 (14).

Podobnie jak metoda LLNA, LLNA: DA bada faz¢ indukcyjna uczulenia skéry i dostarcza danych iloSciowych
odpowiednich dla dokonania oceny dawka-reakcja. Ponadto zdolno§¢ do wykrywania substancji dzialajacych
uczulajgco na skore bez koniecznosci korzystania z izotopowego oznaczania DNA eliminuje mozliwo$¢ narazenia
zawodowego na dzialanie promieniotwércze oraz kwestie zwigzane z usuwaniem odpadéw. To z kolei moze
pozwoli¢ na zwigkszone wykorzystanie myszy w celu wykrycia substancji dzialajacych uczulajgco na skére, co
moze doprowadzi¢ do dalszego ograniczenia stosowania $§winek morskich do badania odpornosci na dziatanie
uczulajgce na skore (tj. B6; wytyczna OECD dotyczgca badan nr 406) (14).

DEFINICJE

3.

Definicje s zamieszczone w dodatku 1.
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ZALOZENIA WSTEPNE I OGRANICZENIA

4.

LLNA: DA to zmodyfikowana metoda LLNA do wykrywania chemikaliéw potencjalnie uczulajacych skore, ze
szczegdlnymi ograniczeniami. Nie oznacza to, Ze nalezy koniecznie we wszystkich przypadkach stosowal LLNA:
DA zamiast LLNA lub badan na $wince morskiej (tj. B.6; wytyczna OECD dotyczaca badan nr 406) (14), a tylko,
ze badanie to ma t¢ samg warto$¢ merytoryczng i moze zosta¢ zastosowane jako badanie alternatywne, ktorego
pozytywne lub negatywne wyniki nie wymagaja juz dalszego potwierdzenia (10) (11). Laboratorium badawcze
powinno uwzgledni¢ wszystkie dostgpne informacje na temat badanej substancji przed rozpoczgciem badan.
Informacje te powinny obejmowaé tozsamo$¢ i budowe chemiczng badanej substancji; jej wiasciwosci fizyko-
chemiczne; wyniki innych badan toksycznosci in vitro lub in vivo badanej substancji i dane toksykologiczne
dotyczace strukturalnie pokrewnych substancji chemicznych. Nalezy uwzgledni¢ te informacje przy okreslaniu,
czy metoda LLNA: DA jest odpowiednia do badania danej substancji (z uwagi na nieckompatybilno$¢ niektérych
rodzajow chemikaliow z metodg LLNA DA [zob. pkt 5] oraz przy wyborze dawki.

Bedac metoda in vivo, LLNA: DA nie eliminuje wykorzystania zwierzat w okre$laniu alergicznego kontaktowego
dzialania uczulajacego. Moze ona jednak ograniczy¢ stosowanie zwierzat do tego celu w poréwnaniu z badaniami
na $winkach morskich (B.6; wytyczna OECD dotyczaca badan nr 406) (14). Co wigcej, LLNA oferuje znacznie
bardziej wyrafinowany sposéb wykorzystywania zwierzat (mniej bolu i cierpienia) do badania alergicznego
kontaktowego dzialania uczulajacego, gdyz w odréznieniu od B.6 i wytycznej OECD dotyczacej badan nr 406
metoda DA nie wymaga wywolywania reakcji nadwrazliwosci skory poprzez prowokacje. Pomimo zalet LLNA:
DA i jej przewagi nad B.6 i wytyczng OECD dotyczaca badan nr 406 (14), istnieja pewne ograniczenia, ktére
moga spowodowa¢ konieczno§¢ wykorzystania B.6 lub wytycznej OECD dotyczacej badan nr 406 (np. badanie
niektorych metali, falszywe wyniki pozytywne w przypadku niektdrych $rodkéw draznigcych skoére [takich jak
niektére substancje powierzchniowo czynne] (6) (1 oraz rozdzial B.42 w niniejszym zalaczniku), rozpuszczalno$é
badanej substancji). Ponadto klasy chemiczne lub substancje zawierajace grupy funkcjonalne, co do ktérych
wykazano, ze dzialaja jako potencjalne czynniki zakl6cajace (16), moga wymagal uzycia badaii na $winkach
morskich (tj. B.6; wytyczna OECD dotyczacej badan nr 406 (14)). Zalecono stosowanie ograniczei wskazanych
w LLNA (1 oraz rozdzial B.42 w niniejszym zalaczniku) réwniez w odniesieniu do LLNA: DA (10). Ponadto
wykorzystanie LLNA: DA moze okaza¢ si¢ nicodpowiednie w przypadku badania substancji, ktére wplywaja na
poziom ATP (np. substancji dzialajacych jako inhibitory ATP) lub tych, ktére wplywaja na pomiar miedzyko-
moérkowego ATP (np. z uwagi na obecno$¢ enzyméw rozkladajacych ATP, obecno$¢ miedzykomoérkowego ATP
w wezle chfonnym). Oprécz tych zidentyfikowanych przypadkéw metoda LLNA: DA powinna by¢ odpowiednia
do badania wszelkich substancji, chyba ze istnieja wlasciwosci zwiazane z tymi substancjami, ktére moga wplywaé
na dokladnos$¢ badania LLNA: DA. Ponadto nalezy uwzgledni¢ mozliwo$¢ otrzymania pozytywnych wynikéw
granicznych gdy wartosci wskaznika stymulacji (SI) ksztaltuja si¢ pomiedzy 1,8 a 2,5 (zob. pkt 31-32). Opiera si¢
to na bazie danych uzyskanej przy zatwierdzaniu 44 substancji z wykorzystaniem SI = 1,8 (zob. pkt 6), gdzie za
pomoca LLNA: DA poprawnie zidentyfikowano wszystkie 32 LLNA substancje uczulajace, lecz niewlasciwie
oznaczono trzy z 12 LLNA substangji nieuczulajacych o warto$ciach SI pomiedzy 1,8 i 2,5 (tj. graniczne wartosci
dodatnie) (10). Jednak w zwiazku z tym, Ze ten sam zestaw danych byl stosowany do ustalania warto$ci SI
i obliczania przewidywalnych wlasciwosci badania, przytoczone wyniki mogg by¢ zawyzonym szacunkiem praw-
dziwych przewidywalnych wlasciwosci.

ZASADA METODY BADANIA

6.

Podstawowa zasada u podloza LLNA: DA jest fakt, ze czynniki uczulajace wywoluja proliferacje limfocytow
w wezle chlonnym odprowadzajgcym limfe z miejsca przylozenia Srodka chemicznego. Ta proliferacja jest
proporcjonalna do zastosowanej dawki oraz potencjalu zastosowanego alergenu i jest prostym $rodkiem uzys-
kania iloSciowego pomiaru uczulenia. Proliferacja jest mierzona przez pordéwnanie Sredniej proliferacji w kazdej
badanej grupie do $redniej proliferacji w grupie kontrolnej otrzymujacej nosnik (VC). Okresla si¢ stosunek $redniej
proliferacji w kazdej grupie poddanej dzialaniu $rodka do $redniej proliferacji w réwnoleglej grupie VC, ktory jest
nazywany wskaznikiem stymulacji (SI) i powinien wynosi¢ > 1,8 zanim substancja badana zostanie zaklasyfiko-
wana jako potencjalny czynnik uczulajacy skorg. Procedury opisane w niniejszym dokumencie sa oparte na
wykorzystaniu pomiaru zawartosci ATP na podstawie bioluminescencji (o ktérej wiadomo, Ze jest zgodna z liczba
zywych komorek) (17) do wykrycia zwigkszonej liczby rozmnazajacych si¢ wegetatywnie komoérek w odprowa-
dzajacych usznych wezlach chlonnych (18) (19). Metoda z wykorzystaniem bioluminescencji postuguje sie
enzymem lucyferazy do katalizowania zjawiska powstawania $wiatla z ATP i lucyferyny zgodnie z nast¢pujaca
reakcjg:

ATP + Luciferin + O, J‘u&) Oxyluciferin + AMP + PP, + CO, + Light

Natezenie emitowanego $wiatla jest liniowo powigzane ze stezeniem ATP i mierzy si¢ je za pomocg luminometra.
Badanie z wykorzystaniem lucyferyny-lucyferazy jest czula metodg ilosciowego pomiaru ATP wykorzystywana
w szerokim wachlarzu zastosowan (20).

OPIS BADANIA

Dobér gatunkéw zwierzat

7.

Mysz jest gatunkiem preferowanym do tego badania. Badania walidacyjne dla LLNA: DA byly przeprowadzane
wylacznie na szczepie CBA), ktéry z tego wzgledu uznaje si¢ za szczep preferowany (12) (13). Wykorzystuje si¢
miode doroste samice myszy, ktére sa nierddkami i nie s3 w ciazy. Na poczatku do$wiadczenia samice powinny
mie¢ 8-12 tygodni, a zréznicowanie mas ciata poszczegdlnych zwierzat powinno by¢ minimalne i nie przekra-
cza¢ 20 % Sredniej masy ciata. Mozna ewentualnie wykorzysta¢ inne szczepy i samce, jezeli dysponuje si¢ danymi
$wiadczacymi o tym, ze nie istnieja znaczace roznice w reakcji na LLNA: DA w zaleznosci od szczepu iflub plci.
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Warunki w pomieszczeniach dla zwierzat i pozywienie

8.

Myszy powinny by¢ trzymane w grupach (21), chyba ze istnieja odpowiednie naukowe przestanki dla trzymania
myszy pojedynczo. Temperatura w badawczych pomieszczeniach hodowlanych powinna wynosi¢ 22 £ 3 °C.
Chociaz wilgotno§¢ wzgledna powinna wynosi¢ co najmniej 30 % i pozadane jest, zeby nie przekraczala 70 %
poza czasem czyszczenia pomieszczenia, celem powinno by¢ utrzymywanie jej na poziomie 50-60 %. O$wiet-
lenie powinno by¢ sztuczne, w cyklu 12 godzin $wiatla, 12 godzin ciemnosci. Do zywienia mozna stosowaé
konwencjonalne pasze laboratoryjne z nieograniczonym dostgpem do wody pitnej.

Przygotowanie zwierzat

9.

Zwierzeta wybierane sa losowo i znakowane w sposéb umozliwiajacy indywidualna identyfikacje (ale nie przez
jakiekolwick znaki na uszach) i trzymane w klatkach przez co najmniej pig¢ dni przed rozpoczgciem dawkowania
w celu umozliwienia zaaklimatyzowania do warunkéw laboratoryjnych. Przed rozpoczgciem podawania bada si¢
wszystkie zwierzgta w celu upewnienia si¢, Ze nie majg zadnych zauwazalnych zmian skérnych.

Przygotowanie roztworéw dozujacych

10.

State substancje powinny zosta¢ rozpuszczone lub zawieszone w odpowiednich rozpuszczalnikach lub no$nikach
oraz rozcieficzone, jezeli jest to odpowiednie, przed zastosowaniem na uchu myszy. Chemikalia plynne mozna
zastosowaé czyste lub rozcieficzone przed dawkowaniem. Chemikalia nierozpuszczalne, takie jak te najczesciej
spotykane w wyrobach medycznych, nalezy poddaé ekstrakcji w wyjatkowych warunkach w odpowiednim
rozpuszczalniku w celu wykrycia wszystkich mozliwych do wyekstrahowania skladnikéw do badania przed
zastosowaniem na uchu myszy. Substancje badane nalezy przygotowywac codziennie, chyba Zze dane dotyczgce
stabilnosci wykazuja dopuszczalno$é skladowania.

Sprawdzenie wiarygodnosci

11.

12.

13.

14.

Pozytywne substancje kontrolne (PC) wykorzystuje si¢ do wykazania wlasciwego dziatania badania poprzez ich
reakcje z odpowiednig i powtarzalng czulo$cia na badana substancje uczulajaca, dla ktorej wielko$¢ reakeji jest
dobrze scharakteryzowana. Wiaczanie réwnoleglej PC jest zalecane, poniewaz potwierdza si¢ w ten sposéb
kompetencje laboratorium do skutecznego przeprowadzenia kazdego badania i umozliwia dokonanie oceny
odtwarzalnosci i poréwnywalno$ci wewnatrz- i migdzylaboratoryjnej. Niektore organy regulacyjne mogg wymagaé
takze PC dla kazdego badania i w zwiazku z tym zacheca si¢ uzytkownikéw do konsultacji z wiaSciwymi
organami przed rozpoczeciem LLNA: DA. Odpowiednio zaleca si¢ rutynowe wykorzystywanie rownoleglej PC,
aby uniknaé potrzeby dodatkowych badan na zwierzgtach do spelnienia tych wymagan, ktére moga powstaé
w zwigzku ze stosowaniem okresowej PC (zob. pkt 12). PC powinna da¢ w teScie LLNA: DA reakcj¢ pozytywna
na poziomie narazania, przy ktérym oczekuje si¢ wzrostu wskaznika stymulacji (SI) > 1,8 wigkszego niz w grupie
kontroli negatywnej (NC). Dawke PC nalezy dobra¢ w taki sposéb, by nie powodowaé nadmiernego podraznienia
skéry lub ogélnoustrojowej toksycznosci, a indukcja byla powtarzalna, ale nie nadmierna (tj. SI > 10 bylyby
uznane za zbyt wysokie). Preferowane PC to 25 % aldehyd cynamonowy heksylu (Chemical Abstracts Service
[CAS] nr 101-86-0) i 25 % eugenol (numer CAS 97-53-0) w acetonie: oliwa z oliwek (w proporcji objgtosciowej
4:1 v|v). Moga zaistnie¢ okolicznosci, w ktérych mozna uzy¢ innych PC spelniajacych powyzsze kryteria, pod
warunkiem ze istnieje po temu odpowiednie uzasadnienie.

