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(Nezakonodajni akti)

UREDBE

UREDBA KOMISIJE (EU) st. 640/2012
z dne 6. julija 2012

o spremembi Uredbe (ES) $t. 440/2008 o dolo¢itvi preskusnih metod v skladu z Uredbo (ES) st.
1907/2006 Evropskega parlamenta in Sveta o registraciji, evalvaciji, avtorizaciji in omejevanju
kemikalij (REACH) zaradi njene prilagoditve tehni¢nemu napredku

(Besedilo velja za EGP)

EVROPSKA KOMISIJA JE -

ob upostevanju Pogodbe o delovanju Evropske unije,

ob upostevanju Uredbe (ES) $t. 1907/2006 Evropskega parla-
menta in Sveta z dne 18. decembra 2006 o registraciji, evalva-
ciji, avtorizaciji in omejevanju kemikalij (REACH) ter o ustano-
vitvi Evropske agencije za kemikalije in o spremembi Direktive
1999/45]ES ter o razveljavitvi Uredbe Sveta (EGS) $t. 793/93 in
Uredbe Komisije (ES) 3t. 1488/94 ter Direktive Sveta
76/769/EGS in direktiv Komisije 91/155/EGS, 93/67[EGS,
93/105/ES in 2000/21/ES ('), ter zlasti ¢lena 13(3) Uredbe,

ob upostevanju naslednjega:

(1)  Uredba Komisije (ES) st. 440/2008 (?) vsebuje preskusne
metode za ugotavljanje fizikalno-kemijskih lastnosti,
toksi¢nosti in ekotoksicnosti snovi, ki jih je treba upora-
biti za namene Uredbe (ES) $t. 1907/2006.

(20 Uredbo (ES) t. 440/2008 je treba posodobiti tako, da se
vanjo prednostno vklju¢ijo nove in posodobljene alterna-
tivne preskusne metode, ki jih je pred kratkim sprejel
OECD, da se Stevilo zivali za poskusne namene zmanj$a
v skladu z Direktivo 2010/63/EU Evropskega parlamenta

() UL L 396, 30.12.2006, str. 1.
() UL L 142, 31.5.2008, str. 1.

in Sveta z dne 22. septembra 2010 o zas(iti Zivali, ki se
uporabljajo v znanstvene namene (}) in Direktivo Sveta
86/609/EGS z dne 24. novembra 1986 o priblizevanju
zakonov in drugih predpisov drzav ¢lanic o varstvu
zivali, ki se uporabljajo za poskusne in druge znanstvene
namene (). Posvetovanja z zainteresiranimi stranmi o
tem predlogu so bila opravljena.

(3)  Uredbo Sveta (ES) $t. 440/2008 je zato treba ustrezno
spremeniti.

(4)  Ukrepi iz te uredbe so v skladu z mnenjem odbora,
ustanovljenega v skladu s ¢lenom 133 Uredbe (ES)
§t. 1907/2006 -

SPREJELA NASLEDNJO UREDBO:

Clen 1

Priloga k Uredbi (ES) $t. 440/2008 se spremeni v skladu s
Prilogo k tej uredbi.

Clen 2

Ta uredba zacne veljati tretji dan po objavi v Uradnem listu
Evropske unije.

() UL L 276, 20.10.2010, str. 33.
(4 UL L 358, 18.12.1986, str. 1.
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Ta uredba je v celoti zavezujoca in se neposredno uporablja v vseh drzavah clanicah.

V Bruslju, 6. julija 2012

Za Komisijo
Predsednik
José MANUEL BARROSO
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PRILOGA

Priloga k Uredbi (ES) st. 440/2008 se spremeni:

1. Poglavje B.42 se nadomesti z naslednjim:

,B.42. PREOBCUTLJIVOST KOZE: LOKALNA ANALIZA BEZGAVK

UvOD

Smernice OECD za preskuSanje kemikalij in preskusne metode EU, ki temeljijo na teh smernicah, se redno
preverjajo zaradi znanstvenega napredka, spreminjajocih se zakonodajnih potreb in vprasanj, povezanih z dobrim
pocutjem Zivali. Prvotna preskusna metoda za dolocanje preobcutljivosti koze pri misih, lokalna analiza bezgavk
(LLNA; Smernica za preskusanje OECD 429; poglavje B.42 te priloge) je bila sprejeta ze prej (1). Objavljene so
podrobnosti o validaciji LLNA in pregled s tem povezanega dela (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11). Posod-
obljena LLNA temelji na oceni izkuSenj in znanstvenih podatkih (12). To je druga preskusna metoda, zasnovana
za ocenjevanje morebitne preobcutljivosti koze s kemikalijami (snovmi in zmesmi) pri Zivalih. Druga preskusna
metoda (tj. Smernica za preskusanje OECD 406; poglavie B.6 te priloge) pa uporablja preskuse na morskih
prasickih, predvsem maksimizacijski in Buehlerjev preskus na morskih prasickih (13). LLNA zagotavlja prednosti
v primerjavi z metodo B.6 in Smernico za preskusanje OECD 406 (13) glede dobrega pocutja Zivali. Ta posod-
obljena preskusna metoda za LLNA vkljucuje skupino standardov ucinkovitosti (Dodatek 1), ki se lahko uporabijo
za oceno statusa validacije novih infali spremenjenih preskusnih metod, ki so v fukcijskem in mehani¢nem smislu
podobne LLNA, v skladu z naceli smernic OECD st. 34 (14).

LLNA preucuje indukcijsko fazo preobcutljivosti koze in zagotavlja koli¢inske podatke, ki so primerni za oceno
odziva na odmerek. Treba je opozoriti, da so blagi/zmerni povzrocitelji preobcutljivosti, ki se priporocajo kot
ustrezne kemikalije pozitivne kontrole za preskusne metode z morskimi prasicki (tj. B.6; Smernica za preskusanje
OECD 406), (13) primerni tudi za uporabo pri LLNA (6) (8) (15). Pristop omejene LLNA (rLLNA), pri katerem bi
se lahko uporabilo do 40 % manj Zivali, je prav tako opisan kot moznost v tej preskusni metodi (16) (17) (18).
rLLNA se lahko uporabi, kadar obstaja zakonodajna potreba po potrditvi negativne napovedi o morebitni
preobcutljivosti koze, ¢e so izpolnjene vse druge specifikacije protokola LLNA, kot je opisano v tej preskusni
metodi. Napoved negativnega rezultata bi morala temeljiti na vseh razpolozljivih informacijah, kot je opisano v
odstavku 4. Pred uporabo rLLNA je treba zagotoviti jasne obrazloZitve in znanstvene utemeljitve za njeno
uporabo. Ce je z rLLNA proti pricakovanjem pridobljen pozitiven ali dvoumen rezultat, je morda potrebno
dodatno preskusanje za razlago ali pojasnitev izidov. rLLNA se ne sme uporabljati za ugotavljanje nevarnosti
preskusnih snovi, ki povzrocajo preobcutljivost koze, kadar so potrebne informacije o odzivu na odmerek, kot
npr. podrazyrsititev za Uredbo (ES) $t. 1272/2008 Evropskega parlamenta in Sveta o razvri¢anju, oznaCevanju in
pakiranju snovi ter zmesi in Globalno usklajen sistem za razvricanje in oznacevanje kemikalij Zdruzenih narodov.

OPREDELITVE POJMOV

3.

Uporabljene opredelitve pojmov so navedene v Dodatku 2.

IZHODISCA IN OMEJITVE

4.

LLNA je nadomestna metoda za ugotavljanje morebitne preobcutljivosti koze s kemikalijami. To ne pomeni
nujno, da je treba v vseh primerih namesto preskusov na morskih prasickih uporabiti LLNA (tj. B.6; Smernica
za preskusanje OECD 406) (13), temve¢ da je ta analiza enako dobra in se lahko uporabi kot druga moznost, pri
kateri navadno niso ve¢ potrebne dodatne potrditve pozitivnih in negativnih rezultatov. Preskusevalni laboratorij
mora pred zaCetkom Studije preuciti vse razpoloZljive informacije o preskusni snovi. Tak$ne informacije bodo
vkljuCevale vrsto in kemijsko sestavo preskusne snovi; njene fizikalno-kemijske lastnosti; rezultate katerih koli
drugih preskusov toksi¢nosti na preskusni snovi, in vitro ali in vivo; in toksikoloske podatke o strukturno sorodnih
kemikalijah. Te informacije je treba preuiti, da se dolodi, ali je LLNA primerna za snov (glede na nezdruZljivost
omejenega Stevila vrst kemikalij pri LLNA — glej odstavek 5), in za lazjo izbiro odmerka.

LLNA je metoda in vivo in posledino ne odpravlja uporabe Zivali pri ocenjevanju delovanja, ki povzrocajo
alergijsko preobcutljivost ob stiku. Vendar ima moznost, da zmanjia stevilo Zivali, potrebnih v ta namen. Se
ve¢, LLNA ponuja znatno izboljsanje (manj bolecine in trpljenja) nacina, kako se Zivali uporabljajo za preskusanje
alergijske preobcutljivosti ob stiku. LLNA temelji na upostevanju imunoloskih primerov, ki jih spodbudijo kemi-
kalije med indukcijsko fazo preobcutljivosti. V nasprotju s preskusi na morskih prasickih (tj. B.6; Smernica za
preskusanje OECD (406) (13) LLNA ne zahteva, da se povzrocijo izzvane reakcije prekomerne obcutljivosti koze.
Poleg tega LLNA ne zahteva uporabe pomoznega preskusa (13) kot pri maksimizacijskem preskusu na morskih
prasickih S tem LLNA zmanjSuje boleino in trpljenje Zivali. Kljub prednostim LLNA v primerjavi z metodo B.6 in
Smernico za preskusanje OECD 406 je treba upostevati, da obstajajo nekatere omejitve, zaradi katerih je lahko
nujna uporaba metode B.6 ali Smernice za preskusanje OECD 406 (13) (npr. lazni negativni izidi pri LLNA pri
nekaterih kovinah, lazni pozitivni izidi pri nekaterih drazilnih snoveh za kozo [kot so nekatere vrste povrsinsko
razgradljivih kemikalij] (19) (20), ali topnost preskusne snovi). Poleg tega je zaradi kemijskih razredov ali snovi s
funkcionalnimi skupinami, za katere se je izkazalo, da lahko delujejo kot moteci dejavniki (21) lahko potrebna
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uporaba preskusov na morskih prasickih (tj. B.6; Smernica za preskusanje OECD 406) (13). Na podlagi omejene
podatkovne zbirke za validacijo, ki je obsegala zlasti pesticidne pripravke, je bolj verjetno, da bo za te vrste snovi
pozitiven rezultat prinesla LLNA kot pa preskus na morskih prasickih (22). Vendar pa bi se lahko pri preskusanju
pripravkov preucila tudi moznost vkljuitve podobnih snovi z znanimi rezultati kot primerjalnih snovi, s ¢imer bi
se dokazalo, da LLNA deluje pravilno (glej odstavek 16). Razen tak$nih opredeljenih omejitev bi morala biti LLNA
primerna za preskusanje katere koli snovi, razen ¢e so s temi snovmi povezane lastnosti, ki lahko ovirajo
natancnost LLNA.

NACELO PRESKUSA

6. Osnovno nacelo, na katerem temelji LLNA, je, da povzrocitelji preobcutljivosti povzrocijo mnoZzenje limfocitov v
bezgavkah, ki drenirajo obmodje nanosa preskusne snovi. To mnoZenje je sorazmerno z odmerkom in modjo
uporabljenega alergena in je preprosto sredstvo za pridobitev koli¢inske izmere preobcutljivosti. MnoZenje se
izmeri s primerjavo povpretnega mnoZenja v vsaki preskusni skupini in povpre¢nega mnoZzenja v kontrolni
skupini, tretirani z nosilcem. Preden se utemelji razvrstitev preskusne snovi kot moznega povzroditelja preobcut-
ljivosti koZe, se doloci razmerje med povpre¢nim mnoZenjem v vsaki tretirani skupini in povpre¢nim mnoZenjem
v primerjalni kontrolni skupini z nosilcem, ki se imenuje stimulacijski indeks (SI) in mora biti > 3. Tukaj opisani
postopki temeljijo na uporabi in vivo radioaktivnih oznak za merjenje povecanega Stevila mnozecih se celic v
udesnih bezgavkah. Za oceno $tevila mnozecih se celic se lahko uporabijo tudi druge koné¢ne tocke, ¢e so zahteve
standardov uc¢inkovitosti v celoti izpolnjene (Dodatek 1).

OPIS ANALIZE
Izbira Zivalskih vrst

7. lIzbrana vrsta za ta preskus je miS. Uporabijo se mlade odrasle misje samice seva CBA/Ca ali CBA[], ki $e niso
kotile in niso breje. Na zacetku Studije morajo biti Zivali stare 8-12 tednov, odstopanje mase Zivali pa mora biti
¢im manjSe in ne sme presegati 20 % povprec¢ne mase. Namesto tega se lahko uporabijo drugi sevi in samci, e je
pridobljenih dovolj podatkov za dokaz, da ne obstajajo znacilne razlike v odzivu pri LLNA glede na sev in/ali spol.

Bivalni in prehranjevalni pogoji

8. Misi morajo biti skupinsko nastanjene (23), razen Ce je zagotovljena ustrezna znanstvena utemeljitev za njihovo
lo¢eno nastanitev. Temperatura v prostoru za poskusne Zivali mora biti 22 # 3 °C. Ceprav mora biti relativna
vlaznost najmanj 30 % in po moZnosti ne sme, razen med CiCenjem prostora, presegati 70 %, mora biti ciljna
vlaznost, 50-60 %. Osvetlitev mora biti umetna, in sicer 12 ur svetlobe, 12 ur teme. Za hranjenje se lahko
uporablja obicajna laboratorijska prehrana z neomejeno oskrbo s pitno vodo.

Priprava Zivali

9. Zivali se naklju¢no izberejo, oznacijo tako, da je omogoceno posami¢no prepoznavanje (vendar ne s katero od
oblik usesnih oznak), in zadrzijo v kletkah najmanj pet dni pred zacetkom dajanja odmerka, da se lahko
prilagodijo laboratorijskim razmeram. Pred zaCetkom tretiranja se vse Zivali pregledajo, da se zagotovi, da nimajo
opaznih koznih lezij.

Priprava preskusnih raztopin

10. Trdne kemikalije se pred nanosom na uho misi raztopijo ali suspendirajo v ustreznih topilih ali nosilcih in po
potrebi razredcijo. Tekoce kemikalije se lahko nanesejo nerazredcene ali pa se razredéijo pred dajanjem odmerka
Pri netopnih kemikalijah, kot so tiste, ki se obi¢ajno uporabljajo v medicinskih pripomockih, je treba uporabiti
mocno povecano ekstrakcijo v ustreznem topilu, da se odkrijejo vse ekstraktibilne sestavine za preskusanje pred
nanosom na uho misi. Preskusne snovi je treba pripravljati dnevno, razen ¢e podatki o stabilnosti kazejo, da je
shranjevanje sprejemljivo.

Preverjanje zanesljivosti

11. Za prikaz ustrezne ucinkovitosti analize se uporabijo kemikalije pozitivne kontrole, ki se odzovejo z ustrezno in
ponovljivo obcutljivostjo kot preskusna snov, ki povzroca preobcutljivost, za katero je stopnja reakcije natanéno
opredeljena. Uporaba primerjalne pozitivne kontrole je priporocena, saj pokaze zmoznost laboratorija, da uspesno
izvede vsako analizo, ter omogoca ocenjevanje ponovljivosti in primerljivosti v enem ali ve¢ laboratorijih. Tudi
nekateri regulativni organi zahtevajo uporabo pozitivne kontrole pri vsaki raziskavi, zato se uporabnikom pripo-
roca, da se pred izvedbo LLNA posvetujejo s pristojnimi organi. V skladu s tem se priporoca redna uporaba
primerjalne pozitivne kontrole, saj tako ni potrebno dodatno preskusanje na zivalih za izpolnitev zahtev, ki se
lahko pojavijo zaradi uporabe redne pozitivne kontrole (glej odstavek 12). Pozitivna kontrola mora povzrociti
pozitiven odziv LLNA na raven izpostavljenosti, za katero se pricakuje, da bo dala vegji stimulacijski indeks (SI)
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12.

13.

14.

15.

16.

PR

> 3 kot negativna kontrolna skupina. Odmerek pozitivne kontrole je treba izbrati tako, da ne povzroci Cezmer-
nega drazenja koze ali sistemske toksicnosti in da je indukcija ponovljiva, vendar ne ¢ezmerna (tj. SI > 20 bi bil
Cezmeren) Priporocena pozitivna kontrola je 25-odstotni heksil cimetov aldehid (Sluzba za izmenjavo kemijskih
izvleckov [CAS] §t. 101-86-0) v acetonu: olivno olje (4:1, v[v) in 5-odstotni merkaptobenzotiazol (5t. CAS 149-
30-4) v N,N-dimetilformamidu (glej Dodatek 1, preglednica 1). V nekaterih okolid¢inah se lahko ob ustrezni
utemeljitvi uporabijo druge pozitivne kontrole, ki izpolnjujejo zgornja merila.

Obicajno je uporaba primerjalne pozitivne kontrolne skupine priporocena, lahko pa obstajajo okolis¢ine, v katerih
redno preskusanje (tj. v razmikih < 6 mesecev) pozitivne kontrole morda zado$¢a za laboratorije, ki redno izvajajo
LLNA (tj. izvajajo LLNA vsaj enkrat mesetno) in imajo vzpostavljene zbirke podatkov o preteklih pozitivnih
kontrolah, ki dokazujejo zmoznost laboratorija, da pridobi ponovljive in natan¢ne rezultate s pozitivnimi kontro-
lami. Ustrezna strokovnost pri izvajanju LLNA se lahko uspesno dokaZe z dobivanjem doslednih pozitivnih
rezultatov pri pozitivni kontroli pri vsaj desetih neodvisnih preskusih, izvedenih v razumnem casovnem obdobju
(tj. v manj kot enem letu).

Primerjalno pozitivno kontrolno skupino je treba vkljuciti vedno, kadar pride do postopkovne spremembe pri
LLNA (tj. zamenjava usposobljenega osebja, zamenjava materiala za preskusno metodo infali reagentov, zamenjava
opreme za preskusno metodo, zamenjava vira preskusnih Zivali), tak$ne spremembe pa je treba vedno zabeleziti v
laboratorijskih porocilih. Pri odlocanju o nujnosti vzpostavitve nove zbirke preteklih podatkov za belezenje
doslednosti pri rezultatih pozitivne kontrole je treba upostevati ucinek, ki ga imajo te spremembe na ustreznost
predhodno vzpostavljene zbirke preteklih podatkov.

Raziskovalci se morajo zavedati, da odlocitev o izvajanju redne namesto primerjalne pozitivne kontrolne Studije
vpliva na ustreznost in sprejemljivost negativnih rezultatov Studije, pridobljenih brez primerjalne pozitivne
kontrole v razmiku med rednimi pozitivnimi kontrolnimi $tudijami. Na primer, Ce je rezultat, pridobljen z
redno pozitivno kontrolno $tudijo, lazno negativen, so lahko vprasljivi negativni rezultati preskusne snovi, prid-
obljeni v ¢asu med zadnjo sprejemljivo redno pozitivno kontrolno $tudijo in nesprejemljivo redno pozitivno
kontrolno Studijo. Pri odlocanju, ali vkljuciti primerjalne pozitivne kontrole ali izvajati samo redne pozitivne
kontrole, je treba skrbno preuciti posledice teh rezultatov. Treba je razmisliti tudi o uporabi manjSega stevila Zivali
v primerjalni pozitivni kontrolni skupini, ¢e je to znanstveno utemeljeno in ¢e laboratorij na podlagi preteklih
podatkov, znacilnih za laboratorij, dokaze, da se lahko uporabi manjse Stevilo misi (12).

Ceprav je treba pozitivno kontrolo preskusiti v nosilcu, za katerega je znano, da povzroca dosleden odziv (npr.
aceton: olivno olje; 4:1, v[v), lahko obstajajo nekatere zakonodajne okoli¢ine, ko je potrebno tudi preskusanje v
nestandardnem nosilcu (klini¢no/kemicno ustrezne sestave) (24). Ce se primerjalna pozitivna kontrola preskusa v
drugem nosilcu kot preskusna snov, je treba za primerjalno pozitivno kontrolo vkljuciti locen kontrolni nosilec.

V primerih, kjer se ocenjujejo preskusne snovi za poseben kemijski razred ali razpon reakcij, so lahko primerjalne
snovi uporabne tudi za dokaz, da preskusna metoda deluje pravilno za odkrivanje morebitne preobcutljivosti koze
pri teh vrstah preskusnih snovi. Ustrezne primerjalne snovi morajo imeti naslednje lastnosti:

— strukturno in funkcijsko podobnost z razredom preskusne snovi, ki se preskusa,

— znane fizikalne/kemijske lastnosti,

— podporne podatke iz LLNA,

— podporne podatke od drugih Zivalskih modelov infali ljudi.

ESKUSNI POSTOPEK

Stevilo Zivali in velikost odmerkov

17

. Na skupino odmerka se uporabijo najmanj tiri Zivali z najmanj tremi koncentracijami preskusne snovi, poleg tega
pa Se primerjalna negativna kontrolna skupina, tretirana zgolj z nosilcem za preskusno snov, in pozitivna kontrola
(primerjalna ali izvedena pred kratkim, odvisno od politike laboratorija pri upostevanju odstavkov 11-15). Treba
je razmisliti o preskuSanju ve¢ odmerkov pozitivne kontrole, zlasti ¢e se pozitivna kontrola preskusa obcasno.
Zivali v kontrolnih skupinah je treba, razen ¢e se ne tretirajo s preskusno snovjo, obravnavati in tretirati na enak
nacin kot Zivali v tretiranih skupinah.
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18

19.