Pomimo ze zaleca si¢ wlaczenie réwnoleglej grupy PC, moga zaistnie¢ sytuacje, w ktérych okresowe badanie PC
(tj. w odstepach nie duzszych niz 6 miesigcy) moze okazac si¢ wystarczajace w przypadku laboratoriéw, ktore
regularnie przeprowadzaja badanie LLNA: DA (tj. przeprowadzaja badanie LLNA: DA co najmniej raz na miesigc)
i dysponuja wcze$niejszymi danymi z pozytywnych kontroli, $wiadczacymi o tym, ze laboratorium jest w stanie
uzyskiwa¢ odtwarzalne i doktadne wyniki w pozytywnych kontrolach. Mozna wykazaé odpowiedni poziom
bieglosci w wykonywaniu badania LLNA: DA, uzyskujac stale pozytywne wyniki PC w co najmniej 10 niezalez-
nych badaniach przeprowadzonych w rozsadnym terminie (§j. w okresie krétszym niz rok).

Nalezy zawsze wlaczaé réwnolegla grupe PC, jesli zachodzi proceduralna zmiana w LLNA: DA (np. zmiana
przeszkolonego personelu, zmiany w metodzie badania materialéw iflub odczynnikéw, zmiany w metodzie
badania urzadzenia, zmiana Zrédla badanych zwierzat), a przedmiotowe zmiany powinny by¢ udokumentowane
w laboratoryjnych sprawozdaniach. Nalezy zwr6ci¢ uwage na wplyw tych zmian na odpowiednio$¢ ustalonych
wezesniej danych przy okreslaniu koniecznosci zgromadzenia nowej bazy danych, aby udokumentowaé sp6jnosé
wynikéw PC.

Badacze powinni by¢ $wiadomi, ze decyzja o przeprowadzeniu badania PC na zasadzie okresowej zamiast
réwnolegle wywiera wplyw na odpowiednio§¢ i akceptowalno$¢ negatywnych wynikéw badan uzyskanych bez
réwnoleglej PC w okresie pomigdzy kazdym okresowym badaniem PC. Na przyklad, jezeli w okresowych PC
uzyskany zostaje wynik falszywie negatywny, negatywne wyniki substancji badanej uzyskane w okresie migdzy
ostatnim dopuszczalnym okresowym badaniem PC i niedopuszczalnym okresowym badaniem PC moga byé
kwestionowane. Nalezy dokladnie rozwazy¢ tego rodzaju skutki przy podejmowaniu decyzji, czy nalezy wlaczy¢
réwnolegla PC, czy tylko przeprowadzaé PC na zasadzie okresowej. Nalezy réwniez wzia¢ pod uwage mozliwo$é
wykorzystania mniejszej liczby zwierzat w ramach grupy réwnoleglej PC, jezeli jest to naukowo uzasadnione oraz
jezeli laboratorium moze wykazaé, w oparciu o wcze$niej zgromadzone dane, ze mozna wykorzystal mniejsza
liczb¢ myszy (22).
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15. Chociaz substancja kontroli pozytywnej powinna by¢ testowana w nosniku, o ktérym wiadomo, ze wywotuje
konsekwentng reakcje (np. aceton: oliwa z oliwek; w proporcji objetosciowej 4:1, v[v), moga jednak zaistnie¢
pewne sytuacje wynikajace z przepiséw, w ktorych przetestowanie w niestandardowym nosniku (o formulacji
odpowiedniej klinicznie/chemicznie) moze by¢ réwniez konieczne (23). Jezeli rownolegta PC jest badana w innym
no$niku niz substancja badana, wéwczas nalezy wilaczy¢ oddzielng VC w odniesieniu do réwnoleglej PC.

16. W przypadkach, gdy ocenia si¢ substancje badane konkretnej klasy chemicznej lub zakres reakcji, substancje
wzorcowe moga by¢ uzyteczne, takze aby wykazal, ze metoda badawcza jest odpowiednia dla wykrywania
potencjalnego dzialania uczulajacego na skore przez tego rodzaju substancje. Odpowiednie substancje wzorcowe
powinny posiada¢ nastgpujace wiasciwosci:

— strukturalne i funkcjonalne podobiefistwo do klasy badanej substangji,
— znane wiasciwosci fizyczne i chemiczne,
— dane potwierdzajace z LLNA: DA,

— dane potwierdzajace z innych modeli zwierzecych iflub ludzkich.

PROCEDURA BADANIA
Liczba zwierzat i poziomy dawek

17. W kazdej grupie badanej powinny by¢ wykorzystane nie mniej niz cztery zwierzeta, z minimalng liczba trzech
stezen substancji badanej oraz réwnolegla grupa NC otrzymujaca jedynie no$nik substancji badanej i grupa
kontrolng PC (réwnolegla lub najnowszg, na podstawie polityki laboratoryjnej, biorgc pod uwage pkt 11-15).
Nalezy rozwazy¢ zbadanie wielu dawek PC, szczegélnie gdy badanie PC jest prowadzone na zasadzie nieregular-
nej. Z wyjatkiem zastosowania substancji badanej, ze zwierzetami grup kontrolnych nalezy si¢ obchodzi¢
w sposdb identyczny jak ze zwierzetami grup badanych.

18. Dobdr dawek i wybdr nosnika powinien by¢ oparty na zaleceniach podanych w pozycjach (2) i (24) bibliografii.
Kolejne dawki zazwyczaj wybiera si¢ z odpowiedniego szeregu stezeni takich, jak 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %,
2,5%, 1%, 0,5% itd. Do wyboru szeregu stezen nalezy dotaczy¢ odpowiednie naukowe uzasadnienie. O ile sa
dostepne, nalezy uwzgledni¢ wszystkie istniejgce informacje toksykologiczne (np. o ostrej toksycznosci i o
podraznieniu skory) oraz o strukturalnych i fizykochemicznych wlasciwosciach badanej substancji (iflub substancji
zblizonych pod wzgledem budowy) przy wyborze trzech kolejnych stezen, tak aby najwyzsze stezenie maksy-
malizowalo narazenie, nie doprowadzajac jednak do ogélnoustrojowej toksycznodci iflub nadmiernego miej-
scowego podraznienia skory (24) (25). W przypadku braku takich informacji moze okaza¢ si¢ konieczne prze-
prowadzenie badania wstgpnego (zob. pkt 21-24)

19. Noénik nie powinien zakl6caé¢ wyniku badania lub wplywaé na niego oraz powinien by¢ wybrany na podstawie
maksymalizowania rozpuszczalnosci w celu uzyskania najwyzszego osiggalnego stezenia, dajac jednoczes$nie
mozliwo$¢ uzyskania roztworu/zawiesiny nadajacej si¢ do podania substancji badanej. Zalecanymi no$nikami sg
aceton: oliwa z oliwek (w proporcji objetosciowej 4:1 v[v), N,N-dimetyloformamid, metylo etylo keton, glikol
propylenowy i sulfotlenek dimetylowy (6), ale moga by¢ uzyte inne, jesli przedstawi si¢ wystarczajgce uzasad-
nienie naukowe. W niektérych sytuacjach moze okazaé si¢ konieczne uzycie, jako dodatkowej kontroli, rozpusz-
czalnika odpowiedniego ze wzgledow klinicznych, lub postaci handlowej, w ktorej badana substancja wprowa-
dzana jest na rynek. Szczegélng uwage nalezy zwrdcié na zapewnienie, aby substancje hydrofilne zostaly
wiaczone do systemu nosnika, ktory nawilza skére i nie sptywa z niej natychmiast, przez wlaczenie odpowiednich
srodkéw zwigkszajacych rozpuszczalnosé (np. 1 % Pluronic ® L92). A zatem nalezy unikaé roztworéw catkowicie
wodnych.

20. Przetwarzanie weztéw chlonnych z poszczegdlnych myszy umozliwia oceng zmiennosci pomigdzy zwierzetami
oraz statystyczne pordwnanie réznicy migdzy substancja badang i pomiarami grupy VC (zob. pkt 33). Ponadto
dokonanie oceny mozliwosci obnizenia liczby myszy w grupie PC jest wykonalne jedynie wowczas, gdy groma-
dzone sa dane dotyczace poszczegdlnych zwierzat (22). Co wigcej, niektére organy regulacyjne wymagaja zbie-
rania danych dotyczacych poszczegélnych zwierzat. Regularne gromadzenie danych dotyczacych poszczegdlnych
zwierzat stanowi o dobrostanie zwierzat dzigki temu, ze unika si¢ powielania badan, do ktérego dochodzitoby
w przypadku, gdyby wyniki dotyczace substancji badanej pierwotnie zebrane w jeden sposéb (np. poprzez
polaczenie danych dotyczacych zwierzat) mialy zostaé rozpatrzone w pdzniejszym terminie przez organy regu-
lacyjne zgodnie z innymi wymogami (np. w ramach danych dotyczacych poszczegdlnych zwierzat).

Badanie wstepne

21. W przypadku braku informacji pozwalajacej okresli¢ najwyzsza dawke, jaka ma zostal zbadana (zob. pkt 18),
nalezy przeprowadzi¢ badanie wstepne w celu okreslenia wlasciwego poziomu dawki do badania w metodzie
LLNA: DA. Celem badania wstepnego jest opracowanie wytycznych dotyczacych wyboru maksymalnej dawki, jaka
nalezy stosowa¢ w gléwnym badaniu LLNA: DA, w przypadku gdy nie dysponuje si¢ informacjami na temat
stezenia powodujacego toksyczno$é ogdlnoustrojowsq (zob. pkt 24) i/lub nadmierne miejscowe podraznienie skory
(zob. pkt 23). Maksymalny poziom badanej dawki powinien wynosi¢ 100 % substancji badanej w przypadku
cieczy lub maksymalne mozliwe stgzenie w przypadku ciat statych lub zawiesin.
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22. Badanie wstepne przeprowadza si¢ w warunkach identycznych do tych, w jakich przeprowadza si¢ gléwne

badanie LLNA: DA, z tym ze nie przeprowadza si¢ oceny proliferacji wezla chlonnego oraz mozna wykorzysta¢
mniejszg liczbe zwierzat w grupie badanej. Zaleca si¢ jedno lub dwa zwierz¢ta w grupie badanej. Wszystkie myszy
beda obserwowane codziennie pod katem jakichkolwiek klinicznych oznak toksyczno$ci ogdlnoustrojowej lub
miejscowego podraznienia skory w miejscu zastosowania. Masy ciata sa rejestrowane przed badaniem i przed jego
zakoficzeniem (dzied 8.). Obydwoje uszu kazdej myszy bada si¢ pod katem wystapienia rumienia i ocenia przy
wykorzystaniu tabeli 1 (25). Pomiary grubosci ucha sg przeprowadzane przy wykorzystaniu grubo$ciomierza (np.
cyfrowych mikrometréw lub gruboSciomierza Peacock Dial) w dniu 1. (przed podaniem substancji), w dniu 3.
(okoto 48 godzin nastgpujacych po podaniu pierwszej dawki) oraz w dniu 7. (24 godziny przed zakoficzeniem
badania) i dniu 8. Ponadto w dniu 8. grubo$¢ ucha mozna okresli¢ za pomoca kolczykownicy do pomiaru masy,
co powinno by¢ przeprowadzone po u$mierceniu zwierzat w humanitarny sposob. Nadmierne miejscowe podraz-
nienie skory jest sygnalizowane przez rumien o wyniku > 3 iflub zwigkszenie grubosci ucha o 225 % w dniu
pomiaru (26) (27). Najwyzsza dawka wybrana do gléwnego badania LLNA: DA to nastepna nizsza dawka
w szeregu stezei badania wstepnego (zob. pkt 18), ktéra nie wywoluje ogélnoustrojowej toksycznosci iflub
nadmiernego miejscowego podraznienia skory.

Tabela 1

Ocena punktowa rumienia

Objawy Wynik
Brak rumienia 0
Bardzo lekki rumiefi (prawie niewidoczny) 1
Wyrazny rumien 2
Rumiei umiarkowany do mocnego 3
Mocny rumiefi (czerwien przypominajgca barwe migsa czerwonego) do form obrzeku wyklucza-
jacych klasyfikacje rumienia 4

23

24.

. Oprécz 25 % zwickszenia grubosci ucha 26) (27), do zidentyfikowania substancji draznigcych w metodzie LLNA

wykorzystywano tez statystycznie istotne zwigkszenie grubosci ucha u myszy badanych w poréwnaniu z myszami
kontrolnymi (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34). O ile jednak statystycznie znaczace zwigkszenie moze wystapi¢
przy grubosci ucha mniejszej niz 25 %, to nie udalo si¢ go powigza¢ z nadmiernym podraznieniem (30) (31) (32)
(33) (34).

Nastgpujgce obserwagje kliniczne mogg wskazywac na toksyczno$¢ ogdlnoustrojows (35), jesli s3 wykorzystywane
jako cze$¢ zintegrowanej oceny i w zwigzku z tym moga okresla¢ maksymalne dawki do stosowania w LLNA:
DA: zmiany w funkcjach uktadu nerwowego (np. piloerekcja, ataksja, drzenia, oraz konwulsje); zmiany w zacho-
waniu (na przyklad agresja, zmiany w czyszczeniu, wyrazna zmiana w poziomie aktywnosci); zmiany w sposobie
oddychania (np. zmiany w czestotliwosci i intensywnosci oddychania, takie jak duszno$¢, dyszenie oraz rzgzenie),
a takze zmiany w konsumpcji Zywnoséci i wody. Ponadto w ocenie nalezy wzig¢ pod uwage oznaki standéw
zwickszonej sennosci iflub brak reakcji oraz wszelkie objawy kliniczne sygnalizujace co§ wigcej niz chwilowy bél
i cierpienie, lub > 5% spadek masy ciala od dnia 1. do dnia 8. czy $miertelnos¢. Zwierzeta konajgce oraz
zwierzgta wykazujace objawy silnego bélu i zagrozenia nalezy humanitarnie u§miercié (36).

Harmonogram do$wiadczalny gtéwnego badania

25.

Harmonogram do$wiadczalny badania jest nastgpujacy:

— Drzieri 1: Indywidualnie okresli¢ i odnotowaé wage kazdego zwierzecia oraz wszelkie obserwacje kliniczne.
Nalozy¢ 1% roztworu wodnego dodecylo siarczanu sodu (SLS) na czg$¢ grzbietowa kazdego ucha przy
uzyciu pedzla zanurzonego w roztworze SLS, tak aby cala grzbietowa cz¢$¢ kazdego ucha zostata pokryta za
pomoca czterech do pigciu pociggni¢¢ pedzla. Po godzinie od momentu podania SLS naklada si¢ 25 pl
wladciwego roztworu substancji badanej lub samego nosnika lub kontroli pozytywnej (réwnoleglej lub
najnowszej, na podstawie polityki laboratoryjnej, biorac pod uwage pkt 11-15), na cz¢$¢ grzbietowa kazdego
ucha.

— Dni 2, 3 i 7: Powt6rzy¢ przeprowadzong w dniu 1. procedure wstepnego poddania dziataniu 1 % wodnego
roztworu SLS i nalozenia substancji badane;.

— Dni 4, 5i 6: Bez podawania.

— Drzieri 8: Zanotowaé wagg kazdego zwierzecia oraz wszelkie obserwacje kliniczne. Okoto 24 do 30 godzin po
rozpoczeciu stosowania w dniu 7. nalezy u$mierci¢ zwierzeta w sposéb humanitarny. Wycia¢ uszne wezly
chlonne z kazdego ucha myszy i przetwarzaé¢ oddzielnie w roztworze chlorku sodu buforowanym fosfora-
nami (PBS) dla kazdego zwierzgcia. Informacje i schematy identyfikacji i rozbioru wezla chlonnego mozna
znalezé w pozycji (22). Do celéw dalszego monitorowania miejscowych reakeji skéry w badaniu gléwnym,
w protokole badania mozna uwzgledni¢ dodatkowe parametry, takie jak punktacja rumienia ucha lub pomiar
grubodci ucha (zrobiony za pomocg grubosciomierza lub za pomocg kolczykownicy do pomiaru masy
w czasie sekcji).
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Przygotowanie zawiesiny komorek

26

. Przygotowuje si¢ jednokomorkowa zawiesing z komorek wezta chlonnego (LNC) usunigtych obustronnie dla
kazdego zwierzgcia, przez umieszczenie wezléw chonnych pomigdzy dwoma szkietkami mikroskopowymi
i zastosowanie lekkiego nacisku w celu rozdrobnienia weztéw. Po upewnieniu si¢, ze tkanki zostaly rozprowa-
dzone cienkg warstwa, nalezy rozdzieli¢c oba szkielka. Zawiesi¢ tkanki z obu szkielek w PBS, trzymajac kazde
szkietko pod katem nad szalkg Petriego i ptuczac przy uzyciu PBS i jednoczesnie zeskrobujac tkanke ze szkietka
skrobakiem do komorek. Ponadto wezly chlonne u zwierzat z grupy kontroli negatywnej sa niewielkie, tak wigc
ostrozne dzialanie ma istotne znaczenie dla uniknigcia sztucznego wplywu na wartosci SI. Do plukania szkielek
nalezy wykorzysta¢ calkowitg objeto$¢ 1 mL PBS. Zawiesing LNC w szalce Petriego nalezy homogenizowa¢ lekko
za pomocg skrobaka do komdrek. 20 pL alikwoty zawiesiny LNC zbiera si¢ nastgpnie za pomocg mikropipety,
przy czym nalezy uwazaé aby nie zebra¢ widocznej dla oka membrany, a nastepnie miesza si¢ z 1,98 mL PBS, tak
aby otrzyma¢ 2 mL prébki. Nastepnie przygotowuje sie druga 2 mL probke zgodnie z tg samg procedura, tak aby
przygotowane zostaly dwie probki dla kazdego zwierzecia.

Okreslenie proliferacji komérkowych (pomiar zawartosci ATP limfocytow)

27

. Wzrost zawartosci ATP w wezlach chlonnych jest mierzony za pomoca metody lucyferyny-lucyferazy z zastoso-
waniem zestawu do pomiaru ATP, ktéry mierzy bioluminescencje w umownych jednostkach luminescencyjnych
(RLU). Czas badania od momentu u$miercenia zwierzgt do pomiaru zawartosci ATP dla kazdego osobnika
powinien by¢ jednolity, w ciggu okolo 30 minut, poniewaz uwaza si¢, ze zawarto$¢ ATP stopniowo maleje
wraz z uplywem czasu od momentu u$miercenia zwierzat (12). Zatem seri¢ procedur, poczynajac od usunigcia
usznych weztow chlonnych az do pomiaru ATP, nalezy zakonczy¢ w ciggu 20 minut zgodnie z wcze$niej
ustalonym harmonogramem, takim samym dla kazdego zwierzecia. Pomiar luminescencji ATP nalezy przeprowa-
dzi¢ w kazdej 2 mL prébee w taki sposéb, aby w odniesieniu do kazdego osobnika przeprowadzano lacznie dwa
pomiary ATP. Ustala si¢ wowczas Srednig warto$¢ luminescencji ATP i wykorzystuje ja w péZniejszych oblicze-
niach (zob. pkt 30).

OBSERWACJE

Obserwacje kliniczne

28

. Zwierzgta poddaje si¢ starannej obserwacji klinicznej raz dziennie pod katem jakichkolwiek oznak klinicznych,
czy to miejscowego podraznienia w miejscu zastosowania, czy tez ogdlnoustrojowej toksycznosci. Wszystkie
obserwacje kliniczne sg systematycznie odnotowywane w postaci zapisow prowadzonych dla kazdej myszy.
Plany monitorowania powinny obejmowac kryteria umozliwiajace szybka identyfikacje tych myszy, ktore wyka-
zuja oznaki toksycznosci ogdlnoustrojowej, nadmiernego miejscowego podraznienia skory lub zracego dzialania
na skore, w celu eutanazji (36).

Masy ciala

29

. Jak wskazano w pkt 25, indywidualne masy ciala okrelane s3 na poczatku badania i przy planowanym huma-
nitarnym u$mierceniu zwierzat.

OBLICZANIE WYNIKOW

30

31.

32.

33.

. Wyniki dla kazdej grupy badanej sg wyrazane jako $redni SI. SI otrzymuje si¢ przez podzielenie Sredniej wartosci
RLU/mysz w obrebie kazdej grupy dawkowania substancji badanej oraz grupy PC przez $rednig RLU/mysz
obliczong dla grupy rozpuszczalnika/VC. Srednie SI dla grup VC wynosi zatem jeden.

Proces decyzyjny uznaje wynik za pozytywny, gdy SI 21,8 (10). Jednakze sita reakcji na dawke, znaczenie
statystyczne i sp6jno$¢ reakeji rozpuszezalnik/no$nik i PC moga réwniez by¢ stosowane przy ustalaniu, czy
wynik graniczny (tj. warto$¢ SI pomiedzy 1,8 a 2,5) mozna uznaé za pozytywny (2) (3) (37).

W przypadku granicznego wyniku pozytywnego o wartosci SI pomigdzy 1,8 i 2,5 uzytkownicy moga rozwazy¢
dodatkowe informacje, takie jak relacja dawka-reakcja, oznaki toksyczno$ci ogdlnoustrojowej lub nadmiernego
podraznienia oraz, w stosownych przypadkach, istotno$¢ statystyczna wraz z wartoSciami SI w celu potwier-
dzenia, czy wyniki te sa pozytywne (10). Nalezy réwniez rozwazy¢ rézne wlasnosci substancji badanej, w tym
rozwazy¢, czy jest ona strukturalnie pokrewna znanym czynnikom uczulajagcym, czy powoduje nadmierne
podraznienie skéry u myszy, oraz zaobserwowany charakter relacji dawka-reakcja. Te i inne wzgledy oméwione
sa szczegblowo gdzie indziej (4).

Gromadzenie danych dotyczacych poszczegdlnych myszy umozliwi analize statystyczng danych w odniesieniu do
obecnosci i relacji dawka-reakcja. Ocena statystyczna moze obejmowac oceng relacji migdzy dawka a reakgja, jak
réwniez odpowiednio dostosowane poréwnania badanych grup (np. grupe badang w parach w poréwnaniu
z réwnolegla grupa kontrolna otrzymujaca no$nik/rozpuszczalnik). Analizy statystyczne moga obejmowal np.
regresj¢ liniowa lub badanie Williamsa w celu dokonania oceny tendencji w relacji migdzy dawka a reakcja oraz
badanie Dunnetta w odniesieniu do poréwnan par. Przy wyborze wlasciwej metody analizy statystycznej danych
prowadzacy badanie powinien zachowa¢ $wiadomo$¢ mozliwej nieréwnosci wariangji lub innych powigzanych
probleméw, ktére moga spowodowaé konieczno$¢ transformacji danych lub przeprowadzenia nieparametrycznej
analizy statystycznej. W kazdym przypadku prowadzacy badanie musi liczy¢ si¢ z koniecznoscig przeprowadzenia
obliczen SI i analiz statystycznych z wykorzystaniem pewnych punktéw danych i bez nich (tzw. »wartosci
odstajaceq).
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DANE I SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
Dane

34. Dane powinny by¢ podsumowane w formie tabelarycznej pokazujacej wartosci RLU odnoszace si¢ do poszcze-
gblnych zwierzat, Srednie wartosci RLU[zwierze w danej grupie, zwigzana warto$¢ bledu (np. SD, SEM), oraz
Srednie SI dla kazdej grupy badanej porownywane z réwnolegla grupa kontrolng z zastosowaniem rozpusz-
czalnika/no$nika.

Sprawozdanie z badafi

35. Sprawozdanie z badania powinno zawieraé nastgpujace informacje:
Badane i kontrolne substancje chemiczne:

— numery identyfikujace (np. CAS lub WE, jesli sa dostepne); Zrédlo: czysto$¢; znane zanieczyszczenia; numer
partii),

— cechy fizyczne i wlasnosci fizykochemiczne (np. lotno$¢, stabilnos¢, rozpuszczalnosc),

— jezeli jest to mieszanina, skfad i wzgledne udzialy procentowe skladnikdw.

Rozpuszczalnik/no$nik:
— dane identyfikacyjne (czysto$¢; stezenie, tam gdzie stosowne; wykorzystane objetosci),

— uzasadnienie wyboru nosnika.

Zwierzeta badane:

— zrédlo, z ktérego pochodza myszy szczepu CBA,
— status mikrobiologiczny zwierzat, jesli jest znany,
— liczba i wiek zwierzat,

— zZrédlo pochodzenia zwierzat, warunki $rodowiska, pokarm itp.

Warunki badania:

— zrédlo, numer partii i dane producenta dotyczgce zapewniania/kontroli jakosci dla zestawu ATP,

— szczegbly przygotowania i stosowania substancji badanej,

— uzasadnienie doboru dawek (facznie z wynikami z badania wstepnego, jesli bylo przeprowadzane),

— nosénik i uzyte steZenia substancji testowej oraz catkowita ilo$¢ zastosowanej substancji badanej,

— szczegbly dotyczace jakosci pozywienia i wody (wlaczajac w to rodzaj[irédlo diety, zrédlo wody),

— szczegdly dotyczace poddania dzialaniu substancji oraz harmonograméw pobierania prébek,

— metody pomiaru toksycznosci,

— kryteria uznawania badan za pozytywne lub negatywne,

— szczegbly dotyczace protokotu odchylen i wyjasnienie, w jaki sposéb odchylenie ma wplyw na planowanie
badan i ich wyniki.

Sprawdzenie wiarygodnosci:

— podsumowanie wynikéw ostatniego sprawdzenia wiarygodnosci badan, w tym informacji o wykorzystanej
substancji badanej, stezeniach i nosniku,
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— dane dotyczace réwnoleglej lub wezesniejszej kontroli pozytywnej i dotyczace réwnoleglej negatywnej (roz-
puszczalnik/nosnik) kontroli z laboratorium testujacego,

— jezeli nie wlaczono réwnoleglej grupy PC, data i sprawozdanie laboratoryjne z ostatniego okresowego PC
i sprawozdanie wyszczegdlniajace wezesniejsze dane dotyczace PC dla danego laboratorium, uzasadniajace
przyczyny dla ktérych nie przeprowadzono PC réwnolegle.

Wyniki:

— masa poszczegdlnych myszy na poczatku dawkowania i przy planowanym u$mierceniu; jak réwniez $rednia
i opis powigzanego bledu (np. SD, SEM) w odniesieniu do kazdej grupy badanej,

— przebieg czasowy pojawienia si¢ i oznaki toksyczno$ci, w tym podraznient skory w miejscu podania, jesli takie
wystapily, u kazdego zwierzecia,

— godzina u$miercenia i godzina pomiaru ATP dla kazdego zwierzecia,
— tabela warto$ci RLU dla poszczegdlnych myszy i wartoci SI dla kazdej grupy badanej,

— S$redni oraz powigzany okres bledu (np. SD, SEM) dla RLU/mysz dla kazdej grupy badanej i wyniki analizy
obserwagji nietypowych dla kazdej grupy badanej,

— obliczone SI i wlaiciwe pomiary zmiennosci, uwzgledniajace zmienno$¢ pomiedzy zwierzgtami w odniesieniu
do grup substancji badanej i grup kontrolnych,

— relacja dawka-reakgja,

— analizy statystyczne, tam gdzie stosowne.