20.

. Izbira odmerka in nosilca mora temeljiti na priporocilih iz sklica (3) in (5). Zaporedni odmerki se obicajno
izberejo iz ustrezne serije koncentracij, kot so 100 %, 50 %, 25 %, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% itd. Izbira
uporabljene serije koncentracij mora biti ustrezno znanstveno utemeljena. Kadar so na voljo, je treba pri izbiri
treh zaporednih koncentracij upostevati vse obstojece toksikoloske informacije (npr. akutno toksi¢nost in drazenje
koze) ter strukturne in fizikalno-kemijske informacije o Zeleni preskusni snovi (infali strukturno povezani snovi),
tako da je pri najvedji koncentraciji izpostavljenost najvecja, hkrati pa ni sistemske toksi¢nosti infali Cezmernega
drazenja koze (3) (25). Ce taksne informacije niso na voljo, je morda najprej potreben predhodni presejalni
preskus (glej odstavke 21-24).

Nosilec ne sme ovirati rezultatov preskusa ali vplivati nanje, izbere pa se na podlagi povecevanja topnosti, da se
med pripravljanjem raztopine[suspenzije, ki je primerna za uporabo preskusne snov, pridobi najve¢jo mozno
koncentracijo. Priporocljivi nosilci so aceton: olivno olje (4:1, v/v), N,N-dimetilformamid, metil etil keton, propilen
glikol in dimetil sulfoksid (19), vendar se lahko uporabljajo tudi drugi, ce je zagotovljena ustrezna znanstvena
utemeljitev. V nekaterih okoli§¢inah je morda treba kot dodatno kontrolo uporabiti klini¢no ustrezno topilo ali
trgovsko sestavo, v kateri se trzi preskusna snov. Paziti je treba zlasti, da so v nosilni sistem vkljuc¢ene hidrofilne
preskusne snovi, ki vlazijo kozo in se ne izsusijo takoj, z vkljucitvijo ustreznih pospesevalcev raztapljanja (npr. 1-
odstotnim Pluronic® L92). Zato se je treba izogibati povsem vodnim nosilcem.

Obdelava bezgavk posamezne misi omogoca oceno spremenljivosti med posameznimi Zivalmi ter statisticno
primerjavo razlik med meritvami preskusne snovi in primerjalne kontrolne skupine z nosilcem (glej odstavek
35). Poleg tega je ocena moznosti zmanjSanja Stevila misi v pozitivni kontrolni skupini izvedljiva samo, e se
zbirajo podatki o posameznih Zivalih (12) spodaj. Poleg tega nekateri regulativni organi zahtevajo zbiranje
podatkov o posameznih Zivalih. Kljub temu lahko nekateri regulativni organi skupne podatke o Zivalih Stejejo
za sprejemljive; v takih primerih imajo lahko uporabniki moZznost, da zbirajo podatke o posameznih Zivalih ali
skupne podatke.

Predhodni presejalni preskus

21

22.

. Ce informacije za dolocitev najve¢jega odmerka za preskusanje niso na voljo (glej odstavek 18 zgoraj), je treba
izvesti predhodni presejalni preskus, da se doloci ustrezna velikost odmerka za preskusanje z LLNA. Namen
predhodnega presejalnega preskusa je zagotoviti smernice za izbiro najvecje velikosti odmerka za uporabo v glavni
Studiji LLNA v primerih, ko niso na voljo informacije o koncentraciji, ki povzro¢i sistemsko toksi¢nost (glej
odstavek 24) infali ¢ezmerno draZenje koze (glej odstavek 23). Najvecja velikost odmerka je 100-odstotna
preskusna snov za tekocine ali najvi§ja mozna koncentracija za trdne snovi ali suspenzije.

Predhodni presejalni preskus se izvede v pogojih, ki so enaki tistim v glavni Studiji LLNA, s to razliko, da se ne
izvede ocena mnozenja v bezgavkah in da se lahko uporabi manj Zivali na skupino odmerka. Predlaga se uporaba
ene ali dveh Zivali na skupino odmerka. Vse misi se opazuje dnevno glede klini¢nih znakov sistemske toksi¢nosti
ali lokalnega draZenja na mestu nanosa. Telesna masa se zabelezi pred preskusom in pred usmrtitvijo (6. dan).
Obe usesi vsake misi se opazuje glede rde¢ine in oceni s pomocjo preglednice 1 (25). Meritve debeline usesa se
izvedejo z napravo za merjenje debeline (npr. digitalnim mikrometrom ali merilnikom debeline s 3tevilénico) 1.
dan (pred odmerkom), 3. dan (priblizno 48 ur pred prvim odmerkom) in 6. dan. Poleg tega se lahko 6. dan
debelino usesa doloci s preluknjanjem uses za dolocitev mase, ki se izvede po humani usmrtitvi Zivali. Znak za
Cezmerno drazenje koze je rdecina z oceno > 3 infali povecana debelina uSesa za > 25 % na kateri koli dan
merjenja (26) (27). Najvecji odmerek, izbran za glavno Studijo LLNA, je naslednji nizji odmerek v seriji koncen-
tracij iz predhodnega presejalnega preskusa (glej odstavek 18), ki ne povzrodi sistemske toksi¢nosti infali ¢ezmer-
nega drazZenja koze.

Preglednica 1

Ocena rdecine

Ugotovitev Ocena
Rdecine ni 0
Neznatna rdecina (komajda opazna) 1
Zelo razlo¢na rdecina 2
Zmerna do mocna rdeina 3
Mocna rdecina (rdecina rdece pese) in nastanek krast ovirata razvrstitev rdecine 4
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23. Poleg 25-odstotnega povecanja debeline uSesa (26) (27) se za opredelitev draZilnih snovi pri LLNA uporablja tudi
statisti¢no znacilno povecanje debeline usesa tretirane misi v primerjavi s kontrolno misjo (28) (29) (30) (31) (32)
(33) (34). Ker pa se lahko statisticno znacilno povecanje pojavi tudi pri debelini uSesa, manjsi od 25 %, ni izrecno
povezano s ¢ezmernim draZenjem (30) (32) (33) (34).

24. Naslednje Klinicne ugotovitve lahko nakazujejo sistemsko toksicnost (35) (36), kadar se uporabljajo kot del
celovite ocene, in zato lahko pokazejo najvejo velikost odmerka za uporabo v glavni LLNA: spremembe v
delovanju Zivénega sistema (npr. piloerekcija, ataksija, tremorji in krci); vedenjske spremembe (npr. agresivnost,
spremembe glede nege, opazna sprememba stopnje aktivnosti); spremembe dihanja (npr. spremembe frekvence in
intenzivnosti dihanja, kot so dispneja, zasoplost in hropenje) ter spremembe glede uZivanja hrane in vode. Poleg
tega je treba pri oceni upostevati znake letargije in/ali neodzivnosti ter morebitne klinicne znake bolecine in
trpljenja, ki niso samo blagi ali trenutni, ali zmanjSanje telesne mase za > 5% od 1. do 6. dne ter smrtnost.
Umirajoce zivali ali zivali, ki ocitno trpijo ali kazejo znake hudega in dolgotrajnega trpljenja, se usmrtijo na
human nacin (37).

Naért za poskus glavne Studije

25. Nacrt za poskus analize je naslednji:

— 1. dan: Posamicno ugotovljena in zabeleZena masa vsake Zivali in morebitne Klini¢ne ugotovitve. Nanos 25 ul
ustrezno razredCene preskusne snovi, samega nosilca ali pozitivne kontrole (primerjalne ali izvedene pred
kratkim, odvisno od politike laboratorija pri upostevanju odstavkov 11-15).

— 2.in 3. dan: Ponovi se postopek nanosa, ki je bil izveden 1. dan.

— 4. in 5. dan: Brez tretiranja.

— 6. dan: Zabelezi se masa vsake Zivali. Vsem poskusnim in kontrolnim mi$im se v repno Zilo vbrizga 250 ul
sterilnega fosfatnega pufra s soljo (PBS), ki vsebuje 20 uCi (7,4 x 10° Bq) tritiranega (*H)-metil timidina. Lahko
pa se vsem mi$im v repno veno vbrizga 250 pL PBS, ki vsebuje 2 uCi (7,4 x 10* Bq) !2°Ijododeoksiuridina in
107> M fluorodeoksiuridina. Pet (5) ur kasneje so Zivali humano usmréene. Usesne bezgavke ob vsakem usesu
misi se izreZejo in shranijo v PBS za vsako Zival (pristop po posamezni Zzivali); lahko pa se bezgavke iz
vsakega uSesa izrezejo in shranijo v PBS za vsako tretirano skupino (zbirni pristop za tretirane skupine).
Podatki in diagrami o identifikaciji in izrezu bezgavk so na voljo v sklicu (12). Za nadaljnje spremljanje
lokalnega odziva koze v glavni $tudiji se lahko v protokol studije vkljucijo dodatni parametri, kot so ocena
rdecine uesa ali meritve debeline usesa (pridobljene z merilnikom debeline ali preluknjanjem uses za dolocitev
mase pri obdukciji).

Priprava celi¢nih suspenzij

26. Enotna celina suspenzija iz celic izrezanih bezgavk, bodisi bilateralno iz posameznih Zivali bodisi zbirno iz
tretiranih skupin, se pripravi z blago mehanicno disagregacijo skozi Zicno mreZo iz nerjavnega jekla z velikostjo
odprtin 200 mikronov ali drugo uveljavljeno tehniko za pripravo enotne celi¢ne suspenzije. Celice iz bezgavk se
dvakrat izperejo s presezkom fosfatnega pufra s soljo in DNA se 18 ur obarja s 5-odstotno triklorocetno kislino
pri 4 °C (3). Peleti se ponovno suspendirajo v 1 ml triklorocetne kisline in prenesejo v scintilacijske steklenicke, ki
vsebujejo 10 ml scintilacijske tekocine, za stetje 3H, ali pa prenesejo neposredno v epruvete za gama tetje za 12°L.

Dolo¢itev mnoZenja celic (vklju¢ena radioaktivnost)

27. Vkljucitev 3H-metil timidina se izmeri z B-scintilacijskim stetjiem razgradenj na minuto (DPM). Vkljucitev 12°I-
jododeoksiuridina se izmeri s stetiem 12 in se prav tako izrazi kot DPM. Odvisno od uporabljenega pristopa se

vkljucitev izrazi kot DPM/mi§ (posamicni pristop) ali DPM/tretirano skupino (zbirni pristop za tretirane skupine).

Omejena LLNA

28. V dolocenih primerih, ko obstaja zakonodajna potreba po potrditvi negativne napovedi preobcutljivosti koZe, se
lahko uporabi neobvezni protokol rLLNA (16) (17) (18) z manjsim $tevilom Zivali, e so izpolnjene vse druge
specifikacije protokola rLLNA v tej preskusni metodi. Pred uporabo rLLNA je treba zagotoviti jasne obrazlozZitve in
znanstvene utemeljitve za njeno uporabo. Ce je pridobljen pozitiven ali dvoumen rezultat, je morda potrebno
dodatno preskusanje za razlago ali pojasnitev izida.
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29. Edina razlika med protokoli preskusne metode LLNA in rLLNA je manjse Stevilo skupin odmerka, zaradi Cesar
rLLNA ne zagotavlja informacij o odzivu na odmerek. Zato se, kadar so potrebne informacije o odzivu na
odmerek, rLLNA ne uporablja. Tako kot pri LLNA z ve¢ odmerki mora biti koncentracija preskusne snovi, ki
se ocenjuje pri rLLNA, najvija koncentracija, ki pri misi ne povzrodi ocitne sistemske toksi¢nosti in/ali ¢ezmer-
nega drazenja koze (glej odstavek 18).

OPAZOVANJA
Klini¢na opazovanja

30. Vsako mis je treba vsaj enkrat dnevno natancno opazovati glede klini¢nih znakov, lokalnega drazenja na mestu
nanosa ali sistemske toksi¢nosti. Vsa opazovanja se sistemati¢no zabeleZijo v evidence, ki se vodijo za vsako mis.
Nacrti spremljanja morajo vkljuCevati merila za hitro identifikacijo misi, ki izrazajo sistemsko toksi¢nost,
¢ezmerno draZenje koZe ali jedkost za koZo zaradi evtanazije (37).

Telesna masa

31. Kot je navedeno v odstavku 25, se telesna masa posameznih Zivali izmeri na zacetku preskusa in ob predvideni
humani usmrtitvi.

IZRACUN REZULTATOV

32. Rezultati za vsako tretirano skupino so izrazeni kot stimulacijski indeks (SI). Kadar se uporabi pristop po
posamezni Zivali, se SI dobi tako, da se povprecno stevilo razgradenj na minuto/mis v vsaki skupini preskusne
snovi in v pozitivni kontrolni skupini deli s povpre¢nim Stevilom razgradenj na minuto/mis za kontrolno skupino
s topilom/nosilcem. Povpre¢ni SI za kontrolne skupine z nosilcem je potem 1. Kadar se uporabi zbirni pristop za
tretirane skupine, se SI dobi tako, da se zbirna radioaktivna vkljucitev za vsako tretirano skupino z vkljucitvijo
zbirne kontrolne skupine deli z nosilcem, kar da povpre¢ni SI.

33. Pri postopku odlocanja se rezultat Steje za pozitivnega, ko je SI = 3. Vendar se lahko pri odlocanju, ali je mejni
rezultat pozitiven, uporabijo tudi mo¢ odziva na odmerek, statistiéni pomen ter doslednost odzivov v topilu/
nosilcu in pozitivni kontroli (4) (5) (6).

34. Ce je treba razjasniti dobljene rezultate, je treba upostevati razline lastnosti preskusne snovi, tudi strukturno
podobnost z znanimi povzrocitelji preobcutljivosti, e povzroca ¢ezmerno lokalno drazenje koze pri misi, in
naravo opazenega odnosa med odmerkom in odzivom. Ti in drugi razlogi so podrobno obravnavani drugje (7).

35. Zbiranje podatkov o radioaktivnosti na ravni posamezne misi bo omogocilo statistiéno analizo prisotnosti in
stopnje odnosa med odmerkom in odzivom v podatkih. Morebitna statisticna ocena lahko vkljucuje oceno odnosa
med odmerkom in odzivom ter ustrezno prilagojene primerjave preskusnih skupin (npr. skupina, ki je prejela
odmerek v parih, proti primerjavam primerjalnih kontrolnih skupin z nosilcem). Statisticna analiza lahko obsega
npr. linearno regresijo ali Williamsov preskus za oceno nihanj odziva na odmerek in Dunnettov preskus za
primerjave po parih. Pri izbiri ustrezne metode statisticne analize se mora raziskovalec zavedati moznih
neenakosti varianc in drugih sorodnih problemov, zaradi katerih je lahko nujna pretvorba podatkov ali neparame-
trska statisticna analiza. V vsakem primeru bo moral raziskovalec morda izvesti izracune SI ter statisticne analize s
podatkovnimi tockami (v¢asih imenovanimi izlocitve’) in brez njih.

PODATKI IN POROCAN]E
Podatki

36. Podatki se povzamejo v obliki preglednice. Pri uporabi pristopa po posamezni Zivali se prikaZejo vrednosti DPM
za posamezno Zival, skupinsko povpre¢je DPM|/zival, s tem povezane napake (npr. SD, SEM) in povpre¢ni SI za
vsako skupino odmerka v primerjavi s primerjalno kontrolno skupino z nosilcem. Pri uporabi zbirnega pristopa
za tretirane skupine se prikaZeta povprecna/srednja DPM in povprecni SI za vsako skupino odmerka v primerjavi s
primerjalno kontrolno skupino z nosilcem.

Porodilo o preskusu
37. Porocilo o preskusu vsebuje naslednje informacije:
preskusane in kontrolne snovi:

— identifikacijske podatke (npr. Stevilko CAS in $tevilko EC, Ce je na voljo; vir; &istost; znane necistoce, Stevilko
serije),

— fizikalno stanje in fizikalno-kemijske lastnosti (npr. hlapnost, stabilnost, topnost),
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— Ce je zmes, sestavo in relativne odstotke sestavin;

topilo/nosilec:
— identifikacijske podatke (Cistost, po potrebi koncentracijo, uporabljeno koli¢ino),

— utemeljitev izbire uporabljenega nosilca;

preskusne Zivali:

— vir miSi seva CBA,

— mikrobioloski status Zivali, ¢e je znan,
— Stevilo in starost Zivali,

— vir Zivali, namestitvene pogoje, prehrano, itd.;

preskusni pogoji:

— podatke o pripravi in uporabi preskusne snovi,

— utemeljitev izbire odmerka (vklju¢no z rezultati predhodnega presejalnega preskusa, ¢e je bil izveden),

— uporabljene koncentracije nosilca in preskusne snovi ter skupno koli¢ino uporabljene preskusne snovi,

— podatke o kakovosti hrane in vode (vklju¢no z vrsto/virom prehranjevanja, virom vode),

— podatke o programih tretiranja in vzorcenja,

— metode merjenja toksi¢nosti,

— merila za obravnavanje $tudij kot pozitivnih ali negativnih,

— podrobnosti o morebitnih odstopanjih protokola in pojasnilo, kako odstopanje vpliva na zasnovo $tudije in
njene rezultate;

preverjanje zanesljivosti:

— povzetek rezultatov zadnjega preverjanja zanesljivosti, vkljuéno z informacijami o uporabljeni preskusni snovi,
koncentraciji in nosilcu,

— primerjalne infali pretekle pozitivne in primerjalne negativne (topilo/nosilec) kontrolne podatke za preskuse-
valni laboratorij,

— Ce primerjalna pozitivna kontrola ni bila vkljucena, datum in laboratorijsko porocilo nazadnje izvedene redne
pozitivne kontrole in porocilo, ki navaja pretekle pozitivne kontrolne podatke za laboratorij, na podlagi
katerih je upravieno neizvajanje primerjalne pozitivne kontrole;

rezultati:

— posamezne mase Zivali na zaCetku odmerjanja in ob predvideni usmrtitvi; ter povprecno in povezano napako
(npr. SD, SEM) za vsako tretirano skupino,

— Casovni potek zacetka toksi¢nosti in njenih znakov, vkljuéno z morebitnim drazenjem koZe na mestu nanosa
za vsako Zival,

— preglednico z vrednostmi DPM za vsako posamezno mis (pristop po posamezni Zivali) ali povpre¢nimi/sred-
njimi (zbirni pristop za tretirane skupine) vrednostmi DPM in vrednostmi SI za vsako tretirano skupino,
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— povprecno in povezano napako (npr. SD, SPM) za DPM/mi§ za vsako tretirano skupino in rezultate analize
izlocitev za vsako tretirano skupino pri uporabi pristopa po posamezni Zzivali,

— izracunan SI in ustrezno merilo spremenljivosti, ki pri uporabi pristopa po posamezni Zivali uposteva spre-
menljivost med posameznimi Zivalmi tako v preskusni snovi kot kontrolnih skupinah,

— odnos med odmerkom in odzivom,

— po potrebi, statisticne analize;

razprava o rezultatih:

— kratke pripombe o rezultatih, analizo odziva na odmerek in po potrebi statisticne analize, s sklepom, ali naj se
preskusna snov Steje za povzrocitelja preobcutljivosti koze.
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Dodatek 1

Standardi udinkovitosti za ocenjevanje predlaganih podobnih ali prilagojenih preskusnih metod LLNA za

preoblutljivost koze

UvVOD

1.

Namen standardov ucinkovitosti je posredovati podlago, na kateri se lahko za nove preskusne metode, lastniske
(tj. avtorske, zas¢itene z blagovno znamko, registrirane) in nelastniske, ugotovi, da so ustrezno natancne in zane-
sljive za doloCene namene preskusanja. Ti standardi ucinkovitosti, ki temeljijo na validiranih in uveljavljenih
preskusnih metodah, se lahko uporabijo za oceno zanesljivosti in natan¢nosti drugih podobnih metod (ki se

pogovorno imenujejo ,podobni‘ preskusi), ki temeljijo na podobnih znanstvenih nacelih in merijo ali napovedujejo
isti bioloski ali toksi¢ni ucinek (14).

. Spremenjene metode (tj. predlagane morebitne izboljSave odobrene preskusne metode) je treba pred sprejetjem

oceniti, da se ugotovita ucinek predlaganih sprememb na ucinkovitost preskusa in obseg, v katerem taksne
spremembe vplivajo na informacije, ki so na voljo za druge elemente postopka validacije. Odvisno od Stevila in
narave predlaganih sprememb, dobljenih podatkov in podporne dokumentacije za te spremembe se zanje izvede
enak postopek validacije, kot je predpisan za nov preskus ali, po potrebi, omejena ocena zanesljivosti in ustreznosti
z uveljavljenimi standardi ucinkovitosti (14).

. Podobne ali spremenjene metode, ki so predlagane za uporabo v okviru te preskusne metode, je treba oceniti ter

dologiti njihovo zanesljivost in natanc¢nost z uporabo kemikalij, ki predstavljajo celoten razpon ocen LLNA. Da bi
se izognili neupraviceni uporabi Zivali, se priporoca, da se razvijalci modelov pred zacetkom izvajanja validacijskih
$tudij v skladu s standardi ucinkovitosti in smernicami iz te preskusne metode posvetujejo z ustreznimi organi.