Oméwienie wynikow:

— krotki komentarz do wynik6éw, analiza zaleznosci reakcji od dawki oraz w stosownych przypadkach, analizy
statystyczne, z wnioskiem, czy substancja testowa powinna by¢ uznana za czynnik uczulajacy skore.

BIBLIOGRAFIA

(1) OECD (2010), Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay, Test Guideline No. 429, Guidelines for the Testing of
Chemicals, OECD, Paryz. Dostgpny na stronie: [http://www.oecd.org/env/testguidelines]

(2) Chamberlain, M. and Basketter, D.A. (1996), The local lymph node assay: status of validation. Food Chem, Toxicol.,
34, 999-1002.

(3) Basketter, D.A., Gerberick, G.F., Kimber, I. and Loveless, S.E. (1996), The local lymph node assay: A viable
alternative to currently accepted skin sensitisation tests. Food Chem, Toxicol., 34, 985-997.

(4) Basketter, D.A., Gerberick, G.F. and Kimber, 1. (1998), Strategies for identifying false positive responses in
predictive sensitisation tests. Food Chem. Toxicol., 36, 327-333.

(5) Van Och, FMM,, Slob, W., De Jong, W.H., Vandebriel, R.J. and Van Loveren, H. (2000), A quantitative method
for assessing the sensitising potency of low molecular weight chemicals using a local lymph node assay:
employment of a regression method that includes determination of uncertainty margins. Toxicol., 146, 49-59.

—
=)
=

ICCVAM (1999), The murine local lymph node Assay: A test method for assessing the allergic contact dermatitis
potential of chemicals/compounds: The results of an independent peer review evaluation coordinated by the
Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM) and the National
Toxicology Program Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods (NICETAM). NIH Publication
No: 99-4494. Research Triangle Park, N.C. Dostepny na stronie: [http:/[iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_
docs/llnallnarep.pdf]

(7) Dean, J.H., Twerdok, L.E., Tice, R.R., Sailstad, D.M., Hattan, D.G., Stokes, W.S. (2001), ICCVAM evaluation of the
murine local lymph node assay: Il. Conclusions and recommendations of an independent scientific peer review
panel. Reg. Toxicol. Pharmacol. 34, 258-273.


http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/immunotox/llna-ELISA/TMER.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/LLNAPRPRept2009.pdf
http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/LLNAPRPRept2009.pdf

L 193/54

Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej

20.7.2012

(8) Haneke, K.E., Tice, R.R., Carson, B.L., Margolin, B.H., Stokes, W.S. (2001), ICCVAM evaluation of the murine local
lymph node assay: IIl. Data analyses completed by the national toxicology program interagency center for the
evaluation of alternative toxicological methods. Reg. Toxicol. Pharmacol. 34, 274-286.

(9) Sailstad, D.M., Hattan, D., Hill, R.N., Stokes, W.S. (2001), ICCVAM evaluation of the murine local lymph node
assay: I. The ICCVAM review process.Reg. Toxicol. Pharmacol. 34, 249-257.

(10) ICCVAM (2010), ICCVAM Test Method Evaluation Report. Nonradioactive local lymph node assay: modified by
Daicel Chemical Industries, Ltd., based on ATP content test method protocol (LLNA: DA). NIH Publication No.
10-7551 A[B. Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental Health Sciences. Dost¢pny na
stronie: [http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/immunotox/llna-DA/TMER htm]

11

—

ICCVAM (2009), Independent Scientific Peer Review Panel Report: Updated validation status of new versions and
applications of the murine local lymph node assay: a test method for assessing the allergic contact dermatitis
potential of chemicals and products. Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental Health
Sciences. Dostepny na stronie: [http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/LLNAPRPRept2009.pdf].

12

—

Idehara, K., Yamagishi, G., Yamashita, K. and Ito, M. (2008), Characterization and evaluation of a modified local
lymph node assay using ATP content as a non-radio isotopic endpoint.J. Pharmacol. Toxicol. Meth., 58, 1-10.

(13) Omori, T., Idehara, K., Kojima, H., Sozu, T., Arima, K., Goto, H., Hanada, T., Ikarashi, Y., Inoda, T., Kanazawa, Y.,
Kosaka, T., Maki, E., Morimoto, T., Shinoda, S., Shinoda, N., Takeyoshi, M., Tanaka, M., Uratani, M., Usami, M.,
Yamanaka, A., Yoneda, T., Yoshimura, I. and Yuasa, A. (2008), Interlaboratory validation of the modified murine
local lymph node assay based on adenosine triphosphate measurement. J. Pharmacol. Toxicol. Meth., 58, 11-26.

(14) OECD (1992), Skin Sensitisation, Test Guideline No. 406, Guidelines for Testing of Chemicals, OECD, Paryz.
Dostepny na stronie: [http://www.oecd.org/env/testguidelines]

(15) Kreiling, R., Hollnagel, H.M., Hareng, L., Eigler, L., Lee, M.S., Griem, P., Dreessen, B., Kleber, M., Albrecht, A.,
Garcia, C. and Wendel, A. (2008), Comparison of the skin sensitising potential of unsaturated compounds as
assessed by the murine local lymph node assay (LLNA) and the guinea pig maximization test (GPMT). Food Chem.
Toxicol., 46, 1896-1904.

(16) Basketter, D., Ball, N., Cagen, S., Carrillo, ].C., Certa, H., Eigler, D., Garcia, C., Esch, H., Graham, C., Haux, C,

Kreiling, R. and Mehling, A. (2009), Application of a weight of evidence approach to assessing discordant
sensitisation datasets: implications for REACH. Reg. Toxicol. Pharmacol., 55, 90-96.

(17) Crouch, S.P., Kozlowski, R., Slater, K.J. and Fletcher J. (1993), The use of ATP bioluminescence as a measure of
cell proliferation and cytotoxicity. J. Immunol. Meth., 160, 81-88.

(18) Ishizaka, A., Tono-oka, T. and Matsumoto, S. (1984), Evaluation of the proliferative response of lymphocytes by
measurement of intracellular ATP. J. Immunol. Meth., 72, 127-132.

(19) Dexter, S.J., Cdmara, M., Davies, M. and Shakesheff, K.M. (2003), Development of a bioluminescent ATP assay to
quantify mammalian and bacterial cell number from a mixed population. Biomat., 24, 27-34.

(20) Lundin A. (2000), Use of firefly luciferase in ATP-related assays of biomass, enzymes, and metabolites. Meth.
Enzymol., 305, 346-370.

(21) ILAR (1996), Institute of Laboratory Animal Research (ILAR) Guide for the Care and Use of Laboratory Animals.
7th ed. Washington, DC: National Academies Press.

(22) ICCVAM (2009), Recommended Performance Standards: Murine Local Lymph Node Assay, NIH Publication
Number 09-7357, Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental Health Science. Dostepny
na stronie: [http:/[/iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/llna-ps/LLNAPerfStds.pdf]

(23) McGarry, H.F. (2007), The murine local lymph node assay: regulatory and potency considerations under REACH.
Toxicol., 238, 71-89.

(24) Kimber, 1., Dearman, R.J., Scholes E.W. and Basketter, D.A. (1994), The local lymph node assay: developments
and applications. Toxicol., 93, 13-31.

(25) OECD (2002), Acute Dermal Irritation/Corrosion, Test Guideline No. 404, Guidelines for Testing of Chemicals,
OECD, Paryz. Dostgpny na stronie: [http://www.oecd.org/env/testguidelines]


http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/llna-ps/LLNAPerfStds.pdf
http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/immunotox/fcLLNA/BRDcomplete.pdf
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/acutetox/Tox_workshop.htm

20.7.2012

Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej

L 193/55

(26) Reeder, MK., Broomhead, Y.L., DiDonato, L. and DeGeorge, G.L. (2007), Use of an enhanced local lymph node
assay to correctly classify irritants and false positive substances. Toxicologist, 96, 235.

(27) ICCVAM (2009), Nonradioactive Murine Local Lymph Node Assay: Flow Cytometry Test Method Protocol (LLNA:
BrdU-FC) Revised Draft Background Review Document. Research Triangle Park, NC: National Institute of Envi-
ronmental Health Sciences. Dostgpny na stronie: [http:/[/iccvam.niehs.nih.gov/methods/immunotox/fcLLNA|
BRDcomplete.pdf].

(28) Hayes, B.B., Gerber, P.C., Griffey, S.S. and Meade, B.J. (1998), Contact hypersensitivity to dicyclohexylcarbodiimide
and diisopropylcarbodiimide in female B6C3F1 mice. Drug. Chem. Toxicol., 21, 195-206.

(29) Homey, B., von Schilling, C., Blumel, J., Schuppe, H.C., Ruzicka, T., Ahr, HJ., Lchmann, P. and Vohr, V.W.
(1998), An integrated model for the differentiation of chemical-induced allergic and irritant skin reactions.
Toxicol. Appl. Pharmacol., 153, 83-94.

(30) Woolhiser, M.R., Hayes, B.B. and Meade, B.J. (1998), A combined murine local lymph node and irritancy assay to
predict sensitisation and irritancy potential of chemicals. Toxicol. Meth., 8, 245-256.

(31) Hayes, B.B. and Meade, B.J. (1999), Contact sensitivity to selected acrylate compounds in B6C3F1 mice: relative
potency, cross reactivity, and comparison of test methods. Drug Chem. Toxicol., 22, 491-506.

(32) Ehling, G., Hecht, M., Heusener, A., Huesler, J., Gamer, A.O., van Loveren, H., Maurer, T., Riecke, K., Ullmann, L.,
Ulrich, P., Vandebriel, R. and Vohr, HW. (2005), A European inter-laboratory validation of alternative endpoints
of the murine local lymph node assay: first round. Toxicol., 212, 60-68.

(33) Vohr, HW. and Ahr, HJ. (2005), The local lymph node assay being too sensitive? Arch. Toxicol., 79, 721-728.

(34) Patterson, R.M., Noga, E. and Germolec, D. (2007), Lack of evidence for contact sensitisation by Pfiesteria extract.
Environ. Health Perspect., 115, 1023-1028.

(35) ICCVAM (2009), Report on the ICCVAM-NICEATM/ECVAM/JaCVAM Scientific Workshop on Acute Chemical
Safety Testing: Advancing In Vitro Approaches and Humane Endpoints for Systemic Toxicity Evaluations.
Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental Health Sciences. Dostepny na stronie: [http://
iccvam.niehs.nih.gov/methods/acutetox/Tox_workshop.htm]

=
=N
2

OECD (2000), Guidance Document on the Recognition, Assessment and Use of Clinical Signs as Humane Endpoints for
Experimental Animals Used in Safety Evaluation, Environmental Health and Safety Monograph Series on Testing and
Assessment No. 19, ENV/J]M/MONO(2000)7, OECD, Paryz. Dostepny na stronie: [http://www.oecd.org/env/
testguidelines]

(37

-

Kimber, I, Hilton, J., Dearman, R.J., Gerberick, G.F.,, Ryan, C.A., Basketter, D.A., Lea, L., House, R.V., Ladies, G.S.,
Loveless, S.E. and Hastings, K.L. (1998), Assessment of the skin sensitisation potential of topical medicaments
using the local lymph node assay: An interlaboratory exercise. J. Toxicol. Environ. Health, 53, 563-79.

(38

=z

OECD (2005), Guidance Document on the Validation and International Acceptance of New or Updated Test Methods for
Hazard Assessment, Environment, Health and Safety Monograph Series on Testing and Assessment No. 34,
ENV/JM/MONO (2005)14, OECD, Paryz. Dostgpny na stronie: [http://www.oecd.org/env/testguidelines]

Dodatek 1

DEFINICJE

Doktadnosé: bliskosé zgodnosci pomigdzy wynikami zastosowania metody badania a przyjetymi warto$ciami odnie-
sienia. Jest to miara efektywnosci metody badania i jeden z aspektow jej istotnosci. Pojecia tego czgsto uzywa sig
zamiennie z pojeciem »zgodno§é« na oznaczenie odsetka prawidtowych wynikéw uzyskiwanych przy uzyciu metody
badania (38).

Substancja wzorcowa: uczulajgca lub nieuczulajaca substancja wykorzystywana jako norma dla celéw poréwnania
z substancjg badana. Substancja wzorcowa powinna mie¢ nastepujace cechy: (i) stale i wiarygodne Zrédio(-a);
(ii) podobienstwo strukturalne i funkcjonalne do badanej klasy substancji; (iii) znane wlasciwosci fizykochemiczne;
(iv) dane potwierdzajace wystgpowanie znanych skutkow; oraz (v) znany potencjal w zakresie pozadanych reakgji.

Falszywy wynik negatywny: substancja, ktéra w wyniku zastosowania metody badania zostala oznaczona niewlasciwie
jako negatywna lub nieaktywna, podczas gdy w rzeczywistosci jest pozytywna lub aktywna.
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Falszywy wynik pozytywny: substancja, ktéra w wyniku zastosowania metody badania zostala oznaczona niewlasciwie
jako pozytywna lub aktywna, podczas gdy w rzeczywistosci jest negatywna lub nieaktywna.

Zagrozenie: mozliwo$¢ wywierania negatywnego wplywu na zdrowie lub $rodowisko. Niekorzystny wplyw przejawia
si¢ tylko wtedy, gdy istnieje wystarczajace narazenie.

Odtwarzalnos¢ migdzylaboratoryjna: miernik zakresu, w jakim rézne wykwalifikowane laboratoria, przy uzyciu tego
samego protokolu i testujgc te¢ samg badang substancje, moga przynies¢ jakoSciowo i ilosciowo podobne wyniki.
Odtwarzalno$¢ migdzylaboratoryjna jest okreslana w procesach poprzedzajgcych walidacje i obejmujacych walidacje
i wskazuje, w jakim stopniu badanie mozna z powodzeniem przekazywal miedzy laboratoriami: nazywana jest
réwniez odtwarzalnoScig miedzylaboratoryjng (38).

Odtwarzalnos¢ wewngtrzlaboratoryjna: ustalenie stopnia, w jakim wykwalifikowani pracownicy w tym samym laborato-
rium moga z powodzeniem odtworzy¢ wyniki, stosujgc szczegblowy protokdét w réznych momentach. Nazywana
réwniez odtwarzalnoscig laboratoryjna (38).

Wynik oddstajgcy: wynik odstajacy jest obserwacja, ktéra znacznie rézni si¢ od innych wartosci w losowej probee
z populagji.

Zapewnienie jakosci: proces zarzadzania, w ktérym przestrzeganie norm i wymogéw w zakresie badan laboratoryjnych,
oraz procedur dotyczacych dokumentacji i doktadnosci przekazywania danych, jest oceniane przez osoby niezalezne
od tych, ktére przeprowadzaja badania.

Wiarygodnosé: miernik zakresu, w jakim metoda badania moze zosta¢ wykonana w sposob odtwarzalny w jednym
laboratorium i pomiedzy laboratoriami w dtuzszym okresie czasu, w przypadku jej wykonywania przy uzyciu tego
samego protokotu. Ocenia si¢ ja poprzez obliczenie odtwarzalnoci wewnatrz- i migdzylaboratoryjnej (38).

Dzialanie uczulajgce na skdrg: proces immunologiczny, do ktérego dochodzi w przypadku, gdy osobnik wrazliwy jest
narazony miejscowo na wywolujacy uczulenie chemiczny alergen, powodujacy immunologiczng reakcje skérna, co
moze prowadzi¢ do uczulania przez kontakt ze skorg.

Weskaznik stymulacji (SI): warto$¢ obliczona dla oceny potencjalnego dzialania uczulajacego na skore przez substancje
badang, ktory wyraza si¢ stosunkiem proliferacji w grupach poddanych dziataniu $rodka do proliferacji w réwnoleglej
grupie kontrolnej no$nika.

Substancja badana (okreslana takze jako badana substancja chemiczna): kazda substancja lub mieszanina, badana za pomoca
niniejszej TM.

B.51. DZIALANIE UCZULAJACE NA SK()RE: BADANIE LOKALNYCH WEZL()W CHLONNYCH BRDU-
ELISA

WSTEP

1. Wytyczne OECD w odniesieniu do badania chemikaliéw i metody badan UE sg okresowo poddawane przegladowi
w zwiazku z postepem naukowym, zmieniajacymi si¢ potrzebami regulacyjnymi, oraz troskg o dobrostan zwie-
rzat. Pierwsza metoda badania (TM) (B.42) przy okreslaniu dzialania uczulajacego na skére u myszy — badanie
lokalnych weztéw chlonnych (LLNA; wytyczna OECD dotyczaca badaf nr 429) zostala poddana przegladowi (1
i rozdzial B.42 niniejszego zalacznika). Szczegdly walidacji LLNA i przeglad powigzanej bibliografii opublikowano
w (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). W LLNA radioizotopy tymidyny lub jodyny sa stosowane do pomiaru proliferacji
limfocytéw i w zwigzku z tym badanie ma ograniczone zastosowanie w przypadku, gdy nabycie, zastosowania
lub usuwanie promieniotworczosci jest problematyczne. Badanie LLNA BrdU-ELISA [test immunoabsorpcji enzy-
mozaleznej] jest niepromieniotworcza modyfikacja metody LLNA TM, ktéra wykorzystuje nieoznakowana
izotopem promieniotwérczym 5-bromo-2-dezoksyurydyne (BrdU) (Chemical Abstracts Service [nr CAS 59-14-
3) w formie systemu badawczego opartego na ELISA, do pomiaru proliferacji limfocytow. Badanie LLNA BrdU-
ELISA zostalo zatwierdzone i poddane przegladowi oraz zalecone przez migdzynarodowy panel ds. wzajemnych
przegladéw jako przydatne do rozpoznawania chemikaliéw uczulajacych skére¢ oraz jej nieuczulajacych wraz
z pewnymi ograniczeniami (10) (11) (12). Ta TM jest zaprojektowana dla celéw oceny potencjalu uczulenia
skéry przez chemikalia (substancje i mieszaniny) u zwierzat. Rozdzial B.6 niniejszego zalacznika oraz wytyczna
OECD dotyczgca badan nr 406 wykorzystuja badania na $winkach morskich, w szczegdlnosci test maksymalizacji
na $wince morskiej oraz test Buehlera (13). Metoda LLNA (rozdzial B.42 niniejszego zalgcznika; wytyczna OECD
dotyczaca badan nr 429) oraz jej dwa niepromieniotworcze warianty: LLNA: BrdU-ELISA (rozdzial B.51 niniej-
szego zalacznika; wytyczna OECD dotyczaca badan nr 442 B) oraz LLNA: DA (rozdzial B.50 niniejszego zalacz-
nika; wytyczna OECD dotyczgca badan nr 442 A) zapewniaja bardziej ograniczone i udoskonalone wykorzystanie
zwierzat w poréwnaniu do badan na §winkach morskich opisanych w B.6 i w wytycznej OECD dotyczacej badan
nr 406 (13).
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Podobnie jak LLNA, metoda LLNA: BrdU-ELISA bada faz¢ indukcyjna uczulenia skéry i dostarcza danych iloscio-
wych odpowiednich dla dokonania oceny dawka-reakcja. Ponadto zdolno$¢ do wykrywania substancji dzialajacych
uczulajaco na skore bez koniecznosci korzystania z izotopowego oznaczania DNA eliminuje mozliwo$¢ narazenia
zawodowego na dzialanie promieniotworcze oraz kwestie zwigzane z usuwaniem odpadéw. To z kolei moze
pozwoli¢ na zwigkszone wykorzystanie myszy w celu wykrycia substancji dzialajacych uczulajaco na skorg, co
moze doprowadzi¢ do dalszego ograniczenia stosowania $winek morskich do badania odpornosci na dziatanie
uczulajace na skére (tj. B6; wytyczna OECD dotyczgca badan nr 406) (13).

DEFINICJE

3.

Definicje s zamieszczone w dodatku 1.

ZALOZENIA WSTEPNE I OGRANICZENIA

4.

Badanie LLNA BrdU-ELISA to zmieniona metoda LLNA umozliwiajgca identyfikacje potencjalnych chemikaliéw
uczulajacych skére, z uwzglednieniem szczegdlnych ograniczen. Nie oznacza to, ze we wszystkich przypadkach
nalezy stosowa¢ LLNA: BrdU-ELISA zamiast LLNA lub badan na $winkach morskich (tj. B.6; wytyczna OECD
dotyczgca badan nr 406) (13), a tylko, ze badanie to ma te samg warto$¢ merytoryczng i moze zostac zastoso-
wane jako badanie alternatywne, ktérego pozytywne lub negatywne wyniki nie wymagaja juz dalszego potwier-
dzenia (10) (11). Laboratorium badawcze powinno uwzgledni¢ wszystkie dostepne informacje na temat badanej
substancji przed rozpoczeciem badan. Informacje te powinny obejmowa¢ tozsamos$¢ i budowe chemiczng badanej
substancji; jej wlasciwosci fizyko-chemiczne; wyniki innych badan toksycznosci in vitro lub in vivo badanej
substancji i dane toksykologiczne dotyczace strukturalnie pokrewnych substancji chemicznych. Informacje te
nalezy uwzgledni¢ w celu ustalenia, czy LLNA: BrdU-ELISA jest odpowiednia do badania danej substangji (z
uwagi na nickompatybilno$¢ niektérych rodzajéow chemikaliow z metoda LLNA: BrdU-ELISA [zob. pkt 5])
oraz przy wyborze dawki.

Badanie LLNA: BrdU-ELISA, bedgc metodg in vivo, nie eliminuje wykorzystania zwierzat w okreslaniu alergicznego
kontaktowego dzialania uczulajgcego. Moze ona jednak ograniczy¢ stosowanie zwierzat do tego celu, w porow-
naniu z badaniami na $winkach morskich (B.6; wytyczna OECD dotyczaca badan nr 406) (13). Co wigcej, LLNA:
BrdU-ELISA oferuje znacznie bardziej wyrafinowany sposéb wykorzystywania zwierzat do badania alergicznego
kontaktowego dzialania uczulajacego, poniewaz w przeciwienstwie do B.6 i wytycznej OECD dotyczacej badania
nr 406, LLNA: BrdU-ELISA nie wymaga wywolywania reakcji nadwrazliwosci skory poprzez prowokacje. Ponadto
LLNA: BrdU-ELISA nie wymaga zastosowania adiuwanta, jak wymaga tego test maksymalizacji na $winkach
morskich (rozdzial B.6 niniejszego zatgcznika, 13). Tym samym LLNA: BrdU-ELISA zmniejsza cierpienie zwierzat.
Niezaleznie od przewagi LLNA: BrdU-ELISA nad metodami B.6 i wytyczng OECD dotyczacg badan nr 406 (13),
nalezy przyznal, ze istniejg pewne ograniczenia, ktore moga spowodowaé konieczno$¢ wykorzystania B.6 lub
wytycznej OECD dotyczgcej badan nr 406 (np. w przypadku badania niektorych metali, z uwagi na falszywe
wyniki pozytywne w przypadku niektérych srodkéw draznigcych skére [takich jak niektdre substancje powierzch-
niowo czynne] (6) (1, i rozdzial B.42 niniejszego zalacznika), lub rozpuszczalno$¢ badanej substancji). Ponadto
klasy chemiczne lub substancje zawierajace grupy funkcjonalne, co do ktérych wykazano, ze dzialajg jako poten-
cjalne czynniki zaklocajace (15), mogg wymagaé uzycia badan na $winkach morskich (tj. B.6; wytyczna OECD
dotyczacej badan nr 406 (13)). Zalecono stosowanie ograniczen wskazanych w LLNA (1 oraz rozdzial B.42
w niniejszym zalaczniku) réwniez w odniesieniu do LLNA: BrdU-ELISA (10). Poza tymi przypadkami zidentyfi-
kowanych ograniczen, LLNA: BrdU-ELISA powinna by¢ stosowana do badania wszelkich substancji, chyba ze
istnieja wlasciwosci zwigzane z tymi substancjami, ktére moga zaklécaé dokladno$¢é LLNA: BrdU-ELISA. Ponadto
nalezy uwzgledni¢ mozliwo$¢ otrzymania pozytywnych wynikéw granicznych, gdy wartosci wskaznika stymulacji
(SI) ksztaltuja si¢ pomiedzy 1,6 a 1,9 (zob. pkt 31-32). Opiera si¢ to na bazie danych uzyskanej przy zatwier-
dzaniu 43 substancji z wykorzystaniem SI = 1,6 (zob. pkt 6), gdzie za pomocg LLNA: BrdU-ELISA poprawnie
zidentyfikowano wszystkie 32 LLNA czynniki uczulajace, lecz niewlasciwie oznaczono dwie z 11 LLNA substancji
nieuczulajgcych o warto$ciach SI pomiedzy 1,6 i 1,9 (tj. graniczne wartoci dodatnie) (10). Jednak w zwigzku
z tym, ze ten sam zestaw danych byl stosowany do ustalania wartosci SI i obliczania przewidywalnych wiasci-
wosci badania, przytoczone wyniki moga by¢ zawyzonym szacunkiem prawdziwych przewidywalnych wiasciwo-
Sci.

ZASADA METODY BADANIA

6.

Podstawowa zasada lezaca u podstaw LLNA: BrdU-ELISA zaklada, Ze czynniki uczulajagce wywoluja proliferacje
limfocytéw w weztach chtonnych odprowadzajacych limfe z miejsca przytozenia substancji badanej. Ta prolife-
racja jest proporcjonalna do zastosowanej dawki oraz potencjatu zastosowanego alergenu i jest prostym Srodkiem
uzyskania ilo§ciowego pomiaru uczulenia. Proliferacja jest mierzona przez poréwnanie $redniej proliferacji
w kazdej badanej grupie do $redniej proliferacji w grupie kontrolnej otrzymujacej nosnik (VC). Okresla si¢
stosunek $redniej proliferacji w kazdej grupie poddanej dziataniu $rodka do $redniej proliferacji w réwnoleglej
grupie VC, ktory jest nazywany wskaznikiem stymulagji (SI) i powinien wynosi¢ > 1,6, zanim substancja badana
zostanie zaklasyfikowana jako potencjalny czynnik uczulajacy skére. Procedury opisane w niniejszym dokumencie
sa oparte na wykorzystaniu do pomiaru zawarto$ci BrdU w celu wykrycia zwigkszonej liczby komoérek rozmna-
zajacych si¢ wegetatywnie w odprowadzajacych usznych weztach chtonnych. BrdU jest substancja analogiczna do
tymidyny i jest na podobnej zasadzie wiaczana do DNA komorek rozmnazajacych si¢ wegetatywnie. Pomiaru
zjawiska wigczania BrdU dokonuje si¢ metoda ELISA, ktéra wykorzystuje przeciwcialo specyficzne dla BrdU
oznakowane réwniez za pomocg peroksydazy. Gdy dodaje si¢ podtoze, peroksydaza reaguje z nim i daje w wyniku
barwiony produkt, kwantyfikowany w danej absorbancji przy zastosowaniu czytnika do plytek ELISA.
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OPIS BADANIA
Dobér gatunkéw zwierzat

7. Mysz jest gatunkiem preferowanym do tego badania. Badania walidacyjne dla LLNA: BrdU-ELISA byly przepro-
wadzane wylgcznie na szczepie CBA[], ktory z tego wzgledu uznaje si¢ za szczep preferowany (10) (12).
Wykorzystuje si¢ mtode doroste samice myszy, ktére sa nierédkami i nie s3 w ciazy. Na poczatku doswiadczenia
samice powinny mie¢ 8-12 tygodni, a zréznicowanie mas ciala poszczegdlnych zwierzat powinno by¢ minimalne
i nie przekracza¢ 20 % Sredniej masy ciala. Mozna ewentualnie wykorzysta¢ inne szczepy i samce, jezeli dysponuje
si¢ danymi $wiadczgcymi o tym, ze nie istniejg znaczace roznice w reakcji na LLNA: BrdU-ELISA.