. Ti standardi u¢inkovitosti temeljijo na ameriskih ICCVAM, evropskih ECVAM in japonskih JaCVAM usklajenih

standardih ucinkovitosti (12) za ocenjevanje veljavnosti podobnih ali spremenjenih razli¢ic LLNA. Standardi ucin-
kovitosti obsegajo bistvene elemente preskusne metode, priporocene referencne kemikalije ter standarde za natan-
¢nost in zanesljivost, ki jih mora predlagana metoda doseci ali preseci.
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I. Bistveni elementi preskusne metode

5. Za zagotovitev, da je podobna ali spremenjena metoda LLNA v funkcijskem in mehani¢nem smislu podobna LLNA
in meri isti bioloski u¢inek, morajo biti v protokol preskusne metode vkljuceni naslednji elementi:

— preskusna snov se povrinsko nanese na obe usesi misi,

— mnozenje limfocitov se izmeri v bezgavkah, ki drenirajo obmod¢je nanosa preskusne snovi,

— mnozenje limfocitov se izmeri med indukcijsko fazo preobcutljivosti koze,

— pri preskusnih snoveh je najvedji izbran odmerek najvi§ja koncentracija, ki pri misi ne povzrodi sistemske
toksi¢nosti infali ¢ezmernega drazenja koze; pri pozitivnih referencnih kemikalijah je najvecji odmerek vsaj tako
velik kot vrednosti ocenjene koncentracije, potrebne za stimulacijski indeks 3 (vrednosti EC3) ustreznih referen-
¢nih kemikalij (glej preglednico 1) pri LLNA, ne da bi pri misi povzrocil sistemsko toksi¢nost infali ¢ezmerno

drazenje koze,

— v vsako $tudijo je treba vkljuciti primerjalno kontrolno skupino z nosilcem, po potrebi pa se uporabi tudi
primerjalna pozitivna kontrola,

— na skupino odmerka se uporabijo najmanj stiri zivali,
— zberejo se podatki o posamezni zivali ali skupni podatki o Zivalih.

Ce katero od teh meril ni izpolnjeno, standardov ucinkovitosti ni mogoce uporabiti za validacijo podobne ali
spremenjene metode.

II. Najkraj$i moZni seznam referen¢nih kemikalij

6. Usklajeni ameriski ICCVAM, evropski ECVAM in japonski JaCVAM standardi ucinkovitosti (12) dolocajo najkrajsi

mozni seznam 18 referencnih kemikalij, ki jih je treba uporabiti, in 3tiri druge referencne kemikalije (tj. snovi, ki so
pri LLNA dale lazne pozitivne ali lazne negativne rezultate v primerjavi z rezultati pri cloveku in morskih pragickih
(B.6, ali Smernica za preskusanje OECD 406) (13) in so zato lahko enako ali bolj u¢inkovite od LLNA), vkljucene v
standarde ucinkovitosti za LLNA. Merila za izbor za opredelitev teh kemikalij so bila:

— seznam referencnih kemikalij predstavlja vrste snovi, ki se obicajno preskusajo glede morebitnega povzrocanja
preobcutljivosti koze, in razpon odzivov, ki jih LLNA lahko meri ali napove;

— kemicna struktura snovi je natanéno opredeljena;

— za vsako snov so na voljo podatki LLNA iz preskusov na morskih prasickih (tj. B.6; Smernica za preskusanje
OECD 406) (13) in (kadar je mogoce) ljudeh; in

— snovi so dostopne pri trznih virih.

Priporocene referencne kemikalije so navedene v preglednici 1. Studije, ki uporabljajo predlagane referenéne
kemikalije, morajo biti ocenjene v nosilcu, s katerim so navedene v preglednici 1. V primerih, ko navedena
snov ni na voljo, se lahko z ustrezno utemeljitvijo uporabijo druge snovi, ki izpolnjujejo navedena merila za izbor.



Preglednica 1

Priporocene referen¢ne kemikalije za standarde u¢inkovitosti za LLNA

el Kemikale : . I I ] Dejansi pon| LN [ LNA Y
tevilka emikalije (') St. CAS Oblika Nos (%) EC3 % (°) N (%) 0,5 x-2,0 x EC3 EC3 primerjavi z | primerjavi s
MP clovekom
1 5-kloro-2-metil-4-izotiazolin-3-on 26172-55-4/2682-20-4 tek. DMF 0,009 1 0,0045-0,018 NI +[+ +[+
(CMI) in 2-metil-4-izotiazolin-3-on (M) (°)
2 DNCB 97-00-7 trd. A0O 0,049 15 0,025-0,099 | 0,02-0,094 +[+ |+
3 4-fenilendiamin 106-50-3 trd. AOO 0,11 6 0,055-0,22 0,07-0,16 +[+ ++
4 kobaltov klorid 7646-79-9 trd. DMSO 0,6 2 0,3-1,2 0,4-0,8 +[+ +[+
5 izoevgenol 97-54-1 tek. AOO 1,5 47 0,77-3,1 0,5-3,3 +[+ +[+
6 2-merkaptobenzotiazol 149-30-4 trd. DMF 1,7 1 0,85-3,4 NI +[+ +[+
7 citral 5392-40-5 tek. AOO 9,2 6 4,6-18,3 5,1-13 +[+ Hf+
8 HCA 101-86-0 tek. A0O 9,7 21 48-19,5 44-14,7 4]+ i)+
9 evgenol 97-53-0 tek. AOO 10,1 11 5,05-20,2 4,9-15 ++ +[+
10 fenil benzoat 93-99-2 trd. A0O 13,6 3 6,8-27,2 1,2-20 ++ 4]+
11 cimetov alkohol 104-54-1 trd. AOO 21 1 10,5-42 NI +[+ +[+
12 imidazolidinil urea 39236-46-9 trd. DMF 24 1 12-48 NI +[+ +[+
13 metil metakrilat 80-62-6 tek. AOO 90 1 45-100 NI +[+ ++
14 klorobenzen 108-90-7 tek. AOO 25 1 n.r n.r. -~ = (%
15 izopropanol 67-63-0 tek. AOO 50 1 nr n.r. -/~ -+
16 mle¢na kislina 50-21-5 tek. DMSO 25 1 nr n.r. -/~ - (*
17 metil salicilat 119-36-8 tek. AOO 20 9 nr n.r. -/~ -~
18 salicilna kislina 69-72-7 trd. AOO 25 1 nr. nr. -/~ -~

vIle6T 1
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Dejanski razpon LLNA v LLNA v
Stevilka Kemikalije () St. CAS Oblika Nos (%) EC3 % (%) N (% 0,5 x-2,0 x EC3 ) EC3 P primerjavi z | primerjavi s
MP clovekom
Druge snovi za prikaz izboljsane u¢inkovitosti glede na LLNA

19 natrijev lavrilsulfat 151-21-3 trd. DMF 8,1 5 4,05-16,2 1,5-17,1 +[- +[-
20 etilen glikol dimetakrilat 97-90-5 tek. MEK 28 1 14-56 NI +[- +[+
21 ksilen 1330-20-7 tek. AOO 95,8 1 47,9-100 NI + (%) +[-
22 nikljev diklorid 7718-54-9 trd. DMSO 5 2 n.r. n.r. —[+ —[+

Kratice: AOO = aceton olivno olje (4:1, v[v); t. CAS = Stevilka Sluzbe za izmenjavo kemijskih izvleckov; DMF = N,N-dimetilformamid; DMSO = dimetil sulfoksid; DNCB = 2,4-dinitroklorobenzen; EC3 = ocenjena koncentracija, potrebna za
stimulacijski indeks 3; MP = rezultat preskusa na morskih prasickih (tj. B. 6 ali Smernica za preskusanje OECD 406) (13); HCA = heksil cimetov aldehid; LLNA = rezultat lokalne analize bezgavk pri glodavcih (tj. B. 42 ali Smernica za
preskusanje OECD 429) (1); MEK = metil etil keton; NI = ni izracunano, ker so bili podatki pridobljeni z eno samo $tudijo; n.r = ni relevantno, ker je stimulacijski indeks < 3; trd. = trdna snov; Nos = nosilec preskusa.

(*) Predvideva se, da pri ljudeh ni povzrocitelj preobcutljivosti, ker niso bili najdeni nobeni rezultati klini¢nih epikutanih testov, zato ni vklju¢en v komplet za epikutano testiranje kot alergen, in najdenega ni bilo nobenega porocila o
primeru preobcutljivosti pri ¢loveku.

**) Podatki o MP niso na voljo.

) Kemikalije je treba pripravljati dnevno, razen ¢e podatki o stabilnosti kazejo, da je shranjevanje sprejemljivo.

) Zaradi morebitnega vpliva razlicnih nosilcev na ucinkovitost LLNA je treba uporabljati priporocen nosilec za vsako referen¢no kemikalijo (24) (32).

%) Povprena vrednost v primerih, ko je bila na voljo ve¢ kot ena vrednost EC3. Pri negativnih snoveh (t. s stimulacijskim indeksom < 3) je navedena najvi§ja preskusena koncentracija.

) Stevilo studij LLNA, s katerimi so bili pridobljeni podatki.

) Na trziScu na voljo pod imenom Kathon CG (5t. CAS 55965-84-9), ki je zmes CMI in MI v razmerju 3:1. Relativne koncentracije vsake sestavine so od 1,1 % do 1,25 % (CMI) in od 0,3 % do 0,45 % (MI). Neaktivne sestavine so

magnezijeve soli (21,5 % do 24 %) in bakrov nitrat (0,15 % do 0,17 %), s preostalo sestavo 74 % do 77 % vode. Kathon CG je dostopen preko podjetij Sigma-Aldrich in Rohm and Haas (zdaj Dow Chemical Corporation).
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IlI. Opredeljeni standardi zanesljivosti in natanénosti

7. Natan¢nost podobne ali spremenjene metode LLNA mora pri ocenjevanju z uporabo 18 referen¢nih kemikalij, ki
jih je treba uporabiti, dosegati ali presegati natancnost standardov ucinkovitosti za LLNA. Rezultat nove ali
spremenjene metode mora biti pravilna razvrstitev na podlagi odlocitve ,da/ne’. Vendar pa nova ali spremenjena
metoda morda ne bo pravilno razvrstila vseh 18 referen¢nih kemikalij, ki jih je treba uporabiti. Ce je, na primer,
eden od sibkih povzrociteljev preobcutljivosti napacno razvricen, se lahko za dokaz enake ucinkovitosti upostevajo
utemeljitev za napacno razvrstitev in ustrezni podatki (npr. rezultati preskusa, ki zagotavljajo pravilno razvrstitev
drugih snovi s fizikalnimi in kemijskimi lastnostmi ter lastnostmi, ki povzrocajo preobcutljivost, podobnimi
lastnostim napacno razvricene referencne kemikalije). V takih okolis¢inah se status validacije novih in spremenjenih
preskusnih metod za LLNA oceni za vsak primer posebej.

Ponovljivost v laboratoriju

8. Za ugotavljanje ponovljivosti v laboratoriju se nova ali prilagojena metoda LLNA oceni z uporabo snovi, ki
povzroca preobcutljivost in je natanéno opredeljena v LLNA. Zato standardi ucinkovitosti za LLNA temeljijo na
spremenljivosti rezultatov ponovljenih preskusov s heksil cimetovim aldehidom (HCA). Za oceno zanesljivosti v
laboratoriju je treba vrednosti ocenjenega praga koncentracije (ECt) za HCA pridobiti ob stirih razli¢nih prilozno-
stih, med preskusi pa mora biti vsaj en teden razmaka. Sprejemljivo ponovljivost v laboratoriju kaze zmoznost
laboratorija, da pri vsakem preskusu s HCA pridobi vrednosti ECt med 5 % in 20 %, kar predstavlja razpon od 0,5
do 2,0-krat povprecne ocenjene koncentracije, potrebne za stimulacijski indeks 3 (EC3), dolocene za HCA (10 %)
pri LLNA (glej preglednico 1).

Ponovljivost v laboratorijih

9. Ponovljivost nove ali prilagojene metode LLNA v laboratorijih se oceni z uporabo dveh snovi, ki povzrocata
preobcutljivost in sta natancno opredeljeni v LLNA. Standardi ucinkovitosti za LLNA temeljijo na spremenljivosti
rezultatov preskusov s HCA in 2,4-dinitroklorobenzenom (DNCB) v razli¢nih laboratorijih. Vrednosti ECt je treba
pridobiti neodvisno in z eno samo Studijo, izvedeno v vsaj treh locenih laboratorijih. Za prikaz sprejemljive
ponovljivosti v laboratorijih mora vsak laboratorij pridobiti vrednosti ECt od 5 % do 20 % za HCA in od 0,025 %
do 0,1 % za DNCB, kar predstavlja razpon od 0,5 do 2,0-krat povprecne koncentracije EC3, dolocene za HCA
(10 %) oziroma DNCB (0,05 %), pri LLNA (glej preglednico 1).

Dodatek 2
Opredelitve pojmov

Natancnost: stopnja ujemanja rezultatov preskusne metode z uveljavljenimi referenc¢nimi vrednostmi. To je merilo
ucinkovitosti preskusne metode in eden od vidikov ustreznosti. Ta izraz in izraz ,skladnost’ se pogosto izmeni¢no
uporabljata za pomen deleza ustreznih rezultatov preskusne metode (14).

Primerjalna snov: snov, ki povzroca preobcutljivost ali je ne povzroca in se uporablja kot standard za primerjavo s
preskusno snovjo. Primerjalna snov mora imeti naslednje lastnosti: (i) trajen in zanesljiv vir; (ii) strukturno in funk-
cijsko podobnost z razredom preskuSanih snovi; (iii) znane fizikalno-kemijske lastnosti; (iv) podporne podatke o
znanih u¢inkih in (v) znano ucinkovitost v razponu Zelene reakcije.

Ocenjen prag koncentracije (ECt): ocenjena koncentracija preskusne snovi, potrebne za stimulacijski indeks, ki kaZe na
pozitiven rezultat.

Ocenjena koncentracija tri (EC3): ocenjena koncentracija preskusne snovi, potrebne za stimulacijski indeks tri.

Lazno negativna snov: preskusna snov, ki je s preskusno metodo nepravilno opredeljena kot negativna ali neaktivna,
Ceprav je dejansko pozitivna ali aktivna.

Lazno pozitivna snov: preskusna snov, ki je s preskusom nepravilno opredeljena kot pozitivna ali aktivna, ceprav je
dejansko negativna ali neaktivna.

Nevarnost: moznost $kodljivega ucinka na zdravje ali okolje. Do $kodljivega ucinka pride, ¢e je raven izpostavljenosti
dovolj visoka.

Ponovljivost v laboratorijih: merjenje obsega, v katerem lahko razli¢ni kvalificirani laboratoriji, ki uporabljajo isti protokol
in preskuSajo iste preskusne snovi, pridejo do kvalitativno in kvantitativno podobnih rezultatov. Ponovljivost v
laboratorijih se ugotovi med postopki pred validacijo in med validacijo ter kaze, v kaksnem obsegu se lahko preskus
uspesno uporablja v ve¢ laboratorijih; imenuje se tudi ponovljivost v razlicnih laboratorijih (14).

Ponovljivost v laboratoriju: dolocitev, obsega, v katerem lahko kvalificirane osebe v istem laboratoriju uspesno ponovijo
rezultate z uporabo dolocenega protokola v razlicnem casu. Imenuje se tudi ponovljivost znotraj laboratorija (14).
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Podobni preskus: pogovorni izraz za preskusno metodo, ki je strukturno in funkcijsko podobna potrjeni in uveljavljeni
referen¢ni preskusni metodi. Taksna preskusna metoda je primerna za naknadno validacijo. Uporablja se izmeni¢no s
podobno preskusno metodo (14).

Izlocitev: izlocitev je ugotovitev, ki se izrazito razlikuje od drugih vrednosti v nakljunem vzorcu populacije.

Standardi ucinkovitosti: standardi, ki temeljijo na validirani preskusni metodi, na podlagi katere se lahko ocenjuje
primerljivost predlagane preskusne metode, ki je v mehani¢nem in funkcijskem smislu podobna. Obsegajo: i) nujne
elemente preskusne metode, i) najkrajsi mozni seznam referencnih kemikalij, izbranih iz skupine kemikalij, ki se
uporabljajo za dokazovanje sprejemljive ucinkovitosti validirane preskusne metode, in iii) podobne stopnje natan¢nosti
in zanesljivosti, ki temeljijo na rezultatu uporabe validirane preskusne metode, kar mora pri ocenjevanju dokazati
predlagana preskusna metoda ob uporabi najkrajSega moznega seznama referencnih kemikalij (14).

Lastniska preskusna metoda: preskusna metoda, pri kateri sta proizvodnja in distribucija omejeni s patenti, avtorskimi
pravicami, blagovnimi znamkami itd.

Zagotavljanje kakovosti: postopek upravljanja, pri katerem posamezniki, neodvisni od oseb, ki so izvajale preskuse,
ocenijo izpolnjevanje laboratorijskih standardov za preskusanje, zahtev in postopkov vodenja evidenc ter natancnosti
prenosa podatkov.

Referencne kemikalije: kemikalije, izbrane za uporabo v postopku validacije, za katere so odzivi referencnega preskusnega
sistema ali Zelenih vrst in vitro ali in vivo Ze znani. Te kemikalije morajo biti reprezentativne za razrede kemikalij, za
katere naj bi se uporabila preskusna metoda, predstavljati pa morajo celoten razpon odzivov, ki se jih lahko pricakuje
od kemikalij, za katere bo morda uporabljena, od moc¢nega, do Sibkega, do negativnega. Za razli¢ne faze validacije in
razlicne preskusne metode ter preskusne uporabe so lahko potrebne razlicne skupine referen¢nih kemikalij (14).

Ustreznost: opis odnosa med preskusom in Zelenim ucinkom ter njegovim pomenom in uporabnostjo za dolocen
namen. Pomeni stopnjo, do katere preskus pravilno izmeri ali napove Zeleni bioloski ucinek. Ustreznost vkljucuje
upostevanje natancnosti (skladnosti) preskusne metode (14).

Zanesljivost: stopnja ponovljivosti preskusne metode v laboratorijih in med njimi v dolocenem Casovnem obdobju pri
uporabi istega protokola. Oceni se z izracunom ponovljivosti v enem ali ve¢ laboratorijih (14).

Preobcutljivost koze: imunolodki proces, ki se pojavi, ko je obcutljiv posameznik lokalno izpostavljen kemicnemu
alergenu, ki na kozi sprozi imunski odziv in lahko povzroci razvoj preobcutljivosti ob stiku.

Stimulacijski indeks (SI): vrednost, izracunana za oceno morebitne preobcutljivosti koZe, ki jo lahko povzroci preskusna
snov; je razmerje med mnozenjem v tretiranih skupinah in mnoZzenjem v primerjalni kontrolni skupini z nosilcem.

Preskusna snov (imenovana tudi preskusna kemikalija): katera koli snov ali zmes, preskusana z uporabo te preskusne
metode.

Validirana preskusna metoda: preskusna metoda, za katero sta bili na podlagi validacijskih $tudij doloceni ustreznost
(vklju¢no z natan¢nostjo) in zanesljivost za dolo¢en namen. Treba je opozoriti, da natancnost in zanesljivost validirane
preskusne metode nista nujno zadostni, da bi bili sprejemljivi za predlagani namen (14).

. Poglavje B.46 se nadomesti z naslednjim:

,B.46. PRESKUS DRAzEN]A KOZE IN VITRO: PRESKUSNA METODA REKONSTRUIRANE CLOVESKE
POKOZNICE

UvoD

1. Drazenje koZe pomeni nastanek popravljive poskodbe koze po nanosu preskusne snovi za najve¢ 4 ure [kot je
dolo¢eno v Globalnem usklajenem sistemu za razvr§canje in oznacevanje kemikalij (GHS) Zdruzenih narodov
(ZN) ter Uredbi (ES) 3t. 1272/2008 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 16. decembra 2008 o razvricanju,
oznacevanju in pakiranju snovi in zmesi (1) (3)]. Ta preskusna metoda zajema postopek in vitro, ki se lahko
uporablja za ugotavljanje nevarnosti drazilnih kemikalij (snovi in zmesi) v skladu s kategorijo 2 standardov po
GHS ZN in uredbo CLP EU (1) (2) (3). V EU in drugih regijah, ki niso sprejele neobvezne kategorije 3 po GHS ZN
(blage drazilne snovi), se lahko ta preskusna metoda uporabi tudi za opredelitev nerazvrscenih kemikalij, tj. ,Brez
kategorije’ po GHS ZN in CLP EU (1) (3). Ta preskusna metoda se lahko uporabi za dolocitev razdrazenosti koze
zaradi kemikalije kot samostojni nadomestni preskus za preskusanje draZenja koZze in vivo v okviru strategije
stopenjskega preskusanja (4 in poglavje B.4 te priloge).
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Ocenjevanje razdrazenosti koze se obi¢ajno izvaja na laboratorijskih Zivalih [Smernica za preskusanje OECD 404;
poglavie B.4 v tej prilogi] (4). V skladu s prizadevanji za dobro pocutje zivali je bila metoda B.4 leta 2004
pregledana in omogoca dolocitev jedkosti za kozo[drazenja koze z uporabo strategije stopenjskega preskusanja,
pri Cemer se uporabljata validirani metodi in vitro ali ex vivo, da se tako preprecijo bole¢ine in trpljenje Zivali. Tri
validirane preskusne metode in vitro so bile sprejete kot smernice za preskusanje OECD 430, 431 in 435 (5) (6)
(7) in dve od njih kot poglavji B.40 in B.40a te priloge, ki se uporabljajo za del strategije stopenjskega preskusanja
B.4 ali Smernice za preskusanje OECD 404 (4), ki se nanasa na jedkost.

Ta preskusna metoda obravnava konéni u¢inek drazenja koze na zdravje ljudi. Temelji na rekonstruirani cloveski
pokoznici, ki je v svoji zasnovi (uporaba netransformiranih ¢loveskih keratinocitov pokoznice kot vira celic,
vzorénega tkiva in citoarhitekture) zelo podobna bioloskim in fizioloskim znacilnostim zgornjih delov cloveske
koze, tj. pokoznice. Ta preskusna metoda vkljuCuje tudi skupino standardov ucinkovitosti (Dodatek 2) za ocenje-
vanje podobnih in spremenjenih preskusnih metod za rekonstruirano ¢lovesko pokoznico, ki jih je razvil evropski
ECVAM (8), v skladu z naceli smernice OECD §t. 34 (9).

Ta preskusna metoda se uposteva pri treh validiranih metodah. Predvalidacijske, optimizacijske in validacijske
Studije so dopolnjene s preskusno metodo in vitro (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20), pri kateri
se uporabljajo modeli rekonstruirane cloveske pokoznice, na trziscu pa je na voljo pod imenom EpiSkin™
(validirana referencna metoda — VRM). Dve drugi metodi in vitro za preskuSanje draZenja koZe na rekonstruirani
¢loveski pokoznici, ki sta na voljo na trzis¢u, sta v skladu z validacijo na podlagi standardov ucinkovitosti
pokazali _li)odobne rezultate kot validirana referenéna metoda (21). To sta metodi EpiDerm™ SIT (EPI-200) in

SkinEthic™ RHE (22).

Preden se lahko predlagana podobna ali spremenjena in vitro metoda rekonstruirane ¢loveske pokoznice, razen
validirane referen¢ne metode, metode EpiDermTM SIT (EPI-200) ali metode SkinEthic™ RHE, uporabi v zakono-
dajne namene, je treba ugotoviti njeno zanesljivost, ustreznost (natan¢nost) in omejitve glede njene namenjene
uporabe ter tako zagotoviti, da se jo lahko Steje za podobno validirani referencni metodi v skladu s standardi
ucinkovitosti iz te preskusne metode (Dodatek 2). Poleg tega se priporoca, da se pred razvojem in validiranjem
podobne ali spremenjene metode rekonstruirane ¢loveske pokoznice in vitro ter njeno predlozitvijo za sprejetje v
zakonodajo preuci obrazloZitveni referencni dokument OECD o preskusanju drazenja koze in vitro (23)

OPREDELITVE POJMOV

6.

Uporabljene opredelitve pojmov so navedene v Dodatku 1.

ZACETNI POMISLEKI IN OMEJITVE

7.

Omejitev preskusne metode, kot je pokazala validacijska $tudija (16), je, da ne omogoca uvrstitve kemikalij v
neobvezno kategorijo 3 po GHS ZN (blage drazilne snovi) (1). Kadar se uporablja kot delni nadomestni preskus,
se morda zahteva nadaljnje preskusanje in vivo za nadaljnjo karakterizacijo drazilnosti (4 in poglavje B.4 te priloge).
Uposteva se, da se pri uporabi ¢cloveske koze upostevajo nacionalna in mednarodna eticna nacela in okolisCine.

Ta preskusna metoda obravnava element draZenja koZze in vitro strategije stopenjskega preskusanja metode B.4
(Smernica za preskusanje OECD 404) o jedkosti/drazenju za kozo (4). Ta preskusna metoda sicer ne zagotavlja
ustreznih informacij o jedkosti za kozo, vendar je treba spomniti, da metoda B.40a (Smernica za preskusanje
OECD 431) o jedkosti za kozo temelji na istem sistemu rekonstruirane ¢loveske pokoznice, uporablja pa drug
protokol (poglavje B.40a). Ta metoda temelji na modelih rekonstruirane ¢loveske pokoznice, ki uporabljajo
¢loveske keratinocite in tako predstavljajo in vitro ciljni organ Zelene vrste. Poleg tega neposredno vkljucuje
prvo stopnjo kaskadne reakcije vnetjajmehanizma delovanja (poskodba celic in poskodba tkiva, posledica pa je
lokalizirana poskodba), do katere pride med drazenjem in vivo. V postopku validacije, na katerem temelji ta
preskusna metoda, so bile preskusene Stevilne kemikalije, empiricna zbirka podatkov validacijske Studije pa
skupno obsega 58 kemikalij (16)(18)(23). To velja za trdne snovi, tekoce snovi, poltrdne snovi in voske. Tekoce
snovi so lahko vodne raztopine ali ne, trdne snovi so lahko topne ali netopne v vodi. Ce je mogoce, je treba trdne
snovi pred uporabo zmleti v fin prah; druga predhodna obdelava vzorca ni potrebna. Plini in aerosoli $e niso bili
ocenjeni v validacijski $tudiji (24). Ceprav se lahko preskusijo z uporabo tehnologije rekonstruirane ¢loveske
pokoznice, veljavna preskusna metoda ne dovoljuje preskusanje plinov in aerosolov. Opozoriti je treba tudi, da
lahko mocno obarvane kemikalije vplivajo na merjenje sposobnosti preZivetja celic, zato je treba za popravke
uporabiti prilagojene kontrole (glej odstavke 24-26).

Kadar je razvrstitev nedvoumna, bi moralo za preskusno kemikalijo zado3¢ati eno samo preskusanje, sestavljeno iz
treh dvojnikov tkiv. V primeru mejnih rezultatov, kot so neskladne ponovne meritve infali povprecni odstotek
sposobnosti prezivetja, enak 50 £ 5 %, je treba preuciti moznost izvedbe drugega preskusanja in nato e tretjega,
e so rezultati prvih dveh preskusanj neskladni.

NACELO PRESKUSNE METODE

10. Preskusna kemikalija se povrSinsko nanese na tridimenzionalni model rekonstruirane ¢loveske pokoznice, ki

vkljucuje netransformirane keratinocite ¢loveske pokoZznice, gojene za vecplastni, zelo raznolik model cloveske
pokoznice. Sestavljajo ga organizirane bazalne, spinalne in zrnate plasti ter vecplastna roZena plast, ki vkljucuje
medceli¢ne lamelarne mascobne plasti, ki predstavljajo glavne razrede mascob in so podobni strukturi in vivo.
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11

12.

.S kemikalijami izzvano drazenje koze, ki se pokaze v obliki rdecine in otekline, je rezultat kaskadnih reakcij, ki se
zafnejo s prodiranjem v roZeno plast in poskodbo spodaj lezecih plasti keratinocitov. Odmirajoci keratinociti
sprostijo posrednike, ti pa sprozijo kaskadne reakcije vnetja, ki deluje na celice v usnjici, zlasti na celice strome in
endotelne celice. Zaradi razsiritve in povecane prepustnosti endotelnih celic nastaneta opazna rdecina in oteklina
(24). Metode na podlagi rekonstruirane ¢loveske pokoZnice merijo zacetne dogodke v kaskadni reakciji.

Sposobnost prezivetja celic v modelih rekonstruirane ¢loveske pokoznice se meri z encimsko pretvorbo vitalnega
barvila MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid, Thiazolyl blue; stevilka CAS 298-93-1] v soli
modrega formazana, katere koli¢ina se izmeri po ekstrakciji iz tkiv (25). Drazilne kemikalije se prepozna zaradi
zmoznosti zmanj$anja sposobnosti preZivetja celic pod opredeljene vrednosti praga (tj. < 50 %, za kategorijo 2 po
GHS ZN/CLP EU). Odvisno od zakonodajnega okvira, v katerem se uporabljajo rezultati te preskusne metode, se
lahko kemikalije, ki vplivajo na sposobnost prezivetja celic nad opredeljeno vrednostjo praga, stejejo za nedrazilne
snovi (tj. > 50 %, brez kategorije).

DOKAZOVANJE STROKOVNOSTI

13

14.

. Pred redno uporabo katere koli od treh validiranih metod, pri kateri se uposteva ta preskusna metoda, morajo
laboratoriji dokazati tehni¢no strokovnost z uporabo desetih referenc¢nih kemikalij, navedenih v preglednici 1. Za
podobne metode, ki so razvite v okviru te preskusne metode, ali za spremembe katere od treh validiranih metod
morajo biti pred zacetkom uporabe metode kot predpisanega preskusanja izpolnjene zahteve glede standardov
ucinkovitosti, opisanih v Dodatku 2 te preskusne metode.

V okviru dokazovanja strokovnosti se priporoca, da uporabnik po prejetju preveri pregrado tkiv, kakor to doloca
proizvajalec modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice. To je zlasti pomembno, ¢e tkiva potujejo na dolge
razdalje/dalj Casa. Potem ko je metoda uspesno vzpostavljena in je dokazana strokovnost glede njene uporabe,
redno preverjanje tkiv ni ve¢ potrebno. Vendar se priporoca, da se ob redni uporabi metode e naprej ocenjujejo
znacilnosti pregrade tkiv v rednih casovnih razmikih.

Preglednica 1

Referen¢ne kemikalije (')

Kemikalija $t. CAS Rez‘;lfa;vﬁ’)r(ef)kusa Agregatno stanje | Kategorija po GHS ZN/CLP EU
Naftalen ocetna kislina 86-87-3 0 trdno brez kategorije
Izopropanol 67-63-0 0,3 tekoce brez kategorije
Metil stearat 112-61-8 1 trdno brez kategorije
Heptil butirat 5870-93-9 1,7 tekoce brez kategorije
(neobvezna kat. 3) (%), ()
Heksil salicilat 6259-76-3 2 tekoce brez kategorije
(neobvezna kat. 3) (%), ()
Ciklamen aldehid 103-95-7 2,3 tekoce kat. 2
1-bromoheksan 111-25-1 2,7 tekoce kat. 2
Kalijev hidroksid (5-odstotni vodni) 1310-58-3 3 tekoce kat. 2
1-metil-3-fenil-1-piperazin 5271-27-2 3,3 trdno kat. 2
Heptanal 111-71-7 3,4 tekoce kat. 2

(1
(2
(3
(

4

Te referencne kemikalije so podmnozica referencnih kemikalj, uporabljenih v validacijski studiji.

Rezultat in vivo v skladu z metodo B.4 in Smernico za preskusanje OECD 404 (4).

V okviru te preskusne metode se neobvezna kategorija 3 po GHS ZN (blage drazilne snovi) (1) Steje kot ,Brez kategorije'.
Neobvezna kategorija 3 po UN GHS se v okviru CLP EU ne uporablja.
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POSTOPEK

15. V nadaljevanju so opisani elementi in postopki za ocenjevanje razdrazenosti koze z metodo rekonstruirane
Cloveske pokoznice. Model rekonstruirane ¢loveske pokoznice mora biti rekonstruiran in je lahko pripravljen v
podjetju ali kupljen na trzis¢u. Za EpiSkin™, EpiDerm™ SIT (EPI-200) in SkinEthic™ RHE so na voljo standardni
operativni postopki (SOP) (26)(27)(28). Preskusanje se mora izvajati v skladu z naslednjimi zahtevami:

Elementi preskusne metode rekonstruirane ¢loveske pokoZnice
Splosni pogoji

16. Za rekonstrukcijo epitelija se uporabijo netransformirani ¢loveski keratinociti. Pod funkcionalno rozeno plastjo je
vec slojev zivih epitelijskih celic (bazalna plast, trnasta plast, zrnata plast). RoZena plast mora biti razdeljena na ve¢
plasti in vsebovati lipidni profil za mocno funkcionalno pregrado za zaustavitev hitre penetracije oznacevalcev
citotoksicnosti, npr. natrijevega dodecil sulfata (SDS) ali Tritona X-100. Funkcija pregrade mora biti dokazana in
se lahko oceni z dolo¢itvijo koncentracije, pri kateri oznacevalec po dolocenem casu izpostavljenosti zmanjsa
sposobnost prezivetja tkiv za 50 % (ICsq), ali z dolocitvijo Casa izpostavljenosti, ki je potreben za zmanjsanje
sposobnosti prezivetja celic za 50 % (ET5o) po nanosu dolocene stalne koncentracije oznacevalca. Zadrzevalne
znadilnosti modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice morajo prepreciti prehod materiala okoli rozene plasti v
zivo tkivo, kar bi preprecilo ucinkovitost modelov za raziskovanje v zvezi z izpostavljenostjo koze. V modelu
rekonstruirane ¢loveske pokoznice ne sme biti bakterij, virusov, mikoplazme ali plesni.

Pogoji za funkcionalnost
Sposobnost preZivetja

17. Analiza, uporabljena za dolocanje stopnje sposobnosti prezivetja celic je analiza z MTT (25). Uporabniki modela
rekonstruirane ¢loveske pokoznice morajo zagotoviti, da vsaka serija modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice
izpolnjuje merila, dolocena za negativno kontrolo. Opti¢na gostota (OD) izvlecka ekstrakcijskega topila mora biti
dovolj majhna, tj. OD < 0,1. Razpon sprejemljivosti (zgornjo in spodnjo mejo) za negativne kontrolne vrednosti
opti¢ne gostote (v pogojih za preskusno metodo drazenja koze) doloci razvijalec/dobavitelj modela rekonstruirane
cloveske pokoznice, razponi sprejemljivosti za tri validirane metode pa so podani v preglednici 2. Zabeleziti je
treba, da je negativno kontrolno tkivo, kar zadeva celi¢ne kulture, med preskusanjem stabilno (meritve sposob-
nosti prezivetja celic so podobne).

Preglednica 2

Razpon sprejemljivosti za negativne kontrolne vrednosti opti¢ne gostote

Spodnja meja sprejemljivosti Zgornja meja sprejemljivosti
EpiSkin™ (SM) > 0,6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) =1,0 <25
SkinEthic™ RHE >1,2 <25

Pregradna funkcija

18. Rozena plast in njena mascobna sestava morata zadostovati za zaustavitev hitre penetracije citotoksi¢nih ozna-
¢evalcev, npr. SDS ali Triton X-100, kot se ocenjuje z ICsq ali ET5; (preglednica 3).

Morfologija

19. Opravljen mora biti histoloski pregled modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice za prikaz strukture, podobne
cloveski pokoznici (vkljutno z vecplastno rozeno plastjo).

Ponovljivost

20. Rezultati kemikalije pozitivne kontrole in negativnih kontrol preskusne metode morajo dokazati ponovljivost.
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Nadzor kakovosti

21. Razvijalec/dobavitelj modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice mora zagotoviti in dokazati, da vsaka serija
modela rekonstruirane ¢loveske pokoznice izpolnjuje opredeljena merila za sprostitev proizvodnje, med katerimi
so najpomembnejsa merila za sposobnost prezZivetja (odstavek 17), pregradno funkcijo (odstavek 18) in morfologijo
(odstavek 19). Te podatke je treba zagotoviti uporabnikom metode, da lahko te informacije vkljucijo v porocilo.
Razpon sprejemljivosti (zgornja in spodnja meja) za ICs ali ET5, mora dolociti dobavitelj modela rekonstruirane
¢loveske pokoznice (ali raziskovalec ob uporabi lastnega modela). Le rezultati, doseZeni z ustreznimi tkivi, se
Stejejo kot zanesljivi za napovedi v zvezi z razvrstitvijo draZenja koZe. Kot primer so v preglednici 3 navedeni
razponi sprejemljivosti za tri validirane metode.

Preglednica 3
Primeri meril za nadzor kakovosti serije
Spodnja meja sprejemljivosti Zgornja meja sprejemljivosti

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

(18-urno preskusanje s SDS) (26)

EpiDerm™ SIT (EPI-200) ETso = 48 h ETso = 8,7 h

(1-odstotni Triton X-100) (27)

SkinEthic™ RHE ETso = 40 h ETsp = 9,0 h

(1-odstotni Triton X-100) (28)

Nanos preskusnih in kontrolnih kemikalij

22.

23.

Za vsako preskusno kemikalijo in kontrole v vsaki ponovitvi je treba uporabiti vsaj tri dvojnike. Za tekoce in
trdne snovi je treba uporabiti zadostno koli¢ino preskusne kemikalije, da se enakomerno prekrije povrsina
pokoznice, pri éemer mora biti odmerek natanéno dolocen, tj. najmanj 25 pLfcm? ali 25 mg/em?® Za boljsi
stik med preskusno kemikalijo in povr$ino pokoznice je treba v primeru trdnih snovi povrsino pokoznice pred
nanosom navlaziti z deionizirano ali destilirano vodo. Ce je mogoce, je treba trdne snovi preskusati v obliki finega
prahu. Ob koncu ¢asa izpostavljenosti je treba preskusno kemikalijo skrbno sprati s povrsine pokoznice z vodnim
pufrom ali 0,9-odstotnim NaCl. Glede na uporabljeni model rekonstruirane cloveske pokoznice lahko ¢as izposta-
vljenosti traja od 15 do 60 minut, inkubacijska temperatura pa je od 20 do 37 °C. Ta obdobja izpostavljenosti in
temperature se optimizirajo za vsako metodo rekonstruirane ¢loveske pokoznice in predstavljajo razlicne vsebo-
vane lastnosti metod; za podrobnosti glej Standardne operativne postopke za te metode (26) (27) (28).

Negativno kontrolo (NC) in pozitivno kontrolo (PC) je treba uporabiti isto¢asno za vsako ponovitev, da se dokaze,
da so sposobnost prezivetja celic (z negativno kontrolo), pregradna funkcija in posledi¢na obcutljivost tkiva (s
pozitivno kontrolo) v okviru v preteklosti opredeljenega razpona sprejemljivosti. Predlagana snov za pozitivno
kontrolo je 5-odstotni vodni SDS. Predlagani kemikaliji za negativno kontrolo sta voda ali fosfatni pufer s soljo
(PBS).

Meritve sposobnosti preZivetja celic

24. Pri postopku preskusanja je zelo pomembno, da se meritve sposobnosti prezivetja celic ne opravljajo takoj po

25.

26.

izpostavljenosti preskusnim kemikalijam, ampak v svezih gojis¢ih po dovolj dolgi inkubacijski dobi po presku-
anju izpranih tkiv. Ta Cas omogoca izboljSanje stanja, kar zadeva Sibke citotoksi¢ne vplive, in pojav jasnih
citotoksi¢nih vplivov. V fazi optimizacije preskusa (11) (12) (13) (14) (15) se je za optimalno izkazala 42-urna
inkubacijska doba po preskusanju.

Analiza MTT je validirana kvantitativna metoda, ki jo je treba v okviru te preskusne metode uporabljati za
merjenje sposobnosti prezivetja celic. Ustreza uporabi tridimenzionalne konstrukcije tkiva. Vzorec tkiva se za 3
ure potopi v ustrezno koncentracijo raztopine MTT (npr. 0,3 -1 mg/ml). S topilom (npr. izopropanolom, kislim
izopropanolom) se izvle¢e oborina modrega formazana, potem pa se koncentracija formazana izmeri tako, da se
dolo¢i OD pri valovni dolzini 570 nm #* 30 nm.

Opti¢ne znacilnosti preskusne kemikalije ali njenega kemijskega delovanja na MTT lahko zato ovirajo analizo,
zaradi Cesar je lahko ocena sposobnosti preZivetja celic lazna (ker lahko preskusna kemikalija prepreci obarvanje
ali povzrodi, da se razlikuje od obicajnega). To se lahko zgodi, e se dolocena preskusna kemikalija s splakovanjem
ne odstrani s koze v celoti ali ¢e prodre v pokoznico. Ce preskusna kemikalija deluje neposredno na MTT (snov, ki
neposredno zmanjsa MTT), je obicajne barve ali se obarva med testiranjem tkiva, je treba izvesti dodatne kontrole,
da se ugotovi in odpravi interference preskusne kemikalije s tehniko za merjenje sposobnosti prezZivetja. Za
podrobnejsi opis nacina glede popravka neposrednega zmanjSanja MTT in vpliva obarvanih snovi glej Standardne
operativne postopke za te tri validirane referencne metode (26) (27) (28).
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Merila za sprejemljivost

27. Za vsako metodo, pri kateri se uporabljajo veljavne serije rekonstruirane cloveske pokoznice (glej odstavek 21),
morajo negativna kontrolna tkiva izrazati opti¢no gostoto, iz katere je razvidna kakovost tkiv, pri katerih so se
upostevale zahtevane stopnje in vsi postopki protokola. Vrednosti kontrol opticne gostote ne smejo biti nizje od v
preteklosti postavljenih mej. Podobno morajo tkiva s pozitivno kontrolo, tj. 5-odstotnim vodnim SDS, kazati
sposobnost tkiv, da se odzovejo na drazilne snovi v pogojih preskusne metode (26) (27) (28). S tem povezane in
ustrezne meritve spremenljivosti med dvojniki tkiv je treba opredeliti (npr. v primeru uporabe standardnih
odmikov mora biti njihova vrednost v okviru enostranskega 95-odstotnega intervala tolerance, izracunanega na
podlagi preteklih podatkov; pri validirani referenéni metodi je standardni odmik < 18 %).

Razlaga rezultatov in napovedni model

28. Vrednosti opticne gostote, pridobljene z vsako preskusno kemikalijo, se lahko uporabijo za izracun deleza za
prezivetje sposobnih celic negativne kontrole, ki mora biti 100 %. Mejna vrednost deleza za prezivetje sposobnih
celic, ki drazilne preskusne kemikalije lo¢i od nerazvricenih, in statisticni postopki, ki se uporabljajo za ocenje-
vanje rezultatov ter dolocanje drazilnih kemikalij, morajo biti natancno opredeljeni in zabeleZeni ter dokazani kot
ustrezni. Mejne vrednosti za napoved drazenja so podane v nadaljevanju:

— Preskusna kemikalija se v skladu s kategorijo 2 po GHS ZN/CLP EU steje kot drazilna za koZo, Ce je
sposobnost preZivetja tkiva po izpostavljenosti in inkubaciji po preskusanju manjsa od ali enaka (<) 50 %.

— Odvisno od zakonodajnega okvira, v katerem se uporabljajo rezultati te preskusne metode, se preskusna
kemikalija v skladu z oznako ,brez kategorije’ po GHS ZN|/CLP EU Steje kot snov, ki ne drazi koze, ¢e je
sposobnost preZivetja tkiva po izpostavljenosti in inkubaciji vecja (>) od 50 %.