Warunki w pomieszczeniach dla zwierzat i pozywienie

8. Myszy powinny by¢ trzymane w grupach (16), chyba ze istnieja odpowiednie naukowe przestanki dla trzymania
myszy pojedynczo. Temperatura w badawczych pomieszczeniach hodowlanych powinna wynosi¢ 22 + 3 °C.
Chociaz wilgotno$¢ wzgledna powinna wynosi¢ co najmniej 30 % i pozadane jest, zeby nie przekraczala 70 %
poza czasem czyszczenia pomieszczenia, celem powinno by¢ utrzymywanie jej na poziomie 50-60 %. Oswiet-
lenie powinno by¢ sztuczne, w cyklu 12 godzin $wiatla, 12 godzin ciemnosci. Do zywienia mozna stosowaé
konwencjonalne pasze laboratoryjne z nieograniczonym dostgpem do wody pitnej.

Przygotowanie zwierzat

9. Zwierzeta wybierane sg losowo i znakowane w sposéb umozliwiajacy indywidualng identyfikacje (ale nie przez
jakiekolwiek znaki na uszach) i trzymane w klatkach przez co najmniej pig¢ dni przed rozpoczgciem dawkowania
w celu umozliwienia zaaklimatyzowania do warunkéw laboratoryjnych. Przed rozpoczgciem podawania bada si¢
wszystkie zwierzgta w celu upewnienia si¢, ze nie majg zadnych zauwazalnych zmian skornych.

Przygotowanie roztworéw dozujacych

10. Stale substancje powinny zosta¢ rozpuszczone lub zawieszone w odpowiednich rozpuszczalnikach lub nosnikach
oraz rozcieficzone, jezeli jest to odpowiednie, przed zastosowaniem na uchu myszy. Chemikalia plynne mozna
zastosowaé czyste lub rozcieficzone przed dawkowaniem. Chemikalia nierozpuszczalne, takie jak te najczesciej
spotykane w wyrobach medycznych, nalezy podda¢ przesadnej ekstrakcji w odpowiednim rozpuszczalniku w celu
wykrycia wszystkich mozliwych do wyekstrahowania skladnikéw do badania przed zastosowaniem na uchu
myszy. Substancje badane nalezy przygotowywaé codziennie, chyba ze dane dotyczace stabilnosci wykazuja
dopuszczalno$é sktadowania.

Sprawdzenie wiarygodnosci

11. Pozytywne substancje kontrolne (PC) wykorzystuje si¢ do wykazania wlasciwego dzialania badania poprzez
reakcje badanej substancji uczulajacej z odpowiednia i powtarzalna czuloscig, dla ktdrej wielko§¢ reakcji jest
dobrze scharakteryzowana. Wlaczanie kolejnych PC jest zalecane, poniewaz potwierdza si¢ w ten sposéb kompe-
tencje laboratorium do skutecznego przeprowadzenia kazdego badania i umozliwia dokonanie oceny odtwarzal-
nosci i poréwnywalnosci wewnatrz- i migdzylaboratoryjnej. Niektére organy regulacyjne moga wymaga¢ takze PC
dla kazdego badania i w zwigzku z tym zacheca si¢ uzytkownikéw do konsultacji z wlasciwymi organami przed
rozpoczgciem LLNA: BrdU-ELISA. Odpowiednio zaleca si¢ rutynowe wykorzystywanie réwnoleglej PC, aby
unikngé potrzeby dodatkowych badan na zwierzetach do spelnienia tych wymagan, ktére moga powstaé
w zwigzku ze stosowaniem okresowej PC (zob. pkt 12). PC powinna dawaé pozytywna reakcje na badanie
LLNA: BrdU-ELISA przy takim poziomie narazenia, przy ktérym oczekuje si¢ wzrostu SI > 1,6 w grupie kontroli
negatywnej (NC). Dawke PC nalezy dobra¢ w taki sposéb, by nie powodowa¢ nadmiernego podraznienia skéry
lub ogdlnoustrojowej toksycznosci, a indukcja byla powtarzalna, ale nie nadmierna (tj. SI > 14 bylyby uznane za
zbyt wysokie). Preferowane PC to 25 % aldehyd cynamonowy heksylu (nr CAS 101-86-0) i 25 % eugenol (nr CAS
97-53-0) w acetonie: oliwa z oliwek (w proporcji objetosciowej 4:1 v/v). Moga zaistnie¢ okolicznosci, w ktorych
mozna uzy¢ innych PC speniajacych powyzsze kryteria, pod warunkiem ze istnieje po temu odpowiednie
uzasadnienie.

12. Podczas gdy wiaczenie réwnoleglej grupy PC jest zalecane, moga zaistnie¢ sytuacje, w ktérych badanie okresowe
PC (tj. w odstepach nie dluzszych niz 6 miesigcy) moze okazaé si¢ wystarczajace w przypadku laboratoriéw
przeprowadzajacych badanie LLNA: BrdU-ELISA regularnie (tj. przeprowadzajacych badanie LLNA: BrdU-ELISA
nie rzadziej niz raz na miesigc) i dysponuja wezesniejszymi danymi z pozytywnych kontroli, Swiadczacymi o tym,
ze laboratorium jest w stanie uzyskiwa¢ odtwarzalne i dokladne wyniki w pozytywnych kontrolach. Mozna
wykaza¢ odpowiedni poziom bieglosci w wykonywaniu badania LLNA BrdU-ELISA, uzyskujac stale pozytywne
wyniki PC w co najmniej 10 niezaleznych badaniach przeprowadzonych w rozsadnym terminie (tj. w okresie
krétszym niz rok).

13. Nalezy zawsze wlaczaé réwnolegla grupe PC, jedli zachodzi proceduralna zmiana w LLNA: BrdU-ELISA (np.
zmiana przeszkolonego personelu, zmiany w metodzie badania materialéw iflub odczynnikéw, zmiany w meto-
dzie badania urzadzenia, zmiana Zrédla zwierzat badanych), a przedmiotowe zmiany powinny by¢ udokumen-
towane w laboratoryjnych sprawozdaniach. Nalezy zwroci¢ uwage na wplyw tych zmian na odpowiednio$¢
ustalonych wczesniej danych przy okreslaniu koniecznosci zgromadzenia nowej bazy danych, aby udokumen-
towaé spéjno$¢ wynikéw PC.
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14. Badacze powinni by¢ $wiadomi, ze decyzja o przeprowadzeniu badania PC na zasadzie okresowej zamiast

15.

16.

réwnolegle wywiera wplyw na odpowiednios¢ i akceptowalno$¢ negatywnych wynikow badan uzyskanych bez
réwnoleglej PC w okresie pomigdzy kazdym okresowym badaniem PC. Na przyklad, jezeli w okresowych PC
uzyskany zostaje wynik falszywie negatywny, negatywne wyniki substancji badanej uzyskane w okresie migdzy
ostatnim dopuszczalnym okresowym badaniem PC i niedopuszczalnym okresowym badaniem PC moga by¢
kwestionowane. Nalezy dokladnie rozwazy¢ tego rodzaju skutki przy podejmowaniu decyzji, czy nalezy wiaczyé
réwnolegla PC, czy tylko przeprowadzaé PC na zasadzie okresowej. Nalezy réwniez wzia¢ pod uwage mozliwosé
wykorzystania mniejszej liczby zwierzat w ramach grupy réwnoleglej PC, jezeli jest to naukowo uzasadnione, oraz
jezeli laboratorium moze wykazaé, w oparciu o wcze$niej zgromadzone dane, ze mozna wykorzystaé mniejsza
liczbg myszy (17).

Chociaz substancja kontroli pozytywnej powinna by¢ testowana w noéniku, o ktérym wiadomo, ze wywoluje
konsekwentng reakcje (np. aceton: oliwa z oliwek; w proporcji objgtodciowej 4:1, v[v), moga jednak zaistnie¢
pewne sytuacje wynikajace z przepiséw, w ktorych przetestowanie w niestandardowym nosniku (o formulacji
odpowiedniej klinicznie/chemicznie) moze by¢ réwniez konieczne (18). Jezeli réwnolegla PC jest badana w innym
no$niku niz substancja badana, wowczas nalezy wlaczy¢ oddzielng VC w odniesieniu do réwnoleglej PC.

W przypadkach gdy ocenia si¢ substancje badane konkretnej klasy chemicznej lub dajace pewien zakres reakgji,
substancje wzorcowe moga stuzy¢ takze temu, aby wykazaé, czy metoda badawcza jest odpowiednia dla doko-
nania oceny potencjalnego dzialania uczulajacego na skor¢ tego rodzaju badanych substancji. Odpowiednie
substancje wzorcowe powinny posiada¢ nastepujace wlasciwosci:

— strukturalne i funkcjonalne podobieristwo do klasy badanej substangji,

— znane wiasciwosci fizyczne i chemiczne,

— dane potwierdzajagce z LLNA: BrdU-ELISA,

— dane potwierdzajace z innych modeli zwierzgcych iflub ludzkich.

PROCEDURA BADANIA

Liczba zwierzat i poziomy dawek

17

18.

19.

20.

. W kazdej grupie badanej powinny by¢ wykorzystane nie mniej niz cztery zwierzeta, z minimalng liczba trzech
stezen substancji badanej oraz réwnolegla grupa NC otrzymujaca jedynie no$nik substancji badanej i grupa
kontrolng PC (réwnolegla lub najnowszg, na podstawie polityki laboratoryjnej, biorac pod uwage pkt 11-15).
Nalezy rozwazy¢ zbadanie wielu dawek PC, szczegdlnie gdy badanie PC jest przeprowadzane na zasadzie niere-
gularnej. Z wyjatkiem zastosowania substancji badanej, ze zwierzgtami grup kontrolnych nalezy si¢ obchodzié
w sposéb identyczny jak ze zwierzgtami grup badanych.

Wybér dawek i nosnika powinien by¢ oparty na zaleceniach podanych w pozycjach 2 i 19. Kolejne dawki
zazwyczaj wybiera si¢ z odpowiedniego szeregu stezen takich jak 100 %, 50 %, 25 %, 10%, 5%, 2,5%, 1 %,
0,5 % itd. Do wyboru szeregu stezen nalezy dolaczy¢ odpowiednie naukowe uzasadnienie. O ile sa dostepne,
nalezy uwzgledni¢ wszystkie istniejace informacje toksykologiczne (np. o ostrej toksycznosci i o podraznieniu
skéry) oraz o strukturalnych i fizykochemicznych wlasciwosciach badanej substancji (i/lub substancji zblizonych
pod wzgledem budowy) przy wyborze trzech kolejnych stezen, tak aby najwyzsze stezenie maksymalizowato
narazenie, nie doprowadzajac jednak do ogdlnoustrojowej toksycznosci iflub nadmiernego miejscowego podraz-
nienia skory (19) (20 i rozdzial B.4 niniejszego zalacznika). W przypadku braku takich informacji moze okazaé
sie konieczne przeprowadzenie badania wstepnego (zob. pkt 21-24).

Nosnik nie powinien zaktdca¢ wyniku badania lub wplywaé na niego oraz powinien by¢ wybrany na podstawie
maksymalizowania rozpuszczalnodci w celu uzyskania najwyzszego osiggalnego stezenia, dajac jednoczes$nie
mozliwo$¢ uzyskania roztworu/zawiesiny nadajacej si¢ do podania substancji badanej. Zalecanymi no$nikami sg
aceton: oliwa z oliwek (W proporcji objetosciowej 4:1 v[v), N,N-dimetyloformamid, metylo etylo keton, glikol
propylenowy i sulfotlenek dimetylowy (6), ale mogg by¢ uzyte inne, jesli przedstawi si¢ wystarczajace uzasad-
nienie naukowe. W niektorych sytuacjach moze okazaé si¢ konieczne uzycie, jako dodatkowej kontroli, rozpusz-
czalnika odpowiedniego ze wzgledow klinicznych, lub postaci handlowej, w ktérej badana substancja wprowa-
dzana jest na rynek. Szczegdlng uwage nalezy zwroci¢ na zapewnienie, aby hydrofilne substancje badane zostaly
wiaczone do systemu nosnika, ktéry nawilza skére i nie sptywa z niej natychmiast, przez wlaczenie odpowiednich
srodkéw zwigkszajacych rozpuszczalnosé (np. 1 % Pluronic ® L92). A zatem nalezy unikaé roztworow catkowicie
wodnych.