PODATKI IN POROCAN]E
Podatki

29. Za vsako preskusanje je treba podatke o posameznih dvojnikih tkiv (npr. vrednosti opti¢ne gostote in podatke o
izracunanem delezu za prezivetje sposobnih celic za vsako preskusno kemikalijo, vklju¢no z razvricanjem)
sporociti v obliki preglednice, po potrebi vklju¢no s podatki o ponovljenih preskusih. To pomeni, da je treba
sporociti standardni odmik * za vsako preskuSanje. Za vsako preskusano kemikalijo je treba sporociti opazeno
medsebojno vplivanje z reagentom MTT in obarvanimi preskusnimi kemikalijami.

Porocilo o preskusu

30. Porocilo o preskusu vsebuje naslednje informacije:

Preskusane in kontrolne kemikalije:
— kemijska imena, kot so ime in 3tevilka CAS, ime in Stevilka EC, ¢e je znana,

— distost in sestava kemikalije (v odstotkih mase),

— fizikalno-kemijske znacilnosti, ki so pomembne za izvedbo Studije (npr. agregatno stanje, obstojnost, hlapnost,
pH, topnost v vodi, ¢e so znane),

— obdelava preskusanih/kontrolnih snovi pred preskusanjem, ¢e je smiselno (npr. segrevanje, mletje),

— pogoji skladiscenja;

Utemeljitev uporabljenega modela rekonstruirane cloveske pokoznice in protokola
Preskusni pogoji:
— uporabljeni sistem celic,

— popolne informacije za podporo specificnemu uporabljenemu modelu rekonstruirane ¢loveske pokoznice,
vkljuno z njegovo ucinkovitostjo. To lahko vklju¢uje, vendar ni omejeno na:

(i) sposobnost prezivetja;
(ii) pregradno funkcijo;
(iii) morfologijo;
(iv) ponovljivost in napovedljivost;
(v) nadzor kakovosti modela,
— podrobni podatki o preskusnem postopku,
— uporabljeni preskusni odmerki, ¢as izpostavljenosti in inkubacijska doba po preskusanju,

— opis vseh sprememb postopka preskusanja,
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— sklicevanje na podatke o modelu, pridobljene v preteklosti. To lahko vkljucuje, vendar ni omejeno na:
(i) sprejemljivost podatkov o nadzoru kakovosti s sklicevanjem na podatke o seriji, pridobljene v preteklosti;

(i) sprejemljivost vrednosti pozitivne in negativne kontrole s sklicevanjem na sredstva in razpone pozitivne in
negativne kontrole,

— opis uporabljenih meril za ocenjevanje, vkljuéno z zagovorom izbire mejnih vrednosti za napovedni model,

— sklicevanje na podatke, pridobljene v preteklosti;

Rezultati:
— evidentiranje podatkov posameznih preskusnih kemikalij za vsak preskus in vsako ponovljeno meritev,
— navedba kontrol, uporabljenih za snovi, ki neposredno zmanjsajo MTT, in/ali obarvane preskusne kemikalije,

— opis drugih opazenih u¢inkov;
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Dodatek 1
Opredelitve pojmov

Natancnost: stopnja ujemanja rezultatov preskusne metode z uveljavljenimi referenc¢nimi vrednostmi. To je merilo
ucinkovitosti preskusne metode in eden od vidikov ustreznosti. Ta izraz in izraz skladnost’ se pogosto izmeni¢no
uporabljata za poimenovanje deleza ustreznih rezultatov preskusne metode (9).

Sposobnost preZivetja celic: parameter za merjenje celotne dejavnosti celicne populacije, npr. zmoZznosti celicnih mito-
hondrijskih dehidrogenaz za redukcijo vitalnega barvila MTT ([3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijev bromid],
Thiazolyl blue), ki se glede na izmerjeni kon¢ni ucinek in uporabljeni nacrt preskusa ujema s skupnim $tevilom infali
sposobnostjo prezivetja Zivih celic.

Skladnost: je merjenje ucinkovitosti preskusne metode pri preskusnih metodah, s katerimi se doseZejo kategori¢ni
rezultati, in eden od vidikov ustreznosti. Izraz se izmeni¢no uporablja z natancnostjo in je opredeljen kot delez
vseh preskusanih kemikalij, ki so pravilno razvricene kot pozitivne ali negativne. (9).

ETs: lahko se oceni z dolocanjem Casa izpostavljenosti, ki je potreben za zmanjSanje sposobnosti prezivetja celic za
50 % po nanosu dolocene stalne koncentracije oznacevalca, glej tudi ICs.

EU CLP (Uredba (ES) $t. 1272/2008 Evropskega parlamenta in Sveta z dne 16. decembra 2008 o razvricanju, oznacevanju in
pakiranju snovi ter zmesi): v Evropski uniji izvaja globalno usklajen sistem za razvricanje in oznacevanje kemikalij (snovi
in zmesi) Zdruzenih narodov (3).

GHS (globalno usklajen sistem za razvrscanje in oznacevanje kemikalij) ZdruZenih narodov (ZN)): sistem za razvr$Canje
kemikalij (snovi in zmesi) s pomo¢jo standardiziranih vrst in stopenj fizikalnih, zdravstvenih in okoljskih nevarnosti
ter za oznacevanje z npr. piktogrami, opozorilnimi besedami, izjavami o nevarnosti, varnostnimi izjavami in varnos-
tnimi listi z namenom razsirjanja informacij o Skodljivih u¢inkih kemikalij ter s tem zascite ljudi (vklju¢no z delo-
dajalci, delavci, prevozniki, potro$niki in reSevalci) in okolja (1).

ICsq: lahko se oceni z dolocanjem koncentracije, pri kateri oznacevalec po dolocenem ¢asu izpostavljenosti zmanjsa
sposobnosti prezivetja tkiva za 50 % (ICs(), glej tudi ETs,.

Prevelik odmerek: koli¢ina na pokoZnico nanesene preskusne kemikalije, ki je ve¢ja od kolicine, potrebne za celotno in
enakomerno prekrivanje povrsine pokozZnice.

Podobni preskus: pogovorni izraz za preskusno metodo, ki je strukturno in funkcijsko podobna potrjeni in uveljavljeni
referencni preskusni metodi. Tak$na preskusna metoda je primerna za naknadno validacijo. Uporablja se izmeni¢no s
podobno preskusno metodo (9).

Standardi ucinkovitosti: standardi, ki temeljijo na validirani referencni metodi, na podlagi katere se lahko ocenjuje
primerljivost predlagane preskusne metode, ki je v funkcijskem in mehani¢nem smislu podobna referencni. Obsegajo:
i) nujne elemente preskusne metode, ii) najkrajsi mozni seznam referen¢nih kemikalij, izbranih iz skupine kemikalij, ki
se uporabljajo za dokazovanje sprejemljive ucinkovitosti validirane preskusne metode, ter iii) podobne stopnje natan-
¢nosti in zanesljivosti, ki temeljijo na rezultatih validirane preskusne metode, kar mora dokazati predlagana preskusna
metoda pri ocenjevanju ob uporabi najkrajSega moznega seznama referen¢nih kemikalij (9).

Referencne kemikalije: kemikalije, izbrane za uporabo v postopku validacije, za katere so odzivi referencnega preskusnega
sistema ali Zelenih vrst in vitro ali in vivo Ze znani. Te kemikalije morajo biti reprezentativne za razrede kemikalij, za
katere naj bi se uporabila preskusna metoda, predstavljati pa morajo celoten razpon odzivov, ki se jih lahko pricakuje
od kemikalij, za katere bo morda uporabljena, od moc¢nega, do Sibkega, do negativnega. Za razli¢ne faze validacije in
razlicne preskusne metode ter preskusne uporabe so lahko potrebne razlicne skupine referen¢nih kemikalij (9).
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Ustreznost: opis odnosa med preskusom in Zelenim uc¢inkom ter njegovim pomenom in uporabnostjo za dolocen
namen. Pomeni stopnjo, do katere preskus pravilno izmeri ali napove Zeleni bioloski ucinek. Ustreznost vkljucuje
upostevanje natancnosti (skladnosti) preskusne metode (9).

Zanesljivost: stopnja reproduktivnosti preskusne metode v laboratorijih in med njimi v dolocenem ¢asovnem obdobju
pri uporabi istega protokola. Oceni se z izracunom ponovljivosti v enem ali ve¢ laboratorijih (9).

Nadomestni preskus: preskus, ki bo nadomestil preskus v redni uporabi in ki je uveljavljen za ugotavljanje nevarnosti
infali oceno tveganja ter za katerega je bilo ugotovljeno, da v primerjavi z uveljavljenim preskusom v vseh mogocih
okoli¢inah preskusanja in za vse mogoce preskusne kemikalije zagotavlja enakovredno ali izboljsano varstvo zdravja
ljudi ali Zivali ali okolja, kot se uporablja (9).

Obcutljivost: delez vseh pozitivnihfaktivnih preskusnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno razvrstijo. To je merilo
natancnosti za preskusno metodo, s katero se dosezejo kategori¢ni rezultati, in je pomemben dejavnik pri ocenjevanju
ustreznosti preskusne metode (9).

Drazenje koZe: drazenje koZe je nastanek popravljive poskodbe koze po nanosu preskusne snovi za najve¢ 4 ure.
Razdrazenost koze je reakcija, ki je prisotna na posameznih mestih, ni imunogena in se pojavi kmalu po izpostavitvi
koze drazenju (29). Njena glavna lastnost je popravljiva narava, ki vkljucuje vnetne reakcije in vecino znacilnih
kliniénih znakov razdrazenosti (rdecino, oteklino, srbenje in bole¢ino), povezanih z vnetnim procesom.

Specificnost: delez vseh negativnih/neaktivnih preskusnih kemikalij, ki se s preskusom pravilno razvrstijo. To je merilo
natancnosti za preskusno metodo, s katero se dosezejo kategori¢ni rezultati, in je pomemben dejavnik pri ocenjevanju
ustreznosti preskusne metode. (9).

Strategija stopenjskega preskusanja: preskusanje, pri katerem se preskusne metode uporabljajo v zaporedju; o preskusnih
metodah, izbranih v vsaki naslednji stopnji, se odloca na podlagi rezultatov na prej3nji stopnji preskusanja (9).

Preskusna kemikalija (imenovana tudi preskusna snov): katera koli snov ali zmes, preskusana z uporabo te preskusne
metode.

Dodatek 2

Standardi ucinkovitosti za oceno predlaganih podobnih ali spremenjenih metod rekonstruirane &loveske
pokoznice in vitro za draZenje koze

UvoD

1. Namen standardov ucinkovitosti je posredovati podlago, na kateri se lahko za nove metode, lastniske (tj. avtorske,
zasCitene z blagovno znamko, registrirane) in nelastniSke, ugotovi, da so ustrezno natan¢ne in zanesljive za
dolo¢ene namene preskusanja. Ti standardi ucinkovitosti, ki temeljijo na validiranih in uveljavljenih preskusnih
metodah, se lahko uporabijo za oceno zanesljivosti in natanc¢nosti drugih podobnih metod (ki se pogovorno
imenujejo ,podobni preskusi), ki temeljijo na podobnih znanstvenih nacelih in merijo ali napovedujejo isti bioloski
ali toksi¢ni ucinek (9).

2. Spremenjene metode (tj. predlagane morebitne izboljSave odobrene preskusne metode) je treba pred sprejetjem
oceniti, da se ugotovita ucinek predlaganih sprememb na ucinkovitost preskusa in obseg, v katerem taksne
spremembe vplivajo na informacije, ki so na voljo za druge elemente postopka validacije. Odvisno od Stevila
in narave predlaganih sprememb, dobljenih podatkov in podporne dokumentacije za te spremembe se zanje
izvede enak postopek validacije, kot je predpisan za nov preskus ali, po potrebi, omejena ocena zanesljivosti
in ustreznosti z uveljavljenimi standardi u¢inkovitosti (9).

3. Podobne ali spremenjene metode katere koli od treh validiranih metod [EpiSkin™ (validirana referen¢na metoda —
VRM), EpiDerm™ SIT (EPI-200) in SkinEthic™ RHE], ki so predlagane za uporabo v okviru te preskusne metode,
je treba oceniti ter doloiti njihovo zanesljivost in natan¢nost z uporabo kemikalij, ki predstavljajo celoten razpon
rezultatov preskusa Draize za draZenje koZze. Pri ocenjevanju z uporabo 20 priporocenih referencnih kemikalij
standardov ucinkovitosti (preglednica 1) morajo biti predlagane podobne ali spremenjene metode tako zanesljive
in natan¢ne kot validirana referen¢na metoda (preglednica 2) (2) (16). Vrednosti natan¢nosti in zanesljivosti, ki
morajo biti doseZene, so navedene v odstavkih 8 do 12 tega dodatka. Vkljucene so nerazvriCene (brez kategorije
po GHS ZN/CLP EU) in razvricene (kategorija 2 po GHS ZN/CLP EU) (1) kemikalije, ki predstavljajo razli¢ne
kemijske razrede, da se lahko zanesljivost in natan¢nost (obcutljivost, specifi¢nost in splosna natanc¢nost) pred-
lagane metode primerjata z zanesljivostjo in natan¢nostjo validirane referenc¢ne metode. Pred uporabo metode za
preskusanje novih preskusnih kemikalij je treba dolociti zanesljivost metode, njeno zmoznost, da pravilno opredeli
drazilne kemikalije kategorije 2 po GHS ZN/CLP EU, in, odvisno od zakonodajnega okvira, za katerega se
pridobivajo podatki, tudi njeno zmoznost, da pravilno opredeli kemikalije brez kategorije po GHS ZN/CLP EU.
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Ti standardi u¢inkovitosti temeljijo na standardih ucinkovitosti evropskega ECVAM (8) in so posodobljeni v skladu
s sistemi po GHS ZNJ/CLP EU za razvricanje in oznacevanje (1) (3). Prvotni standardi ucinkovitosti so bili
opredeljeni po koncani validacijski Studiji (21) in so temeljili na sistemu razvricanja EU, kot ga doloca Direktiva
Komisije 2001/59/ES z dne 6. avgusta 2001 o 28. prilagoditvi tehni¢nemu napredku Direktive Sveta 67/548/EGS
o priblizevanju zakonov in drugih predpisov v zvezi z razvriCanjem, pakiranjem in oznaCevanjem nevarnih
snovi (). Zaradi sprejetja sistema po GHS ZN za razvricanje in oznacevanje v EU (CLP EU) (3), do katerega je
prislo med zakljuckom validacijske Studije in dokoncanjem te preskusne metode, so bili standardi ucinkovitosti
posodobljeni (8). Posodobitev se nanasa v glavnem na spremembe (i) sklopa referen¢nih kemikalij standardov
ucinkovitosti ter (i) opredeljenih vrednosti zanesljivosti in natan¢nosti (2) (23).

STANDARDI UCINKOVITOSTI ZA PRESKUSNE METODE REKONSTRUIRANE CLOVESKE POKOZNICE IN VITRO
ZA DRAZENJE KOZE

5.

Standardi ucinkovitosti zajemajo naslednje tri elemente (9):
I. Nujne elemente preskusne metode
II. Najkrajsi mozni seznam referencnih kemikalij

III. Opredeljene vrednosti natancnosti in zanesljivosti

I. Nujni elementi preskusne metode

6.

IL
7.

Vkljucujejo bistvene strukturne, funkcionalne in postopkovne elemente validirane metode, ki morajo biti vkljuceni
v protokol predlagane, v funkcijskem in mehani¢nem smislu podobne ali spremenjene metode. Ti elementi
vkljuCujejo edinstvene znacilnosti metode, pomembne podrobnosti o postopku in ukrepe za nadzor kakovosti.
Izpolnjevanje teh bistvenih elementov preskusne metode pomaga pri zagotavljanju, da podobna ali spremenjena
metoda temelji na enakih konceptih kot ustrezna validirana referenéna metoda (9). Bistveni elementi preskusne
metode so podrobneje opisani v odstavkih 16 do 21 preskusne metode, pri preskusanju pa je treba upostevati
naslednje:

— splosne pogoje (odstavek 16) in

— funkcionalne pogoje, ki obsegajo:
— sposobnost prezivetja (odstavek 17),
— pregradno funkcijo (odstavek 18),
— morfologijo (odstavek 19),
— ponovljivost (odstavek 20), in

— nadzor kakovosti (odstavek 21).

Najkraj$i moZni seznam referen¢nih kemikalij

Referencne kemikalije se uporabljajo za ugotavljanje, ali sta zanesljivost in natan¢nost predlagane podobne ali
spremenjene metode, ki se je izkazala za strukturno in funkcionalno dovolj podobno validirani referen¢ni metodi
ali ki predstavlja manjso spremembo ene od validiranih referen¢nih metod, primerljivi z u¢inkovitostjo validirane
referen¢ne metode 1 ali boljsi kot VRM (2) (8) (16) (23). Med 20 priporoCenimi referenénimi kemikalijami,
navedenimi v preglednici 1, so kemikalije, ki predstavljajo razli¢cne kemijske razrede (tj. kategorije kemikalij na
podlagi funkcionalnih skupin) in so reprezentativne za celoten razpon rezultatov preskusa Draize za drazenje koze
(od nerazdrazene do zelo razdrazene koZze). Kemikalije, vkljucene v seznam, obsegajo 10 kemikalij kategorije 2 po
GHS ZN/CLP EU in 10 nerazvricenih kemikalij, od katerih so 3 kemikalije iz neobvezne kategorije 3 po GHS ZN.
V okviru te preskusne metode se neobvezna kategorija 3 3teje kot Brez kategorije’. Kemikalije iz preglednice 1 so
glede na kemijsko delovanje in agregatno stanje izbrane iz kemikalij, uporabljenih v fazi optimizacije, ki je sledila
predvalidaciji, in v validacijski $tudiji validirane referencne metode (14) (18). Te referencne kemikalije predstavljajo
najmanj$e mozno Stevilo snovi, ki jih je treba uporabiti pri ocenjevanju natancnosti in zanesljivosti predlagane
podobne ali spremenjene metode, vendar se ne smejo uporabljati za razvoj novih metod. Ce navedena snov ni na
voljo, se lahko uporabijo druge snovi, za katere so na voljo ustrezni referencni podatki in vivo, zlasti iz kemikalij,
uporabljenih v fazi optimizacije, ki je sledila predvalidaciji, in v validacijski studiji validirane referen¢ne metode. Po
zelji se lahko na najkrajsi mozni seznam referen¢nih kemikalij dodajo druge kemikalije, ki predstavljajo druge
kemijske razrede in za katere so na voljo ustrezni referencni podatki in vivo, da se dodatno oceni natan¢nost
predlagane metode.

() UL L 225, 21.8.2001, str. 1.
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Najkrajsi mozni seznam referen¢nih kemikalij za dolocitev vrednosti natan¢nosti in zanesljivosti za metode

Preglednica 1

rekonstruirane cloveske pokoznice za razdrazenost koze (')

Rezultat L L
Kemikalija Stevilka CAS Agreggtno preskusa VRM in vitro | GHS ZN/CLP EU in vivo
stanje in vivo kat. kat.

1-bromo-4-kloropropan 6940-78-9 tekoce 0 kat. 2 brez kategorije

Dietil ftalat 84-66-2 tekoce 0 brez kate- brez kategorije
gorije

Naftalen ocetna kislina 86-87-3 trdno 0 brez kate- brez kategorije
gorije

Alil fenoksiacetat 7493-74-5 tekoce 0,3 brez kate- brez kategorije
gorije

Izopropanol 67-63-0 tekoce 0,3 brez kate- brez kategorije
gorije

4-metiltio-benzaldehid 3446-89-7 tekoce 1 kat. 2 brez kategorije

Metil stearat 112-61-8 trdno 1 brez kate- brez kategorije
gorije

Heptil butirat 5870-93-9 tekoce 1,7 brez kate- brez kategorije
gorije

Heksil salicilat 6259-76-3 tekoce 2 brez kate- brez kategorije
gorije

Cinnamaldehid 104-55-2 tekoce 2 kat. 2 brez kategorije

(neobvezna kat.3) (%)

1-dekanol (2) 112-30-1 tekoce 2,3 kat. 2 kat. 2

Ciklamen aldehid 103-95-7 tekoce 2,3 kat. 2 kat. 2

1-bromoheksan 111-25-1 tekoce 2,7 kat. 2 kat. 2

2-klorometil-3,5-dimetil-4- 86604-75-3 trdno 2,7 kat. 2 kat. 2

metoksipiridinhidroklorid

Di-n-propildisulfid () 629-19-6 tekoce 3 brez kate- kat. 2
gorije

Kalijev hidroksid (5-odstotni vodni) 1310-58-3 tekoce 3 kat. 2 kat. 2

Benzenetiol, 5—(1,1-dimetiletil)-2-metil 7340-90-1 tekoce 3,3 kat. 2 kat. 2

1-metil-3-fenil-1-piperazin 5271-27-2 trdno 3,3 kat. 2 kat. 2

Heptanal 111-71-7 tekoce 3,4 kat. 2 kat. 2

Tetrakloroetilen 127-18-4 tekoce 4 kat. 2 kat. 2

(") Izbor kemikalij temelji na naslednjih merilih: (i) kemikalije so na voljo na trzi¢u, (i), predstavljajo celoten niz rezultatov preskusa
Draize za draZenje koze (od nerazdrazene do zelo razdrazene koze), (iii) njihova kemi¢na struktura je natancno opredeljena, (iv)
predstavljajo kemijsko delovanje, ki je uporabljeno v validacijskem postopku, in (v), niso povezane z zelo strupenim profilom (npr.

rakotvornim ali strupenim za reprodukcijski sistem) ali stroski zaradi prepovedane izpostavljenosti tem kemikalijam.
(%) Kemikalije, ki so drazilne za kunce, vendar obstajajo zanesljivi dokazi, da niso drazilne za ljudi (31) (32) (33).

(®) Po GHS ZN, ne po CLP EU.




20.7.2012

Uradni list Evropske unije

L 193/29

IIl. Opredeljene vrednosti natan¢nosti in zanesljivosti

8. Za namene dolocanja zanesljivosti in ustreznosti predlaganih podobnih ali spremenjenih metod, ki se bodo
uporabljale v ve¢ laboratorijih, je treba vseh 20 referen¢nih kemikalij iz preglednice 1 preskusiti v vsaj treh
laboratorijih. Ce se bo predlagana metoda uporabljala v samo enem laboratoriju, preskusanje v ve¢ laboratorij
za validacijo ne bo potrebno. Vendar pa je bistveno, da taksne validacijske $tudije v skladu z mednarodnimi
smernicami neodvisno ocenijo mednarodno priznani organi za validacijo (9). V vsakem laboratoriju mora biti
preskusanih vseh 20 kemikalij v treh neodvisnih ponovitvah, izvedenih z razli¢nimi serijami tkiv in v intervalih,
med katerimi je preteklo dovolj ¢asa. Vsako ponovitev morajo sestavljati vsaj trije socasno preskusani dvojniki tkiv
za vsako vkljuéeno preskusno kemikalijo, negativno kontrolo in pozitivno kontrolo.

9. Vrednosti zanesljivosti in natan¢nosti predlagane metode je treba izraCunati ob upostevanju vseh Stirih meril,
navedenih v nadaljevanju, s ¢imer se zagotovi, da so vrednosti zanesljivosti in ustreznosti izraCunane na vnaprej
dolocen in dosleden nacin:

1. za izrac¢un spremenljivosti in napovedljivosti (natan¢nosti) metode v laboratoriju in med laboratoriji se uposte-
vajo samo podatki ponovitev v celoti izvedenih zaporedij ponovitev;

2. vsak sodelujo¢ laboratorij mora pri dokonénem razvricanju vsake referencne kemikalije upostevati povpre¢no
vrednost sposobnosti prezivetja iz razli¢nih izvedenih ponovitev preskusa v celoti izvedenega zaporedja pono-
vitev;

3. pri izracunu spremenljivosti metode med laboratoriji se upostevajo samo podatki, pridobljeni za kemikalije, za
katere so bila zaporedja ponovitev v celoti izvedena v vseh sodelujocih laboratorijih;

4. izratun vrednosti natan¢nosti se izvede na podlagi napovedi posameznega laboratorija, ki so jih razli¢ni
sodelujoci laboratoriji pridobili za 20 referencnih kemikalij.

V skladu s tem zaporedje ponovitev sestavljajo tri neodvisne ponovitve, ki jih izvede en laboratorij za eno
preskusno kemikalijo. V celoti izvedeno zaporedje ponovitev je zaporedje ponovitev, ki jih izvede en labora-
torij za eno preskusno kemikalijo, pri ¢emer so veljavne vse tri ponovitve. To pomeni, da ena sama neveljavna
ponovitev razveljavi celotno zaporedje ponovitev, sestavljeno iz treh ponovitev.

Ponovljivost v laboratoriju

10. Ocena ponovljivosti v laboratoriju mora kazati skladnost razvrstitev (v kategorijo 2/brez kategorije po GHS
ZN/CLP EU), ki se doseze z razlicnimi neodvisnimi ponovitvami preskusa z 20 referen¢nimi kemikalijami v
enem laboratoriju in je enaka ali vegja (=) od 90 %.

Ponovljivost v razlicnih laboratorijih

11. Ocena ponovljivosti v razli¢nih laboratorijih ni potrebna, ¢e se bo predlagana preskusna metoda uporabljala le v
enem laboratoriju. Za metode, ki se bodo uporabljale v ve¢ laboratorijih, mora biti skladnost razvrstitev (v
kategorijo 2/brez kategorije po GHS ZN/CLP EU), ki se doseZejo z razlicnimi neodvisnimi ponovitvami preskusa
z 20 referencnimi kemikalijami, najbolje v najmanj treh laboratorijih, enaka ali vecja (2) od 80 %.

Napovedljivost (natancnost)

12. Natan¢nost (obcutljivost, specificnost in splo$na natan¢nost) predlagane podobne ali spremenjene metode mora
biti primerljiva z natan¢nostjo validirane referencne metode, ob upostevanju dodatnih informacij, povezanih z
ustreznostjo pri Zelenih vrstah (preglednica 2). Obcutljivost mora biti enaka ali veGja (=) od 80 % (2) (8) (23).
Nadaljnja posebna omejitev se nanasa na obcutljivost predlagane metode in vitro, saj lahko samo dve kemikaliji
kategorije 2 in vivo, 1-dekanol in di-n-propildisulfid, ve¢ kot en sodelujoci laboratorij napacno razvrsti kot brez
kategorije. Specifi¢nost mora biti enaka ali ve¢ja () od 70 % (2) (8) (23). Glede specifi¢nosti predlaganih metod in
vitro ni nobenih drugih omejitev, tj. kateri koli sodelujo¢i laboratorij lahko napacno razvrsti katero koli kemikalijo
brez kategorije in vivo, ¢e je koncna specifiénost preskusne metode v sprejemljivem razponu. Splodna natanénost
mora biti enaka ali vedja (2) od 75 % (2) (8) (23). Ceprav je ob¢utljivost validirane referenéne metode, izracunane
za 20 referen¢nih kemikalij iz preglednice 1, enaka 90 %, je opredeljena najniZja moZzna vrednost obcutljivosti za
katero koli podobno ali spremenjeno metodo, ki se Steje za veljavno, dolocena na 80 %, saj je za obe kemikaliji,
1-dekanol (mejna kemikalija) in di-n-propildisulfid (lazna negativna validirane referenéne metode), znano, da pri
ljudeh ne povzrocata drazenja (31) (32) (33), Ceprav sta bili pri preskusu s kunci opredeljeni kot drazilni snovi.
Ker modeli rekonstruirane cloveske pokoznice temeljijo na celicah cloveskega izvora, lahko te kemikalije napovedo
kot snovi, ki ne drazijo (brez kategorije po GHS ZN/CLP EU).
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Preglednica 2

Zahtevane vrednosti napovedljivosti za obcutljivost, specifi¢nost in splosno natan¢nost katere koli podobne

ali spremenjene metode, ki se Steje za veljavno

Obcutljivost Specifi¢nost Splosna natanénost

> 80 % >70% 275%

Merila za sprejemljivost Studije

13

14.

. Lahko se zgodi, da eden ali ve¢ preskusov v zvezi z eno preskusno kemikalijo ali ve¢ preskusnimi kemikalijami ne
izpolnjuje meril za sprejemljivost preskusa za preskusne in kontrolne kemikalije ali pa ni sprejemljiv zaradi drugih
razlogov. Za dopolnitev manjkajo¢ih podatkov je za vsako preskusno kemikalijo dopustna izvedba najve¢ dveh
dodatnih preskusov (ponovno preskusanje’). Natan¢neje, ker je treba v primeru ponovnega preskusanja primer-
jalno preskusiti tudi pozitivno in negativno kontrolo, sta lahko za vsako preskusno kemikalijo izvedeni najve¢ dve
dodatni ponovitvi.

Obstaja verjetnost, da vsak sodelujoci laboratorij za vsako referenc¢no kemikalijo tudi po ponovnem preskusanju
ne bo dobil vsaj treh veljavnih ponovitev, zahtevanih za vsako preskusano kemikalijo, zaradi ¢esar bo podatkovna
matrika nepopolna. Da se zbirka podatkov Stela za popolno, je treba v takih primerih izpolniti naslednja tri
merila:

1. pri vseh 20 referen¢nih kemikalijah mora biti vsaj eno zaporedje ponovitev izvedeno v celoti;

2. v vsakem od vsaj treh sodelujocih laboratorijev mora biti v celoti izvedenih vsaj 85 % zaporedij ponovitev (za
20 kemikalij; tj. v enem laboratoriju so dovoljena 3 neveljavna zaporedja ponovitev);

3. v celoti izvedenih mora biti vsaj 90 % vseh zaporedij ponovitev iz vsaj treh laboratorijev (za 20 kemikalij,
preskusanih v treh laboratorijih, tj. skupno je dovoljenih 6 neveljavnih zaporedij ponovitev).

3. Dodajo se naslednja poglavja:

,B.49. PRESKUS MIKRONUKLEUSOV IN VITRO PRI CELICAH SESALCEV

UvoD

Analiza mikronukleusov in vitro je preskus genotoksi¢nosti za odkrivanje mikronukleusov v citoplazmi interfaznih
celic. Mikronukleusi lahko izvirajo iz acentri¢nih kromosomskih delcev (tj. brez centromere) ali celih kromoso-
mov, ki med anafazo celi¢ne delitve ne morejo potovati na pole. Analiza odkriva delovanje kemikalij, ki povzro-
¢ajo strukturne in Steviléne poskodbe kromosomov (klastogene in anevgene snovi in zmesi) (1) (2) v celicah, pri
katerih je med izpostavljenostjo preskusni snovi ali po njej prislo do delitve celic. Ta preskusna metoda omogoca
uporabo protokolov z inhibitorjem polimerizacije aktina citohalazina B (citoB). Dodatek citohalazina B pred
nacrtovano mitozo omogoca dolocitev in selektivno analizo frekvence mikronukleusov v celicah, v katerih se
je zakljucila ena mitoza, ker imajo taksne celice dve jedri (3) (4). Ta preskusna metoda omogoca uporabo
protokolov brez citokinetskega bloka, ¢e obstajajo dokazi, da je pri analizirani celi¢ni populaciji prislo do mitoze.

Ob uporabi analize mikronukleusov in vitro za opredelitev kemikalij (snovi in zmesi), ki spodbujajo nastanek
mikronukleusov, se lahko z uporabo citokinetskega bloka, imunokemijskega oznacevanja kinetohor ali hibridiza-
cije s centromernoftelomerno sondo (fluorescen¢na in situ hibridizacija (FISH)) prav tako pridobijo informacije o
mehanizmih poskodb kromosomov in nastanka mikronukleusov (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15)
(16). Postopek oznacevanja in hibridizacije se lahko uporabi v primeru povecanega nastajanja mikronukleusov, ko
zeli raziskovalec ugotoviti, ali je povecanje nastalo zaradi dogodkov, ki povzrocajo strukturne in $teviléne
poskodbe kromosomov (klastogenih infali anevgenih dogodkov).

Mikronukleusi predstavljajo poskodbo, ki je bila prenesena na hcerinske celice, pri ¢emer se kromosomske
aberacije v metafaznih celicah ne morejo prenesti. Ker se lahko mikronukleusi v interfaznih celicah ocenijo
razmeroma objektivno, mora laboratorijsko osebje ugotoviti samo, ali so se celice delile in koliko celic vsebuje
mikronukleus. Zato se lahko pripravke dolo¢i razmeroma hitro, analiza pa je lahko avtomatizirana. Zaradi tega se
lahko pri vsakem tretiranju oceni na tiso¢e namesto na stotine celic, s ¢imer se poveca mo¢ analize. Ker lahko
mikronukleusi nastanejo zaradi zaostalih kromosomov, obstaja moznost odkritja snovi, ki povzrocajo anevploidijo
in se pri klasi¢nih preskusih kromosomskih aberacij, glej npr. Smernico za preskusanje OECD 473 (poglavje B.10
te priloge), tezko preucujejo (17). Vendar analiza mikronukleusov in vitro ne omogoca razlikovanja kemikalij, ki
povzrocajo poliploidijo, od tistih, ki povzrocajo klastogenost, brez posebnih tehnik, kot je fluorescen¢na in situ
hibridizacija (FISH), opisana v odstavku 2.
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Analiza mikronukleusov in vitro je metoda, pri kateri se obicajno uporabljajo gojene cloveske celice ali celice
glodavcev. Zagotavlja celovito podlago za preiskovanje morebitnih poskodb kromosomov in vitro, saj lahko
odkriva snovi, ki povzrocajo strukturne in Steviléne poskodbe kromosomov (anevgene in klastogene).

Analiza mikronukleusov in vitro je zanesljiva in ucinkovita pri razli¢nih vrstah celic ter ob prisotnosti ali odsot-
nosti citohalazina B. Na voljo so obsirni podatki, ki podpirajo veljavnost analize mikronukleusov in vitro pri
razli¢nih celi¢nih linijah glodavcev (CHO, V79, CHL/IU, in L5178Y) in ¢loveskih limfocitih (18) (19) (20) (21) (22)
(23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31). Ti vkljuCujejo zlasti mednarodne validacijske Studije, ki jih usklajuje
Société Francaise de Toxicologie Génétique (SFTG) (18) (19) (20) (21) (22), in porocila International Workshop on
Genotoxicity Testing (4) (16). Razpolozljivi podatki so bili tudi ponovno ocenjeni v retrospektivni validacijski
Studiji glede zanesljivosti dokazov, ki jo je izvedel Evropski center za validacijo alternativnih metod (ECVAM)
Evropske komisije, Znanstveni svetovalni odbor ECVAM (ESAC) pa je preskusno metodo potrdil kot znanstveno
veljavno (32) (33) (34). Opisana je bila uporaba celi¢nih linij ¢loveskih limfoblastov TK6 (35), celic HepG2 (36)
(37) in primarnih embrionalnih celic sirijskega hrcka (38), Ceprav v validacijskih $tudijah niso bile uporabljene.

OPREDELITVE POJMOV

6.

Uporabljene opredelitve pojmov so navedene v Dodatku 1.

ZACETNI PREUDARKI

7.

Pri preskusih, izvedenih in vitro, je treba obicajno uporabiti zunanji vir aktivacije presnove, razen Ce so celice glede
na snovi, ki se preskusajo, sposobne presnavljanja. Zunanji sistem aktivacije presnove ne posnema pogojev in vivo
v celoti. Treba je tudi paziti, da se prepreci nastanek razmer, ki bi vodile do nepravilnih pozitivnih rezultatov, ki
ne kazejo prave mutagenosti in so lahko posledica dejavnikov, kot je opazna sprememba pH ali osmolarnosti ali
visoka raven citotoksicnosti (39) (40) (41). Ce preskusna kemikalija v ¢asu dodajanja v medij vpliva na spre-
membo pH, je treba pH prilagoditi, po moZznosti z dodajanjem pufra v zalozno raztopino, tako da vsi volumni pri
vseh preskusnih koncentracijah in za vse kontrole ostanejo enaki.

Za analizo nastanka mikronukleusov je bistvenega pomena, da je do mitoze prislo v tretiranih in netretiranih
kulturah. Glede 3tetja mikronukleusov se najve¢ podatkov pridobi s pomocjo celic, v katerih se je med tretiranjem
s preskusno snovjo ali po njej zakljucila ena mitoza.

NACELO PRESKUSNE METODE

9.

10.

Cloveske celi¢ne kulture ali celiéne kulture sesalcev so izpostavljene preskusni snovi z zunanjim virom aktivacije
presnove ali brez nje, razen e so uporabljene celice z ustrezno sposobnostjo presnavljanja. V vsak preskus so
vkljucene primerjalne (topilo/nosilec) kemikalije in kemikalije pozitivne kontrole.

Med izpostavljenostjo preskusni snovi ali po njej se celice gojijo tako dolgo, dokler zaradi poskodbe kromosoma
ali vretena v interfaznih celicah ne pride do nastanka mikronukleusov. Za nastanek anevploidije mora biti med
mitozo navadno prisotna preskusna snov. Odvzete in obarvane interfazne celice se analizirajo glede prisotnosti
mikronukleusov. Po moznosti se mikronukleuse Steje samo v tistih celicah, v katerih je med izpostavljenostjo
preskusni snovi ali v obdobju po izpostavljenosti, ¢e se uporabi, prislo do mitoze. V kulturah, ki so bile tretirane s
citokinetskim blokom, se to doseZe s Stetjem samo celic z dvema jedroma. Ce citokinetski blok ni bil uporabljen,
je treba dokazati, da bi pri analiziranih celicah verjetno prislo do deljenja celic med izpostavljenostjo preskusni
snovi ali po njej. Pri vseh protokolih je treba dokazati, da je do mnozZenja celic prislo v kontrolnih in tretiranih
kulturah, v kulturah (ali vzporednih kulturah), pri katerih se Stejejo mikronukleusi, pa je treba oceniti obseg
citotoksicnosti ali citostaze, ki je nastala zaradi preskusne snovi.

OPIS ANALIZE

Pripravki

11

. Lahko se uporabijo gojeni primarni ¢loveski limfociti periferne krvi (5) (19) (42) (43) in Stevilne celi¢ne linije
glodavcev, kot so celice CHO, V79, CHL/IU, in L5178Y (18) (19) (20) (21) (22) (25) (26) (27) (28) (30). Uporabo
drugih celi¢nih linij in vrst je treba utemeljiti na podlagi njihove dokazane u¢inkovitosti v analizi, kot je opisano v
oddelku Merila za sprejemljivost. Ker pogostost mikronukleusov v ozadju vpliva na obcutljivost analize, se
priporoca uporaba celi¢nih vrst z nizko, stabilno pogostostjo nastajanja mikronukleusov v ozadju.
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

Cloveski limfociti periferne krvi se pridobijo od mladih (starih priblizno 18-35 let), zdravih posameznikov, ki ne
kadijo in ki v zadnjem ¢asu niso bili izpostavljeni genotoksicnim kemikalijam ali sevanju. Ce so za uporabo
zbrane celice od ve¢ kot enega donatorja, je treba dolociti Stevilo donatorjev. Pogostost mikronukleusov se
povecuje z leti, ta trend pa je bolj opazen pri Zenskah kot pri moskih (44), kar je treba pri upostevati pri izbiri
donorskih celic.

Gojisca in pogoji gojenja

Pri vzdrzevanju kultur se uporabijo ustrezna gojis¢a za kulture in pogoji inkubacije (posode za kulture, koncen-
tracija CO,, temperatura in vlaznost). Trajne celine linije in sevi se redno preverjajo, ali je v njih modalno
kromosomsko $tevilo stabilno in ali niso okuZene z mikoplazmo; okuzene celine linije in sevi naj se ne
uporabljajo. Poznati je treba obicajni ¢as celi¢nega ciklusa za pogoje gojenja, ki se uporabljajo v preskusevalnem
laboratoriju. Ce se uporablia metoda citokinetskega bloka, mora biti koncentracija citokinetskega inhibitorja
prilagojena doloceni vrsti celic in dokazano mora biti, da zagotavlja dober izkoristek celic z dvema jedroma za
Stetje.

Priprava kultur

Trajne celi¢ne linije in sevi: celice se namnozZijo iz zaloznih kultur, nasadijo v gojisce tako na gosto, da kultura ne
bo dosegla konfluentne rasti v enojnih plasteh in kulture suspenzije ne bodo dosegle prevelike gostote preden se
pozanjejo, in se inkubirajo pri 37 °C.

Limfociti: celotna kri, tretirana z antikoagulantom (npr. heparinom), ali loceni limfociti, so gojeni ob prisotnosti
mitogena, npr. fitohemaglutinina (PHA) pred izpostavljenostjo preskusni snovi in citohalazinu B.

Aktivacija presnove

Pri uporabi celic z neustrezno notranjo sposobnostjo presnavljanja je treba uporabiti zunanje presnovne sisteme.
Najpogosteje uporabljani sistem je postmitohondrijska frakcija z dodanim kofaktorjem (S9), pripravljena iz jeter
glodavcev, ki so bila tretirana s sredstvi za encimsko indukcijo, kot je Aroclor 1254 (45) (46), ali z zmesjo
fenobarbitona in f-naftoflavona (46) (47) (48) (49). Slednja kombinacija ni v nasprotju s Stockholmsko konven-
cijo o obstojnih organskih onesnazevalih (50) in Uredbo (ES) $t. 850/2004 o obstojnih organskih onesnazevalih
(66), za nastanek oksidaz z mesano funkcijo pa se je v primerjavi s sredstvom Aroclor 1254 izkazala kot enako
ucinkovita (46) (47) (48) (49). Postmitohondrijska frakcija se obi¢ajno uporablja v koncentracijah 1-10 % (v[v) v
kon¢nem preskusnem gojiscu. Pogoji sistema za aktivacijo presnove so lahko odvisni od skupine preskusane
kemikalije in v¢asih je primerno uporabiti ve¢ kot eno koncentracijo S9.

Gensko spremenjene celi¢ne linije, v katerih se izrazajo geni za to¢no dolocene aktivirajoce cloveske encime ali
encime glodavcev, lahko odpravijo potrebo po zunanjem sistemu aktivacije presnove in se lahko uporabijo kot
preskusne celice. V takih primerih mora biti izbira uporabljenih celi¢nih linij znanstveno utemeljena, npr. s
pomembnostjo oksidaze z mesano funkcijo za presnovo preskusne snovi (51) in njihovo odzivnostjo na znane
snovi, ki povzrocajo strukturne in 3teviléne poskodbe kromosomov (anevgene in klastogene) (glej oddelek Merila
za sprejemljivost). Priznati je treba, da izrazene oksidaze z mesano funkcijo morda ne bodo presnavljale snovi, ki
se preskusa; v takem primeru negativni rezultati ne bi pomenili, da preskusna snov ne more spodbuditi nastanka
mikronukleusov.

Priprava preskusne snovi

Trdne kemikalije se pred obdelavo celic raztopijo v ustreznih topilih ali nosilcih, in po potrebi razredcijo. Tekoce
kemikalije se lahko dodajo neposredno v preskusni sistem infali se pred obdelavo razredcijo. Plinaste ali hlapne
kemikalije je treba preskusati z ustrezno spremenjenimi obicajnimi protokoli, kot je obdelava v zatesnjenem
nosilcu (52) (53). Uporabljajo se sveze pripravljene preskusne snovi, razen ¢e podatki o stabilnosti kazejo, da
je shranjevanje sprejemljivo.

Preskusni pogoji

19.