Przetwarzanie weziow chonnych z poszczegélnych myszy umozliwia oceng zmienno$ci pomigdzy zwierzetami
oraz statystyczne poréwnanie réznicy migdzy substancja badang i pomiarami grupy VC (zob. pkt 33). Ponadto
dokonanie oceny mozliwosci obnizenia liczby myszy w grupie PC jest wykonalne jedynie wowczas, gdy groma-
dzone s3 dane dotyczace poszczegdlnych zwierzat (17). Co wigcej, niektdre organy regulacyjne wymagaja zbie-
rania danych dotyczacych poszczegélnych zwierzat. Regularne gromadzenie danych dotyczacych poszczegdlnych
zwierzat stanowi o dobrostanie zwierzat dzigki temu, ze unika si¢ powielania badan, do ktérego dochodzitoby
w przypadku, gdyby wyniki dotyczace substancji badanej pierwotnie zebrane w jeden sposéb (np. poprzez
polaczenie danych dotyczacych zwierzat) mialy zostaé rozpatrzone w pdzniejszym terminie przez organy regu-
lacyjne zgodnie z innymi wymogami (np. w ramach danych dotyczacych poszczegdlnych zwierzat).
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Badanie wstepne

21

22.

. W przypadku braku informacji pozwalajacej okresli¢ najwyzsza dawke, jaka ma zostaé zbadana (zob. pkt 18),
nalezy przeprowadzi¢ badanie wstgpne w celu okrelenia wlasciwego poziomu dawki do badania w metodzie
LLNA: BrdU-ELISA. Celem badania wstepnego jest uzyskanie wytycznych na temat wyboru maksymalnej dawki,
jaka moze by¢ stosowana w gtéwnym badaniu LLNA: BrdU-ELISA, w przypadku gdy nie dysponuje si¢ informa-
cjami na temat stezenia powodujgcego toksyczno$¢ ogélnoustrojows (zob. pkt 24) iflub nadmierne miejscowe
podraznienie skéry (zob. pkt 23). Maksymalny poziom badanej dawki powinien wynosi¢ 100 % st¢zenia
substancji badanej w przypadku cieczy lub maksymalne mozliwe stezenie w przypadku ciat stalych lub zawiesin.

Badanie wstepne przeprowadza si¢ w warunkach identycznych do tych, w jakich przeprowadza si¢ gtowne
badanie LLNA: BrdU-ELISA, z tym Zze nie przeprowadza si¢ oceny proliferacji wezla chlonnego oraz mozna
wykorzysta mniejszg liczbe zwierzat w grupie badanej. Zaleca si¢ jedno lub dwa zwierzeta w grupie badane;.
Wszystkie myszy beda obserwowane codziennie pod katem jakichkolwiek klinicznych oznak toksycznosci ogol-
noustrojowej lub miejscowego podraznienia skéry w miejscu zastosowania. Masy ciala sg rejestrowane przed
badaniem i przed jego zakonczeniem (dzien 6.). Obydwoje uszu kazdej myszy bada si¢ pod katem wystgpienia
rumienia i ocenia przy wykorzystaniu tabeli 1 (pkt 20 oraz rozdzial B.4 niniejszego zalacznika). Pomiary grubosci
ucha sg przeprowadzane przy wykorzystaniu grubosciomierza (np. cyfrowych mikrometrow lub grubo$ciomie-
rzem Peacock Dial) w dniu 1. (przed podaniem substancji), w dniu 3. (okolo 48 godzin nast¢pujacych po podaniu
pierwszej dawki) oraz w dniu 6. Ponadto w dniu 6. grubo$¢ ucha mozna okresli¢ za pomoca kolczykownicy do
pomiaru masy, co powinno by¢ przeprowadzone po u$mierceniu zwierzat w humanitarny sposéb. Nadmierne
miejscowe podraznienie skory jest sygnalizowane przez rumien o wyniku > 3 iflub zwigkszenie grubosci ucha
0 225% w dniu pomiaru (21) (22). Najwyzsza dawka wybrana do gléwnego badania LLNA: BrdU-ELISA to
nastepna nizsza dawka w szeregu stezen badania wstepnego (zob. pkt 18), ktora nie wywoluje ogélnoustrojowej
toksycznosci iflub nadmiernego miejscowego podraznienia skory.

Tabela 1

Ocena punktowa rumienia

Objawy Wynik

Brak rumienia 0

Bardzo lekki rumien (prawie niewidoczny) 1

Wyrazny rumien 2

Rumieft umiarkowany do mocnego 3

Mocny rumiefi (czerwien przypominajaca barwe migsa czerwonego) do form obrzeku wyklucza- 4

jacych klasyfikacje rumienia

23

24.

. Oprécez 25 % zwigkszenia grubosci ucha (21) (22), do zidentyfikowania substancji draznigcych w metodzie LLNA

wykorzystywano tez statystycznie istotne zwigkszenie grubosci ucha u myszy badanych w poréwnaniu do myszy
kontrolnych (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28). O ile jednak statystycznie znaczace zwickszenie moze wystapic
przy grubosci ucha mniejszej niz 25 %, to nie udato si¢ go powigza¢ z nadmiernym podraznieniem (25) (26) (27)
(28) (29).

Nastepujace obserwacje kliniczne mogg wskazywa¢ na toksycznos$¢ ogdlnoustrojows (30), jesli sa wykorzystywane
jako cze$¢ zintegrowanej oceny i w zwigzku z tym mogg okresla¢ maksymalne dawki do stosowania w LLNA:
BrdU-ELISA: zmiany w funkcjach ukladu nerwowego (np. piloerekeja, ataksja, drzenia, oraz konwulsje); zmiany
w zachowaniu (na przyklad agresja, zmiany w czyszczeniu, wyrazna zmiana w poziomie aktywnosci); zmiany
w sposobie oddychania (np. zmiany w czestotliwosci i intensywnosci oddychania, takie jak duszno$¢, dyszenie
oraz rz¢zenie), a takze zmiany w konsumpcji zywnosci i wody. Ponadto w ocenie nalezy wzigé pod uwage oznaki
stanéw zwickszonej sennosci iflub brak reakcji oraz wszelkie objawy Kliniczne sygnalizujace co§ wigcej niz
chwilowy bdl i cierpienie, lub > 5 % spadek masy ciala od dnia 1. do dnia 6. czy $miertelno$¢. Zwierzgta konajace
oraz zwierzeta wykazujgce objawy silnego bolu i zagrozenia nalezy humanitarnie u$mierci¢ (31).

Harmonogram do$wiadczalny gtéwnego badania

25.

Harmonogram do$wiadczalny badania jest nastgpujacy:

— Dzien 1: Indywidualnie okresli¢ i odnotowaé wage kazdego zwierzecia oraz wszelkie obserwacje kliniczne.
Stosuje si¢ 25 pl wlasciwego roztworu lub samego nosnika, lub kontroli pozytywnej (réwnoleglej lub
najnowszej, na podstawie polityki laboratoryjnej, bierze si¢ pod uwage pkt 11-15), na cze$¢ grzbietowa
kazdego ucha.

— Dzien 2 i 3: Powtorzy¢ procedure stosowania przeprowadzong w dniu 1.

— Dziert 4: Bez podawania.

— Dziei 5: Wstrzykna¢ 0,5 mL (5 mg/mysz) roztworu BrdU (10 mg/mL) wewnatrzotrzewnowo.
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— Dzierit 6: Zanotowal wage kazdego zwierzgcia oraz wszelkie obserwacje kliniczne. W okoto 24 godziny (24
h) po wstrzyknieciu BrdU nalezy u$mierci¢ w sposéb humanitarny zwierzeta. Wyciaé uszne wezly chlonne
z kazdego ucha myszy i przetwarzaé¢ oddzielnie w roztworze chlorku sodu buforowanym fosforanami (PBS)
dla kazdego zwierzecia. Informacje i schematy identyfikacji i rozbioru wezla chlonnego mozna znalezé
w pozydji (17). Do celéw dalszego monitorowania miejscowych reakcji skory w badaniu gléwnym, w proto-
kole badania mozna uwzgledni¢ dodatkowe parametry, takie jak punktacja rumienia ucha lub pomiar
grubosci ucha (zrobiony za pomocg gruboSciomierza lub za pomoca kolczykownicy do pomiaru masy
w czasie sekcji).

Przygotowanie zawiesiny komorek

26

. Zostaje przygotowana jedna wspdlna porcja zawiesiny z komoérek wezta chtonnego (LNC) usunigtych obustronnie
u kazdej myszy przez delikatne mechaniczne rozdzielenie agregatéw na siateczce ze stali nierdzewnej o oczkach
wielko$ci 200 pm lub za pomoca innych mozliwych do przyjecia technik stuzacych tworzeniu jednokomérko-
wych zawiesin (np. wykorzystujac jednorazowe plastikowe ttuczki do zgniecenia weztéw chlonnych, a nastgpnie
przesiewajac je przez nylonowa siatke #70). Procedura przygotowania zawiesiny LNC ma zasadnicze znaczenie
w tym badaniu, zatem kazdy operator powinien ustanowi¢ technike z wyprzedzeniem. Ponadto wezly chlonne
u zwierzat z grupy kontroli negatywnej sa niewielkie, tak wigc ostrozne dzialanie ma istotne znaczenie dla
uniknigcia sztucznego wplywu na wartosci SI. W kazdym przypadku docelowa objeto$¢ zawiesiny LNC powinna
zosta¢ dostosowana do okre$lonej zoptymalizowanej objgtosci (okoto 15 mL). Objeto$¢ zoptymalizowana opiera
si¢ na osiagnigciu Sredniej absorpcji w grupie NC w zakresie 0,1- 0,2.

Okreslenie proliferacji komérkowych (pomiar zawarto$ci BrdU w DNA limfocytéw)

27. BrdU mierzy si¢ za pomoca ELISA przy uzyciu zestawu dostgpnego w handlu (np. Roche Applied Science,

Mannheim, Niemcy, nr w katalogu 11 647 229 001). Krétko rzecz ujmujac, 100 pL zawiesiny LNC dodaje si¢
do zaglebien w plaskodennej plytce w trzech egzemplarzach. Po utrwaleniu i denaturacji LNC dodaje si¢ przeciw-
cialo anty-BrdU do kazdego zaglebienia i umozliwia reakcje. Nastgpnie przeciwcialo anty-BrdU jest usuwane
poprzez plukanie, dodaje si¢ roztwér podloza i umozliwia wytworzenie chromogenu. Nastgpnie mierzy si¢
absorbancje przy 370 nm ze wzorcowa dlugoscig fali 492 nm. We wszystkich przypadkach nalezy zoptymali-
zowaé warunki badania (zob. pkt 26).

OBSERWACJE

Obserwacje kliniczne

28

. Zwierzgta poddaje si¢ starannej obserwacji klinicznej raz dziennie pod katem jakichkolwiek oznak klinicznych,

czy to miejscowego podraznienia w miejscu zastosowania, czy tez ogélnoustrojowej toksycznosci. Wszystkie
obserwacje kliniczne sg systematycznie odnotowywane w postaci zapiséw prowadzonych dla kazdej myszy.
Plany monitorowania powinny obejmowaé kryteria umozliwiajace szybka identyfikacje tych myszy, ktore wyka-
zuja oznaki toksycznosci ogdlnoustrojowej, nadmiernego miejscowego podraznienia skéry lub zracego dzialania
na skére, w celu eutanazji (31).

Masy ciala

29

. Jak wskazano w pkt 25, indywidualne masy ciala okreslane s3 na poczatku badania i przy planowanym huma-

nitarnym u$mierceniu zwierzat.

OBLICZANIE WYNIKOW

30

31.

32.

. Wyniki dla kazdej grupy badanej sa wyrazane jako $redni SI. SI otrzymuje si¢, dzielac $rednig warto$¢ wskaznika

proliferacyjnego BrdU w obrebie kazdej grupy substancji badanej i grupie PC przez $rednig warto$¢ wskaznika
proliferacyjnego BrdU w grupie badanej z zastosowaniem rozpuszczalnika/VC. Srednie SI dla grup VC wynosi
zatem jeden.

Wskaznik proliferacyjny BrdU definiuje si¢ jako:

wskaznik proliferacyjny BrdU = (ABS.,, — ABS blank,,,) — (ABS ABS blank,)

ref —
gdzie; em = dlugos¢ fali emisji; a ref = wzorcowa dhugosci fali.

W procesie decyzyjnym wynik uznawany jest za pozytywny, jeSli SI > 1,6 (10). Jednakze sita reakcji na dawke,
znaczenie statystyczne i spéjnos¢ reakgji rozpuszczalnik/no$nik i PC moga réwniez by¢ stosowane przy ustalaniu,
czy wynik graniczny (tj. warto$¢ SI pomiedzy 1,6 a 1,9) mozna uznaé za pozytywny (3) (6) (32).

W przypadku granicznego wyniku pozytywnego o wartosci SI pomiedzy 1,6 i 1,9 uzytkownicy moga rozwazy¢
dodatkowe informacje, takie jak relacja dawka-reakcja, oznaki toksyczno$ci ogdlnoustrojowej lub nadmiernego
podraznienia oraz, w stosownych przypadkach, istotno$¢ statystyczna wraz z wartoSciami SI w celu potwier-
dzenia, czy wyniki te sa pozytywne (10). Nalezy réwniez rozwazy¢ rézne wlasnosci substancji badanej, w tym
rozwazy¢, czy jest ona strukturalnie pokrewna znanym czynnikom uczulajagcym, czy powoduje nadmierne
podraznienie skéry u myszy, oraz zaobserwowany charakter relacji dawka-reakcja. Te i inne wzgledy oméwione
sa szczegblowo gdzie indziej (4).
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33. Gromadzenie danych dotyczacych poszczegblnych myszy umozliwi analizg statystyczna danych w odniesieniu do
obecnosci i relacji dawka-reakcja. Ocena statystyczna moze obejmowaé oceng relacji miedzy dawka a reakcja, jak
réwniez odpowiednio dostosowane poréwnania badanych grup (np. grupe badang w parach w poréwnaniu
z réwnolegla grupa kontrolna otrzymujaca no$nik/rozpuszczalnik). Analizy statystyczne moga obejmowaé np.
regresj¢ liniowa lub badanie Williamsa w celu dokonania oceny tendencji w relacji migdzy dawkg a reakcjg oraz
badanie Dunnetta w odniesieniu do poréwnan par. Przy wyborze wlaiciwej metody analizy statystycznej danych
prowadzacy badanie powinien zachowaé §wiadomo$¢ mozliwej nieréwnosci wariangji lub innych powiazanych
probleméw, ktére moga spowodowaé konieczno$é transformacji danych lub przeprowadzenia nieparametrycznej
analizy statystycznej. W kazdym przypadku prowadzacy badanie musi liczy¢ si¢ z koniecznoscig przeprowadzenia
obliczen SI i analiz statystycznych z wykorzystaniem pewnych punktéw danych i bez nich (tzw. »wartosci
odstajaceq).