Topilo/nosilec

Topilo/nosilec ne sme reagirati v stiku s preskusno snovjo, prav tako pa mora biti pri uporabljeni koncentraciji
zdruzljivo s prezivetjem celic ali ohranjanjem delovanja 9. Ce se uporabijo manj znana topila/nosilci (npr. voda,
gojisce celic, dimetil sulfoksid), morajo njihovo uporabo podpirati podatki, ki kaZejo na njihovo zdruzljivost s
preskusno snovjo in njihovo pomanjkanje genotoksicnosti. Priporoca se, da je, kadar koli je to mogoce, prva
izbira vodno topilo/nosilec.
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27.

28.

Uporaba citohalazina B kot citokinetskega bloka

Eden od najpomembnejsih dejavnikov pri ucinkovitosti analize mikronukleusov in vitro je zagotavljanje, da je v
celicah, ki se bodo stele, med izpostavljenostjo preskusni snovi ali v obdobju inkubacije po izpostavljenosti, ¢e se
uporabi, prislo do mitoze. Citohalazin B je snov, ki se najbolj pogosto uporablja za blokado citokineze, ker
povzroca sestavljanje aktina in tako preprecuje locevanje héerinskih celic po mitozi, zaradi esar nastanejo celice z
dvema jedroma (5) (54) (55). Stetje mikronukleusov je tako lahko omejeno na celice, pri katerih je med obdelavo
ali po njej prislo do mitoze. Uéinek preskusne snovi na kinetiko mnozenja celic se lahko meri istocasno.
Citohalazin B se kot citokinetski blok uporablja takrat, kadar se uporabljajo cloveski limfociti, ker se trajanje
celi¢nih ciklov razlikuje od kulture do kulture in od donatorja do donatorja, vsi limfociti pa se ne odzivajo na
fitohemaglutinin (PHA). Pri preskusanju celi¢nih linij so bile uporabljene tudi druge metode za ugotavljanje, ali so
se Stete celice delile; te metode so obravnavane v nadaljevanju (glej odstavek 26).

Laboratorij za vsako vrsto celic dolo¢i ustrezno koncentracijo citohalazina B, da doseze optimalno pogostost celic
z dvema jedroma v kontrolnih kulturah s topilom/nosilcem. Ustrezna koncentracija citohalazina B je obicajno
med 3 in 6 pg/ml

Merjenje mnoZenja celic in citotoksi¢nosti ter izbira koncentracij izpostavljenosti

Pri dolocanju najvisje koncentracije preskusne snovi, ki se bo preskusala, se je treba izogibati koncentracijam, pri
katerih se lahko pojavijo nepravilni pozitivni odzivi, na primer koncentracijam, pri katerih se pojavijo ¢ezmerna

Izvedejo se meritve mnoZenja celic, s ¢imer se zagotovi, da je v tretiranih celicah med analizo prislo do mitoze in
da je obdelava izvedena na ustreznih ravneh citotoksicnosti (glej odstavek 29). Citotoksicnost se doloca z
aktivacijo presnove in brez nje v celicah, pri katerih je aktivacija presnove potrebna, in sicer z uporabo relativnega
povecanja Stevila celic (relative increase in cell counts, RICC) ali relativne podvojitve populacije (relative population
doubling, RPD) (glej Dodatek 2 za formule), razen Ce se uporabi citohalazin B. Ce se uporabi citohalazin B, se
lahko citotoksi¢nost dolo¢i z indeksom pomnozevanja (RI) (glej Dodatek 2 za formulo).

Obdelava kultur s citohalazinom B in merjenje relativne pogostosti celic z enim, dvema ali ve¢ jedri v kulturi
zagotavljata natanéno metodo za koli¢insko opredelitev uc¢inka na mnoZenje celic in citotoksi¢no ali citostaticno
delovanje obdelave (5) ter zagotavljata, da so prestete samo celice, pri katerih je prislo do delitve med obdelavo ali
po njej.

V studijah s citohalazinom B se lahko citostaza/citotoksi¢nost koli¢insko opredeli s pomocjo indeksa mnozenja
citokinetskega bloka (cytokinesis-block proliferation index, CBPI) (5) (26) (56) ali dolo¢i s pomo¢jo indeksa
pomnoZevanja iz vsaj 500 celic na kulturo (glej Dodatek 2 za formule). Kadar se za oceno mnoZenja celic
uporablja citohalazin B, je treba CBPI ali RI dolo¢iti na podlagi vsaj 500 celic na kulturo. Te meritve se lahko
poleg drugih uporabijo za oceno citotoksi¢nosti tako, da se primerjajo vrednosti v tretiranih in kontrolnih
kulturah. Z oceno drugih oznacevalcev citotoksi¢nosti (npr. konfluentnost, $tevilo celic, apoptoza, nekroza, Stetje
v metafazi) se lahko pridobijo koristne informacije.

V $tudijah brez citohalazina B je treba dokazati, da so se celice, prestete v kulturi, delile med obdelavo s preskusno
snovjo ali po njej; v nasprotnem primeru lahko pride do laznih negativnih odzivov. Metode, ki so bile uporabljene
za zagotavljanje, da so deljene celice Stete, obsegajo vkljucitev in naknadno odkrivanje bromdeoksiuridina (BrdU)
za dolocitev celic, ki so se podvojile (57), tvorbo klonov, kadar so celice iz stalnih celi¢nih linij tretirane in Stetein
situ na stekelcu mikroskopa (indeks mnozZenja (PI)) (25) (26) (27) (28), oziroma merjenje relativne podvojitve
populacije (RPD) ali relativnega povecanja Stevila celic (RICC) ali druge preverjene metode (16) (56) (58) (59) (glej
Dodatek 2 za formule). Z oceno drugih oznacevalcev citotoksi¢nosti ali citostaze (npr. konfluentnost, stevilo celic,
apoptoza, nekroza, Stetje v metafazi) se lahko pridobijo koristne informacije.

Ocenijo se vsaj tri koncentracije, ki jih je mogoce analizirati. Da bi to dosegli, bo morda treba poskus izvesti z
uporabo vecjega Stevila koncentracij, ki so tesno skupaj, in analizirati tvorbo mikronukleusov v teh koncentracijah,
ki zagotavljajo ustrezen razpon citotoksi¢nosti. Druga strategija je izvedba predhodnega preskusa citotoksi¢nosti,
da se zozi razpon za kon¢ni preskus.

Najvi§ja koncentracija naj proizvede 55 + 5 % citotoksi¢nost. Vi§je ravni lahko povzrocijo poskodbo kromosomov
kot drugotni uéinek citotoksi¢nosti (60). Ko se citotoksi¢nost pojavi, naj izbrane preskusne koncentracije obsegajo
razpon od tiste, ki povzroci 55 = 5 % citotoksicnost, do tistih, ki povzrocijo majhno citotoksicnost ali je sploh ne
povzrocijo.
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Ce toksi¢nost ali oborina nista opazeni, mora najvija preskusna koncentracija ustrezati 0,01 M, 5 mg/ml ali 5
pl/ml, pri ¢emer se uposteva nizja od obeh vrednosti. Koncentracije, izbrane za analizo, se lahko na splosno
razlikujejo za najve¢ 10. Pri preskusnih snoveh, ki kazejo strmo krivuljo odziva na koncentracijo, je morda
potrebna manjsa razlika med koncentracijami, tako da se Stejejo tudi kulture v zmernem in nizkem razponu
toksicnosti.

Kadar je topnost omejitveni dejavnik, mora biti najvi§ja koncentracija, ¢e ni omejena s citotoksi¢nostjo, najnizja
koncentracija, pri kateri je v kulturah vidna najmanjsa moZzna oborina, ¢e pri Stetju ni nobenih interferenc. Ocena
oborine se izvede z metodami, kot je pregled s svetlobnim mikroskopom, s katerim se opazi oborino, ki ostaja ali
se pojavi med gojenjem (do konca obdelave).

Kontrolni vzorci

V vsak poskus se vkljucijo primerjalni pozitivni kontrolni vzorci in kontrolni vzorci s topilom/nosilcem, ob
aktivaciji presnove in brez nje.

Pozitivni kontrolni vzorci so potrebni za dokaz sposobnosti uporabljenih celic, protokol preskusa pa za oprede-
litev snovi, ki povzrocajo strukturne in Stevilcne poskodbe kromosomov (anevgene in klastogene) ter potrditev
sposobnosti presnavljanja pripravka S$9. Pozitivni kontrolni vzorci morajo uporabiti znane povzrocitelje tvorbe
mikronukleusov pri koncentracijah, pri katerih se pricakuje majhno, vendar ponovljivo povecanje glede na ozadje,
ki pokaze obcutljivost preskusnega sistema. Koncentracije pozitivne kontrole naj se izberejo tako, da so ucinki
jasni, vendar ne razkrijejo takoj identitete kodiranih mikroskopskih preparatov.

Za prikaz sposobnosti presnavljanja in zmoznosti sistema, da odkriva klastogene, je treba uporabiti klastogen, pri
katerem je potrebna aktivacija presnove (npr. ciklofosfamid; benzo[a]piren). Uporabijo se lahko tudi druge
ustrezne snovi pozitivne kontrole, ¢e je to utemeljeno. Ker so lahko nekateri pozitivni kontrolni vzorci, ki
potrebujejo aktivacijo presnove, v dolocenih pogojih obdelave ali dolocenih celi¢nih linijah aktivni brez zunanje
aktivacije presnove, je treba potrebo po aktivaciji presnove in delovanje pripravka S9 preskusiti na izbrani celi¢ni
liniji in z izbranimi koncentracijami.

Trenutno niso znani nobeni anevgeni, ki bi za svojo genotoksicno delovanje potrebovali aktivacijo presnove (16).
Trenutno uveljavljeni pozitivni kontroli za anevgeno delovanje sta, na primer, kolhicin in vinblastin. Druge
kemikalije se lahko uporabijo, ¢e vplivajo na nastanek mikronukleusov izklju¢no ali v glavnem preko anevgenega
delovanja. Da bi se izognili uporabi dveh pozitivnih kontrolnih vzorcev (za klastogenost in anevgenost) brez
aktivacije presnove, je lahko kontrola anevgenosti pozitivna kontrola brez S9, kontrola klastogenosti pa se lahko
uporablja za preskus ustreznosti uporabljenega sistema za aktivacijo presnove. Pozitivno kontrolo za klastogenost
in anevgenost je treba uporabiti pri celicah, pri katerih uporaba S9 ni potrebna. Priporoceni pozitivni kontrolni
vzorci so navedeni v Dodatku 3.

Ce so na voljo ustrezne kemikalije, se lahko preuci moznost uporabe pozitivnih kontrol, ki sodijo v isto skupino
kemikalij. Vsi uporabljeni pozitivni kontrolni vzorci morajo ustrezati vrsti celic in pogojem aktivacije.

Za vsak odvzem se pripravijo kontrolni vzorci, ki jih sestavlja le topilo ali nosilec. Uporabijo se tudi netretirani
kontrolni vzorci, razen ¢e objavljeni ali laboratorijski pretekli kontrolni podatki dokazujejo, da izbrano topilo pri
uporabljenih koncentracijah ne povzroca genotoksi¢nih ali skodljivih ucinkov.

PRESKUSNI POSTOPEK

Program tretiranja

37

38.

. Da bi bila verjetnost odkritja snovi, ki povzrocajo Steviléne in strukturne poskodbe kromosomov (anevgene in
klastogene snovi) ter delujejo v doloceni fazi celicnega cikla, ¢im vecja, mora biti s preskusno snovjo tretirano
zadostno $tevilo celic v vseh fazah njihovih celi¢nih ciklov. Program tretiranja celi¢nih linij in primarnih celi¢nih
kultur se lahko zato nekoliko razlikuje od tistega za limfocite, pri katerih je za zacetek celicnega cikla potrebna
stimulacija z mitogenom, kar je obravnavano v odstavkih 41-43 (16).

Teoreti¢ni premisleki skupaj z objavljenimi podatki (18) kaZejo, da je vecina snovi, ki povzrocajo Steviléne in
strukturne poskodbe kromosomov (anevgene in klastogene snovi) odkritih s kratkoro¢nim obdobjem tretiranja, ki
traja 3 do 6 ur z dodanim pripravkom S$9 ali brez, ki mu sledita odvzem preskusne snovi in obdobje rasti 1,5-2,0
celicnih ciklov (6). Celice se vzorcijo v Casu, ki je enak priblizno 1,5-2,0 dolzinama obicajnega (tj. netretiranega)
celi¢nega cikla po zacetku ali ob koncu tretiranja (glej preglednico 1). Cas vzorenja ali obnavljanja se lahko
podaljsa, ¢e je znano ali se sumi, da preskusna snov vpliva na dolzino celi¢nega cikla (npr. pri preskusanju
nukleozidnih analogov).
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39

40.

. Zaradi morebitne citotoksi¢nosti pripravkov S9 za kultivirane celice sesalcev se podaljana izpostavljenost v
dolzini 1,5-2,0 obicajnih celicnih ciklov uporablja samo, ¢e S9 ni dodan. Pri podaljSanem tretiranju so na
voljo moznosti, ki omogocajo tretiranje celic s preskusno kemikalijo z dodanim citohalazinom B ali brez njega.
Te moznosti so namenjene primerom, kjer se lahko pojavi zaskrbljenost glede morebitnih interakcij med
preskusno snovjo in citohalazinom B.

Priporoceni programi tretiranja celic so predstavljeni v preglednici 1. Ti splodni programi tretiranja se lahko
prilagodijo glede na stabilnost ali reaktivnost preskusne snovi ali dolocenih znacilnosti rasti uporabljenih celic.
Vsa tretiranja se morajo zaceti in koncati med eksponentno rastjo celic. Ti programi so podrobneje predstavljeni v
odstavkih 41-47, ki sledijo.

Preglednica 1

Obdobja tretiranja in odvzema celic za analizo mikronukleusov in vitro

Limfociti, primarne celice in | + S9 Obdelava traja 3-6 ur z dodanim S9;

cel

halazinom B

icne linije, tretirane s cito- odstranita se S9 in obdelovalno gojisce;

dodata se sveZe gojisce in citohalazin B;

celice se odvzamejo po 1,5-2,0 obicajnih celi¢nih ciklih.

-89 Obdelava traja 3—6 ur;
kratka izposta- | odstrani se obdelovalno gojisce;
vljenost dodata se sveze gojisce in citohalazin B;
celice se odvzamejo po 1,5-2,0 obicajnih celi¢nih ciklih.
- 59 Moznost A: obdelava traja 1,5-2 dolzini obicajnega celicnega cikla

daliga  izposta- z dodanim citohalazinom B;

vljenost celice se odvzamejo ob koncu obdobja izpostavljenosti.
Moznost B: obdelava traja 1,5-2,0 obicajna celi¢na cikla;
odstrani se preskusna snov;

dodata se sveze gojisce in citohalazin B;

celice se odvzamejo po 1,5-2,0 obicajnih celi¢nih ciklih.

Ce

licne linije, tretirane brez citohalazina B

(enako kot opisani programi tretiranja, vendar brez dodajanja citohalazina B)

Limfociti, primarne celice in celiche linije, tretirane s citohalazinom B

41

42.

43.

. Pri limfocitih je najucinkovitejsi pristop z zacetekom izpostavljenosti preskusni snovi 44-48 ur po stimulaciji
fitohemaglutinina (PHA), ko ni vec¢ sinhronizacije ciklov (5). V prvotni analizi se celice obdelujejo 3 do 6 ur s
preskusno snovjo z dodanim S9 ali brez njega. Obdelovalno gojisce se odstrani in nadomesti s svezim gojis¢em, ki
vsebuje citohalazin B, celice pa se odvzamejo ¢ez 1,5-2,0 dolzini obicajnega celi¢nega cikla.

Ce sta oba prvotna preskusa pri kratki obdelavi (3-6 ur) negativna ali dvoumna, se izvede nadaljnja obdelava z
daljSo izpostavljenostjo brez S9. Na voljo sta dve moznosti obdelave, ki sta enako sprejemljivi. Vendar je za
stimuliranje limfocitov, pri katerih se lahko eksponentna rast po 96 urah po stimulaciji zmanjSuje, morda
primernejsa moznost A. Pri moznosti B celicne kulture do konc¢nega ¢asa vzorcenja ne smejo postati strjene.

— Moznost A: celice se s preskusno snovjo obdelujejo 1,5-2,0 dolzini obicajnih celi¢nih ciklov in odvzamejo ob
koncu obdelave.

— Moznost B: celice se s preskusno snovjo obdelujejo 1,5-2,0 dolzini obicajnega celi¢nega cikla. Obdelovalno
gojidce se odstrani in nadomesti s svezim gojis¢em, celice pa se odvzamejo po dodatnih 1,5-2,0 dolzinah
obicajnega celi¢nega cikla.

Primarne celice in celi¢ne linije se obdelajo na podoben nacin kot limfociti, vendar stimulacija s PHA 44-48 ur ni
potrebna. Celice, ki niso limfociti, morajo biti izpostavljene tako, da so ob koncani $tudiji $e vedno v logaritemski
fazi rasti.
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Celicne linije, tretirane brez citohalazina B

44

45

46.

. Celice se obdelujejo 3—6 ur z dodanim S9 in brez njega. Obdelovalno gojisce se odstrani in nadomesti s svezim
gojiscem, celice pa se odvzamejo ¢ez 1,5-2,0 dolzini obicajnega celi¢nega cikla.

. Ce sta oba prvotna preskusa pri kratki obdelavi (3-6 ur) negativna ali dvoumna, se izvede nadaljnja obdelava z
daljSo izpostavljenostjo (brez S9). Na voljo sta dve moznosti obdelave, ki sta enako sprejemljivi:

— Moznost A: celice se s preskusno snovjo obdelujejo 1,5-2,0 dolzini obicajnega celicnega cikla in odvzamejo
ob koncu obdelave.

— Moznost B: celice se s preskusno snovjo obdelujejo 1,5-2,0 dolzini obicajnega celi¢nega cikla. Obdelovalno
gojisCe se odstrani in nadomesti s svezim gojis¢em, celice pa se odvzamejo po dodatnih 1,5-2,0 dolzinah
obicajnega celicnega cikla.

V enojnih plasteh so lahko po zakljucku 3-6 ur trajajoce obdelave prisotne mitoti¢ne celice (so okrogle in se
lo¢ujejo od povrsine). Ker se te mitoticne celice zlahka locijo, se jih lahko ob odstranitvi gojis¢a s preskusno
snovjo izgubi. Pri spiranju kultur se jih odvzame, nato pa vrne v kulture, pri emer je treba paziti, da se v casu
odvzema ne izgubijo celice, pri katerih poteka mitoza in pri katerih obstaja tveganje nastanka mikronukleusa.

Stevilo kultur

47

. Za vsako koncentracijo preskusne snovi ter kulture z nosilcem/topilom in kulture negativne kontrole se uporabita

dve vzporedni kulturi. Kadar se na podlagi preteklih podatkov laboratorija lahko dokaze, da so razlike med dvema
vzporednima kulturama minimalne, je sprejemljivo, da se uporabi ena kultura. Ce se uporabi ena kultura, se
priporoca, da se analizira ve¢je Stevilo koncentracij.

Odvzem celic in priprava mikroskopskih preparatov

48

49.

. Vsaka kultura se odvzame in obdela loceno. Priprava celic lahko vkljucuje hipotoni¢no obdelavo, vendar to ni

potrebno, e se ustrezno $irjenje celic doseze tudi drugace. Pri pripravi mikroskopskih preparatov se lahko
uporabijo razlicne tchnike, ¢e se za Stetje pridobi pripravke s celicami visoke kakovosti. Zadrzati je treba
citoplazmo celic, kar omogoci odkrivanje mikronukleusov in (pri metodi s citokinetskim blokom) zanesljivo
identifikacijo celic z dvema jedroma.

Mikroskopske preparate se lahko obarva z razlicnimi metodami, kot so Giemsa ali DNA-specifi¢na flourescentna
barvila (59). Uporaba DNA-specificnega barvila (npr. akridin oranz (61) ali Hoechst 33258 plus pyronin-Y (62))
lahko prepreci nastanek nekaterih artefaktov, povezanih z uporabo barvila, ki ni specificno za DNA. Za oprede-
litev vsebine (kromosom/kromosomski delec) mikronukleusov, ¢e so potrebne mehanske informacije o njihovi
tvorbi, se lahko uporabi kinetohorno protitelo, fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) s sondami DNA za
centromere ali primarno oznacevanje in situ s premazi, specificnimi za centromere, skupaj z ustreznim nasprotnim
barvanjem DNA (15) (16). Za razlikovanje med snovmi, ki povzrocajo strukturne in Steviléne poskodbe kromo-
somov (anevgeni in klastogeni), se lahko uporabijo druge metode, ¢e so se izkazale za ucinkovite.

Analiza

50

51.

. Vse preparate se, skupaj z vzorci s topilom/nosilcem in kontrolnimi vzorci, pred mikroskopsko analizo neodvisno

kodira. Namesto tega se lahko kodirane vzorce analizira s pomocjo validiranega, avtomatiziranega sistema za
pretocno citometri¢no analizo ali slikovno analizo.

Pri kulturah, tretiranih s citohalazinom B, je treba pogostost mikronukleusov analizirati v vsaj 2 000 celicah z
dvema jedroma na koncentracijo (vsaj 1 000 celic z dvema jedroma na kulturo; dve kulturi na koncentracijo). Ce
se uporabi ena kultura, je treba iz te kulture oceniti vsaj 2 000 celic z dvema jedroma na koncentracijo. Ce je za
Stetje pri vsaki koncentraciji uporabljenih precej manj kot 1 000 celic z dvema jedroma na kulturo ali 2 000 celic
z dvema jedroma v primeru ene kulture in ¢e ni ugotovljeno znatno povecanje tevila mikronukleusov, je treba
preskus ponoviti z ve¢ celicami ali z manj toksi¢nimi koncentracijami, kar je primerneje. Paziti je treba, da se ne
Steje celic z dvema jedroma, ki so nepravilne oblike ali pri katerih se velikost dveh jeder precej razlikuje; prav tako
se celic z dvema jedroma ne sme zamenjevati s slabo razsirjenimi celicami z ve¢ jedri. Celice, ki imajo ve¢ kot dve
glavni jedri, se ne analizirajo glede mikronukleusov, saj je lahko izhodi§¢na pogostost mikronukleusov v teh
celicah visja (63) (64). Stetje celic z enim jedrom je sprejemljivo, ¢e je za preskusno snov znano, da vpliva na
delovanje citohalazina B.
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52

53.