DANE I SPORZADZANIE SPRAWOZDANIA
Dane

34. Dane powinny by¢ podsumowane w formie tabelarycznej pokazujacej wartosci wskaznika proliferacyjnego BrdU
odnoszace si¢ do poszczegblnych zwierzat, $rednie warto$ci wskaznika proliferacyjnego BrdU/zwierz¢ w danej
grupie, zwigzana warto$¢ bledu (np. SD, SEM) oraz $rednie SI dla kazdej grupy badanej w pordwnaniu
z réwnolegla grupa kontrolna z zastosowaniem rozpuszczalnika/no$nika.

Sprawozdanie z badafi

35. Sprawozdanie z badania powinno zawiera¢ nastepujace informacje:
Badane i kontrolne substancje chemiczne:

— numery identyfikujace (np. CAS lub WE, jesli sa dostepne); Zrddlo: czysto$é; znane zanieczyszczenia; numer
partii),

— cechy fizyczne i wlasnosci fizykochemiczne (np. lotno$¢, stabilno$¢, rozpuszczalnosc),

— jezeli jest to mieszanina, skfad i wzgledne udzialy procentowe skladnikdw.

Rozpuszczalniknonik:
— dane identyfikacyjne (czysto$¢; stezenie, tam gdzie stosowne; wykorzystane objetosci),

— uzasadnienie wyboru nosnika.

Zwierzeta badane:

— zZrédlo, z ktérego pochodza myszy szczepu CBA,
— status mikrobiologiczny zwierzat, jesli jest znany,
— liczba i wiek zwierzat,

— zZrédlo pochodzenia zwierzat, warunki $rodowiska, pokarm itp.

Warunki badania:

— Zrédla, numer partii i dane producenta dotyczace zapewniania/kontroli jakosci dla zestawu ELISA,
— szczeglly przygotowania i stosowania substancji badanej,

— uzasadnienie doboru dawek (facznie z wynikami z badania wstepnego, jesli bylo przeprowadzane),
— nosnik i uzyte stezenia substancji testowej oraz catkowita ilo$¢ zastosowanej substancji badanej,
— szczegbly dotyczace jakosci pozywienia i wody (wlaczajac w to rodzaj/zrodlo diety, zrédlo wody),
— szczegbly dotyczace poddania dzialaniu substancji oraz harmonograméw pobierania probek,

— metody pomiaru toksycznosci,
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— kryteria uznawania badaf za pozytywne lub negatywne,

— szczegbly dotyczace protokotu odchylent i wyjasnienie, w jaki sposéb odchylenie ma wplyw na planowanie
badan i ich wyniki.

Sprawdzenie wiarygodnosci:

— podsumowanie wynikoéw ostatniego sprawdzenia wiarygodnosci badai, w tym informacji o wykorzystanej
substangji badanej, stezeniach i nosniku,

— dane dotyczace rownoleglej lub wezesniejszej kontroli pozytywnej i dotyczace réwnoleglej negatywnej (roz-
puszczalnik/no$nik) kontroli z laboratorium testujacego,

— jezeli nie wlaczono réwnoleglej grupy PC, data i sprawozdanie laboratoryjne z ostatniego okresowego PC
i sprawozdanie wyszczegélniajace wezedniejsze dane dotyczace PC dla danego laboratorium, uzasadniajace
przyczyny dla ktérych nie przeprowadzono PC réwnolegle.

Wyniki:

— masa poszczegblnych myszy na poczatku dawkowania i przy planowanym humanitarnym u$mierceniu; jak
réwniez $rednia i opis powiazanego bledu (np. SD, SEM) w odniesieniu do kazdej grupy badanej,

— przebieg czasowy pojawienia si¢ i oznaki toksycznosci, w tym podraznieri skory w miejscu podania, jesli takie
wystapily, u kazdego zwierzgcia,

— tabele wskaznikéw proliferacyjnych BrdU dla poszczegélnych myszy i wartosci SI dla kazdej grupy badanej,

— $redni oraz powiazany okres bledu (np. SD, SEM) dla wskaznika proliferacyjnego BrdU|/mysz dla kazdej grupy
badanej i wyniki analizy obserwacji nietypowych dla kazdej grupy badanej,

— obliczone SI i wlaiciwe pomiary zmiennosci, uwzgledniajace zmienno$¢ pomiedzy zwierzetami w odniesieniu
do grup substancji badanej i grup kontrolnych,

— relacja dawka-reakcja,

— analizy statystyczne, tam gdzie stosowne.

Oméwienie wynikow:

— krotki komentarz do wynikéw, analiza zaleznosci reakcji od dawki oraz w stosownych przypadkach, analizy
statystyczne, z wnioskiem, czy substancja testowa powinna by¢ uznana za czynnik uczulajacy skorg.
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Dodatek 1
DEFINICJE

Dokladnosé: bliskos¢ zgodnosci pomiedzy wynikami zastosowania metody badania a przyjetymi warto$ciami odnie-
sienia. Jest to miara efektywnosci metody badania i jeden z aspektoéw jej istotnosci. Pojecia tego czesto uzywa sie
zamiennie z pojeciem »zgodno§é« na oznaczenie odsetka prawidtowych wynikéw uzyskiwanych przy uzyciu metody
badania (33).

Substancja wzorcowa: uczulajgca lub nieuczulajaca substancja wykorzystywana jako norma dla celéw poréwnania
z substancjg badang. Substancja wzorcowa powinna mie¢ nastepujace cechy: (i) stale i wiarygodne Zrddlo(-a); (ii)
podobiefistwo strukturalne i funkcjonalne do badanej klasy substancji; (iii) znane whasciwosci fizyczne/chemiczne; (iv)
dane uzupehiajace, dotyczace znanych skutkow; oraz (v) znang site dzialania w zakresie pozadanych reakcji.

Falszywy wynik negatywny: substancja badana, ktéra w wyniku zastosowania metody badania zostala oznaczona niewta-
Sciwie jako negatywna lub nieaktywna, podczas gdy w rzeczywistosci jest pozytywna lub aktywna (33).

Falszywy wynik pozytywny: substancja badana, ktéra w wyniku zastosowania metody badania zostala oznaczona niewta-
Sciwie jako pozytywna lub aktywna, podczas gdy w rzeczywistosci jest negatywna lub nieaktywna (33).

Zagrozenie: mozliwo$¢ wywierania negatywnego wplywu na zdrowie lub Srodowisko. Niekorzystny wplyw przejawia
si¢ tylko wtedy, gdy istnieje wystarczajace narazenie.

Odtwarzalnos¢ migdzylaboratoryjna: miernik zakresu, w jakim rézne wykwalifikowane laboratoria, przy uzyciu tego
samego protokotu i testujac t¢ sama badang substancje, moga przynie$¢ jakoSciowo i ilosciowo podobne wyniki.
Odtwarzalno$¢ migdzylaboratoryjna jest okre$lana w procesach poprzedzajacych walidacje i obejmujacych walidacje
i wskazuje, w jakim stopniu badanie mozna z powodzeniem przekazywaé miedzy laboratoriami: nazywana jest
réwniez odtwarzalnoscig migdzylaboratoryjna (33).


http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/acutetox/Tox_workshop.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/acutetox/Tox_workshop.htm
http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://www.oecd.org/env/testguidelines

L 193/66

Dziennik Urzgdowy Unii Europejskiej

20.7.2012

Odtwarzalnos¢ wewngtrzlaboratoryjna: ustalenie stopnia, w jakim wykwalifikowani pracownicy w tym samym laborato-
rium moga z powodzeniem odtworzy¢ wyniki, stosujac szczegdlowy protokdél w réznych momentach. Nazywana
réwniez odtwarzalnoscig laboratoryjna (33).

Wynik odstajgcy: wynik odstajacy jest obserwacja, ktéra znacznie rézni si¢ od innych wartosci w losowej prébce
z populagji.

Zapewnienie jakosci: proces zarzadzania, w ktérym przestrzeganie norm i wymogow w zakresie badan laboratoryjnych
oraz procedur dotyczacych dokumentacji i dokladnosci przekazywania danych jest oceniane przez osoby niezalezne
od tych, ktére przeprowadzaja badania.

Wiarygodnosé: miernik zakresu, w jakim metoda badania moze zosta¢ wykonana w sposéb odtwarzalny w jednym
laboratorium i pomigdzy laboratoriami w dtuzszym okresie czasu, w przypadku jej wykonywania przy uzyciu tego
samego protokotu. Ocenia si¢ ja poprzez obliczenie odtwarzalnodci wewnatrz- i migdzylaboratoryjnej (33).

Dziatanie uczulajgce na skdrg: proces immunologiczny, do ktérego dochodzi w przypadku, gdy osobnik wrazliwy jest
narazony miejscowo na wywolujacy uczulenie chemiczny alergen, powodujgcy immunologiczng reakcje skérna, co
moze prowadzi¢ do uczulania przez kontakt ze skorg.

Wskaznik stymulagji (SI): warto$¢ obliczona dla oceny potencjalnego dzialania uczulajgcego na skdre przez substancje
badana, ktéry wyraza si¢ stosunkiem proliferacji w grupach poddanych dzialaniu $rodka do proliferacji w réwnoleglej
grupie kontrolnej no$nika.

Substancja badana (okreslana takze jako badana substancja chemiczna): kazda substancja lub mieszanina, badana za pomoca
niniejszej TM.”













CENY PRENUMERATY w 2012 r. (bez VAT, wigcznie z normalng optatg za dostawe przesyiki)

Dziennik Urzedowy UE, serie L i C, wytacznie wersja papierowa w 22 jezykach urzedowych UE 1200 EUR/rok

Dziennik Urzedowy UE, serie L i C, wersja papierowa + roczne w 22 jezykach urzedowych UE 1 310 EUR/rok
wydanie na ptycie DVD

Dziennik Urzedowy UE, seria L, wytgcznie wersja papierowa w 22 jezykach urzedowych UE 840 EUR/rok

Dziennik Urzedowy UE, serie L i C, miesieczne wydanie na ptycie | w 22 jezykach urzedowych UE 100 EUR/rok
DVD (komplet)

Suplement do Dziennika Urzedowego (seria S) — Ogtoszenia wielojezyczny: w 23 jezykach 200 EUR/rok

o przetargach, ptyta DVD raz w tygodniu urzedowych UE

Dziennik Urzedowy UE, seria C — Konkursy w jezykach, ktérych dotyczy 50 EUR/rok
konkurs

Prenumerata Dziennika Urzedowego Unii Europejskigj, ktory jest wydawany w jezykach urzedowych Unii,
dostepna jest w 22 wersjach jezykowych. Dziennik Urzedowy sktada sie z dwdch serii — L (Legislacja) oraz
C (Informacje i zawiadomienia).

Dla kazdej wersji jezykowej jest otwierana osobna prenumerata.

Zgodnie z rozporzadzeniem Rady (WE) nr 920/2005, opublikowanym w Dzienniku Urzedowym L 156 z dnia
18 czerwca 2005 r., instytucje Unii Europejskiej nie majg obowigzku sporzgdzania wszystkich aktéw prawnych w
jezyku irlandzkim ani publikowania ich w tym jezyku. W zwigzku z tym irlandzkie wydania Dziennika Urzedowego
sprzedawane sg osobno.

Prenumerata Suplementu do Dziennika Urzedowego (seria S — Ogtoszenia o przetargach) obejmuje wszystkie
23 wersje jezykowe na pojedynczej ptycie DVD.

Na zadanie prenumeratorzy Dziennika Urzedowego Unii Europejskiej moga otrzymac rozne zatgczniki do Dziennika
Urzedowego. Prenumeratorzy informowani sg o publikacji zatacznikow poprzez zawiadomienia dotaczane do
Dziennika Urzedowego Unii Europejskiej.

Sprzedaz i prenumerata

Prenumerate roznych odptatnych publikacji wydawanych okresowo, na przyktad prenumerate Dziennika
Urzedowego Uni Europejskiej, mozna zaméwi¢ u naszych dystrybutorow handlowych. Wykaz dystrybutoréw
handlowych znajduje sie na stronie internetowej:

http://publications.europa.eu/others/agents/index_pl.htm

Portal EUR-Lex (http://eur-lex.europa.eu) zapewnia bezposredni i bezptatny dostep do prawodawstwa
Unii Europejskiej. EUR-Lex umozliwia dostep do Dziennika Urzedowego Unii Europejskiej
oraz traktatéw, aktow prawnych, orzecznictwa i aktéw przygotowawczych.

Dodatkowe informacje o Unii Europejskiej znajduja sie na stronie: http://europa.eu

Urzad Publikacji Unii Europejskiej
2985 Luksemburg
LUKSEMBURG
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