. 'V celi¢nih linijah, analiziranih brez tretiranja s citohalazinom B, se mikronukleuse Steje v vsaj 2 000 celicah na
koncentracijo (vsaj 1 000 celic na kulturo; dve kulturi na koncentracijo). Ce se uporabi samo eno kulturo na
koncentracijo, se pri tej kulturi oceni vsaj 2 000 celic.

Ko je uporabljen citohalazin B, je treba za oceno mnoZenja celic dolociti CBPI ali RI (glej Dodatek 2) na podlagi
vsaj 500 celic na kulturo. Kadar se tretiranje izvaja brez dodanega citohalazina B, je treba zagotoviti dokaz, da so
se Stete celice mnozile, kot je obravnavano v odstavkih 24-27.

Merila za sprejemljivost

54

55.

56.

57.

. Laboratorij, ki predlaga uporabo analize mikronukleusov in vitro, opisano v tej preskusni metodi, mora z uporabo
referencnih kemikalij iz Dodatka 3 dokazati svojo sposobnost, da zanesljivo in natan¢no odkrije kemikalije, za
katere je znano, da povzrocajo Steviléne in strukturne poskodbe kromosomov (anevgeno in klastogeno delovanje),
z aktivacijo presnove in brez nje, pa tudi znane negativne kemikalije. Kot dokaz za zmoznost laboratorija, da
pravilno izvede to preskusno metodo, mora laboratorij zagotoviti dokaze, da se je pri celicah, ki se jih 3teje glede
tvorbe mikronukleusov, zakljucila ena delitev jedra, Ce se preskus izvaja brez uporabe citohalazina B.

Kemikalije iz Dodatka 3 se priporoca kot referencne kemikalije. Lahko se vklju¢i nadomestne ali dodatne kemi-
kalije, ¢e je njihovo delovanje znano, ¢e spodbujajo tvorbo mikronukleusov z enakimi mehanizmi delovanja in ce
se zanje izkaze, da so pomembne v zvezi s kemikalijami, ki se bodo preskusale z uporabo postopka analize
mikronukleusov in vitro. Utemeljitev bi lahko vkljucevala validacijsko studijo, pri kateri so uporabljene Stevilne
razli¢ne snovi, oziroma $tudijo, osredotoceno na ozji spekter, ki temelji na kemijskem razredu preskusne snovi ali
mehanizmu $kode, ki se preucuje.

Kontrolne kulture s topilom/nosilcem in netretirane kulture naj bi dale ponovljivo nizko in dosledno pogostost
mikronukleusov (obicajno 5-25 mikronukleusov/1 000 celic za vrste celic, opredeljene v odstavku 11). Druge
vrste celic imajo lahko razliéne razpone odzivov, ki jih je treba dolociti pri validaciji za uporabo pri analizi
mikronukleusov in vitro. Za dolocitev preteklih kontrolnih razponov je treba uporabiti podatke, pridobljene z
negativno kontrolo, kontrolo s topilom in pozitivno kontrolo. Te vrednosti se uporabijo pri odlo¢anju o ustrez-
nosti primerjalne negativne/pozitivne kontrole za poskus.

Ce so za analizo predlagane manjse spremembe protokola (npr. avtomatizirano tetje namesto ro¢nih tehnik
Stetja; uporaba nove vrste celic), se pred sprejetiem spremenjenega protokola za uporabo najprej dokaZe ucinko-
vitost spremembe. Dokaz ucinkovitosti vkljucuje dokaz, da se lahko odkrije glavne mehanizme preloma kromo-
somov in pridobitev ali izgubo ter da se lahko za razred posamezne snovi ali stevilnih razli¢nih snovi, ki se bodo
preskusale, pridobi ustrezne pozitivne in negativne rezultate.

PODATKI IN POROCANJE

Obdelava rezultatov

58

59.

60.

61.

. Ce se uporabi tehnika citokinetskega bloka, se pri ocenjevanju nastajanja mikronukleusov uporabi samo pogostost
celic z dvema jedroma z mikronukleusi (ne glede na 3tevilo mikronukleusov na celico). Stetje celic z enim, dvema
ali ve¢ mikronukleusi bi lahko zagotovilo koristne informacije, vendar ni obvezno.

Dolotiti je treba soCasne meritve citotoksi¢nosti infali citostaze za vse tretirane kulture in kontrolne kulture s
topilom/nosilcem (58). Pri uporabi metode citokinetskega bloka je treba za vse tretirane in kontrolne kulture
izracunati CBPI ali RI kot merili zakasnitve celi¢nega cikla. Ce citohalazin B ni dodan, se uporabi relativna
podvojitev populacije (RPD) ali relativno povecanje $tevila celic (RICC) ali indeks mnozenja (glej Dodatek 2).

Navedejo se podatki za posamezne kulture. Poleg tega se podatki povzamejo v obliki preglednice.

Kemikalije lahko pri analizi mikronukleusov in vitro povzrocijo nastanek mikronukleusov zato, ker povzrocajo
prelom kromosomov, izgubo kromosomov ali pa oboje hkrati. Za ugotovitev, ali je mehanizem za nastajanje
mikronukleusov posledica delovanja, ki povzroca strukturne in Steviléne poskodbe kromosomov (klastogenega
in/ali anevgenega delovanja), se lahko izvede nadaljnja analiza z uporabo antikinetohornih protiteles, in situ sond,
specificnih za centromere, ali drugih metod.

Vrednotenje in razlaga rezultatov

62

. Ni zahteve po potrjevanju jasnega pozitivnega ali negativnega odziva z dodatnimi preskusi. Dvoumni rezultati se
lahko pojasnijo z analizo dodatnih 1 000 celic iz vseh kultur, zaradi cesar ne pride do izgube slepih vzorcev. Ce ta
pristop ne pomaga pri spremembi rezultata, je treba izvesti nadaljnje preskusanje. V nadaljnjih poskusih naj se
preuci moznost prilagoditve razsirjenega ali zoZanega razpona preskusnih parametrov, kot je primerno. Preskusni
parametri, ki se lahko spremenijo, vkljucujejo razmik med preskusnimi koncentracijami, ¢asovno razporeditev
obdelave in odvzema celic infali pogoje za aktivacijo presnove.
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63.

64.

65.

Pozitivni rezultat se lahko doloci na podlagi stevilnih meril, kot je na primer s koncentracijo povezano povecanje
ali statisticno znacilno povecanje Stevila celic z mikronukleusi. Najprej naj se preuci bioloska pomembnost
rezultatov. Upostevanje tega, ali so dobljene vrednosti v razponu preteklih kontrol ali zunaj njega, lahko zagotovi
smernice pri ocenjevanju bioloske pomembnosti odziva. Pri vrednotenju rezultatov preskusa se kot pomo¢ lahko
uporabijo ustrezne statisticne metode (65). Vendar je treba rezultate statistiCnega preskusanja oceniti z uposteva-
njem odnosa med odmerkom in odzivom. Upostevati je treba tudi ponovljivost in pretekle podatke.

Ceprav bo vecina poskusov dala jasne pozitivne ali negativne rezultate, bodo v nekaterih primerih dobljeni
podatki preprecili zanesljivo oceno o delovanju preskusne snovi. Ti dvoumni ali dvomljivi odzivi se lahko pojavijo
ne glede na $tevilo ponovitev poskusa.

Pozitivni rezultati analize mikronukleusov in vitro pomenijo, da v kultiviranih celicah sesalcev preskusna snov
povzroca prelome ali izgubo kromosomov. Negativni rezultati pomenijo, da preskusna snov pri uporabljenih
preskusnih pogojih ne povzroca preloma kromosomov infali pridobitve ali izgube v uporabljenih kultiviranih
sesalskih celicah.

Porocilo o preskusu

66.

Porocilu o preskusu vsebuje vsaj naslednje informacije (¢e so pomembne za izvedbo Studije):

Preskusna kemikalija:

— identifikacijske podatke in registrsko Stevilko Sluzbe za izmenjavo kemijskih izvleckov ter stevilko EC,
— agregatno stanje in Cistost,

— fizikalno-kemijske lastnosti, pomembne za izvedbo Studije,

— reagiranje preskusne kemikalije s topilom/nosilcem ali gojis¢em celic;

Topilo/nosilec:
— utemeljitev izbire topila/nosilca,

— topnost in stabilnost preskusne snovi v topilu/nosilcy;

Celice:

— wrsto in izvor uporabljenih celic,

— ustreznost uporabljene vrste celic,

— odsotnost mikoplazme, ¢e je to primerno,

— informacije o trajanju celicnega cikla, podvojitvenem casu ali indeksu mnoZenja,

— kadar so uporabljeni limfociti, spol, starost in 3tevilo donatorjev krvi, ¢e je primerno,
— kadar so uporabljeni limfociti, ali je izpostavljena kri v celoti ali loceni limfociti,

— Stevilo pasaz, ¢e je primerno,

— metode vzdrZevanja celi¢nih kultur, ¢e je primerno,

— modalno Stevilo kromosomov,

— obicajno (negativna kontrola) trajanje celicnega cikla;

Preskusni pogoji:

— identiteto citogenetskega bloka (npr. cytoB), ¢e je uporabljen, njegovo koncentracijo in trajanje izpostavljenosti
celic,

— razloge za izbiro koncentracij in $tevila kultur, vklju¢no s podatki o citotoksi¢nosti in mejah topnosti, ¢e so na
voljo,
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— sestavo gojis¢, koncentracijo CO,, ¢e je primerno,

— koncentracije preskusne snovi,

— koncentracije (in/ali volumen) nosilca in dodane preskusne snovi,

— inkubacijsko temperaturo in cas trajanja inkubacije,

— trajanje obdelave,

— odvzem po obdelavi,

— gostoto celic ob nasaditvi, ¢e je primerno,

— vrsto in sestavo sistema za aktivacijo presnove, skupaj z merili za sprejemljivost,
— kemikalije pozitivne kontrole in negativne kontrole,

— metode priprave mikroskopskih preparatov in uporabljene tehnike barvanja,
— merila za identifikacijo mikronukleusov,

— Stevila analiziranih celic,

— metode merjenja citotoksi¢nosti,

— morebitne dodatne informacije v zvezi s citotoksi¢nostjo,

— merila za dolocanje $tudij kot pozitivnih, negativnih ali dvoumnih,

— uporabljene metode statisticne analize,

— metode, kot je uporaba kinetohornega protitelesa, za ugotavljanje, ali mikronukleusi vsebujejo cele kromosome
ali le delce kromosomov, ¢e je primerno;

Rezultati:

— meritev uporabljene citotoksi¢nosti, npr CBPI ali RI v primeru metode citokinetskega bloka; RICC, RPD ali PI v
primerih, ko metode citokinetskega bloka niso uporabljene; druge ugotovitve, ¢e je primerno, npr. konfluent-
nost celic, apoptozo, nekrozo, Stetje v metafazi, pogostost celic z dvema jedroma,

— znake obarjanja,

— podatke o pH in osmolarnosti obdelovalnega gojisca, ce sta bila dolocena,

— opredelitev sprejemljivih celic za analizo,

— porazdelitev celic z enim, dvema ali ve¢ jedri v primeru uporabe metode citokinetskega bloka,

— Stevilo celic z mikronukleusum, podanih loceno za vsako tretirano in kontrolno kulturo, ter po potrebi
opredelitev, ali so iz celic z dvema ali enim jedrom,

— odvisnost med koncentracijo in odzivom, kadar je mogoce,
— kemijske podatke o primerjalni negativni (topilo/nosilec) in pozitivni kontroli (koncentracije in topila),

— pretekle kemijske podatke o negativni (topilo/nosilec) in pozitivni kontroli, skupaj z razponi, povpredji in
standardnim odstopanjem ter intervalom zaupanja (npr. 95 %),

— statisti¢no analizo; p-vrednosti, ¢e obstajajo;

Razprava o rezultatih

Sklepi
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Dodatek 1
Opredelitve pojmov

Anevgen: snov ali proces, na podlagi katerega pride do anevploidije v celicah ali organizmih zaradi reagiranja z elementi
mitoti¢nega in meoti¢nega cikla delitve celic (angl. ,aneugen’, op. prev.).

Anevploidija: odstopanje od normalnega diploidnega (ali haploidnega) Stevila kromosomov z enim kromosomom ali
ve¢ kot enim kromosomov, vendar ne s celotno skupino ali skupinami kromosomov (poliploidija).

Apoptoza: programirana celicna smrt, za katero je znacilna vrsta korakov, ki vodijo k razgradnji celic v delce, vezane na
membrano, ki se nato odstranijo s fagocitozo ali osipanjem.

MnoZenje celic: povecanje Stevila celic zaradi mitoticne delitve celic.

Centromera: mesto na kromosomu, kjer sta spojeni obe kromatidi in na katerem sta na obeh straneh pritrjeni obe
kinetohori.

Klastogen: snov ali proces, ki v populacijah celic ali organizmih povzroca strukturne poskodbe kromosomov (angl.
clastogen’, op. prev.).

Citokineza: proces delitve celic, ki sledi takoj po mitozi in vpliva na oblikovanje dveh héerinskih celic, ki imata vsaka
eno samo jedro.

Indeks mnoZenja citokinetskega bloka (CBPI): delez celic, pri katerih se je izvedla druga delitev, v tretirani populaciji glede
na netretirano kontrolo (glej Dodatek 2 za formulo).

Citostaza: zaviranje rasti celic (glej Dodatek 2 za formulo).

Citotoksicnost: $kodljivi u¢inki na celi¢no strukturo ali delovanje, ki na koncu povzroéijo smrt celice.

Genotoksicno: splosni izraz, ki zajema vse poskodbe DNA ali kromosomov, vklju¢no s prelomi, prerazporeditvijo
aduktov, mutacijami, aberacijami kromosomov in anevploidijo. Vsi genotoksi¢ni ucinki ne vplivajo na nastanek
mutacij ali trajno poskodbo kromosomov.

Interfazne celice: celice, ki niso v fazi mitoze.

Kinetohora: struktura s proteinom, ki nastane na centromeri kromosoma in na katero se pripnejo niti delitvenega
vretena med delitvijo celice, kar omogoca pravilno gibanje héerinskih kromosomov proti poloma hcerinskih celic.

Mikronukleusi: majhna jedra, poleg glavnega jedra celic in lo¢ena od njega, ki nastanejo med telofazo mitoze ali mejoze
iz zaostalih fragmentov kromosomov ali celih kromosomov.

Mitoza: delitev celicnega jedra, ki je obicajno razdeljena na profazo, prometafazo, metafazo, anafazo in telofazo.

Mitoticni indeks: razmerje med Stevilom celic v metafazi in skupnim Stevilom celic v opazovani populaciji celic;
pokazatelj stopnje mnozZenja celic te populacije.

Mutageno: povzroci dedno spremembo zaporedij baznih parov DNA v genih ali strukturi kromosomov (kromosomske
aberacije).

Nerazdvajanje: par kromatid se ne razdvoji in ustrezno lo¢i v razvijajoce se héerinske celice, zaradi Cesar imata héerinski
celici nenormalno $tevilo kromosomov.

Poliploidija: $teviléne kromosomske aberacije v celicah ali organizmih, ki ne vplivajo na posamezen kromosom ali
kromosome (anevploidija), ampak na vse kromosome.

Indeks mnoZenja (PI): metoda za merjenje citotoksi¢nosti v primerih, ko citohalazin B ni dodan (glej Dodatek 2 za
formulo).

Relativno povecanje Stevila celic (RICC): metoda za merjenje citotoksi¢nosti v primerih, ko citohalazin B ni dodan (glej
Dodatek 2 za formulo).

Relativna podvojitev populacije (RPD): metoda za merjenje citotoksi¢nosti v primerih, ko citohalazin B ni dodan (glej
Dodatek 2 za formulo).

Indeks pomnoZevanja (RI): razmerje ciklov celicne delitve v tretirani kulturi glede na netretirano kulturo, med obdobjem
izpostavljenosti in obnavljanja (glej Dodatek 2 za formulo).

Preskusna kemikalija (imenovana tudi preskusna snov): katera koli snov ali zmes, preskusana z uporabo te preskusne
metode.
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Dodatek 2
Formule za ocenjevanje citotoksi¢nosti

1. Ko je uporabljen citohalazin B, ocena citotoksi¢nosti temelji na indeksu mnozZenja citokinetskega bloka (CBPI) ali
indeksu pomnozZevanja (RI) (16) (58). CBPI kaze povprecno $tevilo celicnih ciklov na celico med obdobjem izposta-
vljenosti citohalazinu B in se lahko uporabi za izra¢un mnoZzenja celic. Rl kaze relativno Stevilo jeder v tretiranih
kulturah v primerjavi s kontrolnimi kulturami in se lahko uporabi za izracun % citostaze:

% citostaze = 100 — 100{(CBPI; — 1) + (CBPI. — 1)}

T = kultura, tretirana s preskusno kemikalijo
C = kontrolna kultura z nosilcem

pri Cemer je:

CBPI — ((8t. celic z enim jedrom) + (2 x 3t. celic z dvema jedroma) + (3 x 3t. celic z enim jedrom))

(skupno stevilo celic)

Tako je CPBI z vrednostjo 1 (vse celice imajo eno jedro) enak 100-odstotni citostazi.

Citostaza = 100 — RI

((3t. celic z dvema jedroma) + (2 x 3t. celic z vec jedri)) + (skupno Stevilo celic);

RIE= ((3t. celic z dvema jedroma) + (2 x st. celic z ve¢ jedri)) + (skupno 3tevilo celic)

x 100

T
C

tretirane kulture
kontrolne kulture

2. Zato RI's 53 % pomeni, da se je v primerjavi s Stevilom celic, ki so se delile v kontrolni kulturi in oblikovale
celice z dvema jedroma in ve¢ jedri, v tretirani kulturi delilo samo 53 % tega Stevila celic, tj. 47-odstotna citostaza.

3. Ko citohalazin B ni uporabljen, se priporoca ocena cititoksi¢nosti na podlagi relativnega povecanja 3tevila celic
(RICC) ali relativne podvojitve populacije (RPD) (58), saj obe metodi upostevata delez celicne populacije, ki se je
delil.

(povecanje Stevila celic v tretiranih kulturah (kon¢no — zacetno))

RICC =
(povecanje Stevila celic v kontrolnih kulturah (kon¢no — zacetno))

100

(3t. podvajanj populacije v tretiranih kulturah)
(8t. podvajanj populacije v kontrolnih kulturah)

RPD = 100

pri Cemer je:
podvajanje populacije = [log (Stevilo celic po obdelavi + prvotno stevilo celic)] + log 2
4. Zato RICC ali RPD s 53 % kaZe na 47-odstotno citotoksi¢nost/citostazo.

5. Z uporabo indeksa mnoZzenja (PI) se lahko citotoksi¢nost oceni s pomodcjo Stetja Stevila klonov, ki jih sesta-
vljajo 1 celica (cl1), 2 celici (c12), 3 do 4 celice (cl4) in 5 do 8 celic (cI8).

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

Pl =
(cll + cl2 + cl4 + cI8)

6.  PIse kot koristen in zanesljiv parameter citotoksi¢nosti uporablja tudi za celi¢ne linije, kultivirane in situ brez
dodanega citohalazina B (25) (26) (27) (28).
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Dodatek 3

Referencne kemikalije, priporocene za ocenjevanje ucinkovitosti (')

Kategorija Kemikalija st. CAS St. EC
1. Klastogeni, aktivni brez aktivacije presnove
Citozin-arabinozid 147-94-4 205-705-9
Mitomicin C 50-07-7 200-008-6
2. Klastogeni, ki zahtevajo aktivacijo presnove
Benzo(a)piren 50-32-8 200-028-5
Ciklofosfamid 50-18-0 200-015-4
3. Anevgeni
Kolhicin 64-86-8 200-598-5
Vinblastin 143-67-9 205-606-0
4. Negativne snovi
Di(2-etilheksil)ftalat 117-81-7 204-211-0
Nalidinska kislina 389-08-2 206-864-7
Piren 129-00-0 204-927-3
Natrijev klorid 7647-14-5 231-598-3

Referencne kemikalije so kemikalije, priporocene za uporabo. Nadomestne ali dodatne kemikalije se lahko dodajo na seznam
referen¢nih kemikalij, ¢e je njihovo delovanje znano, ¢e spodbujajo tvorbo mikronukleusov z enakimi mehanizmi delovanja in
Ce se zanje izkaze, da so pomembne v zvezi s kemikalijami, ki se bodo preskusale z uporabo postopka analize mikronukleusov in
vitro. Odvisno od namena bi lahko utemeljitev obsegala validacijsko Studijo, pri kateri so uporabljene 3tevilne razlicne snovi,
oziroma $tudijo, osredotoCeno na ozji spekter, ki temelji na kemijskem razredu preskusne snovi ali mehanizmu $kode, ki se ga
preucuje.

B.50. PREOBCUTLJIVOST KOZE: LOKALNA ANALIZA BEZGAVK: DA

UvOoD

1.

Smernice OECD za preskuSanje kemikalij in preskusne metode EU se redno preverjajo zaradi znanstvenega
napredka, spreminjajocih se zakonodajnih potreb in vprasanj, povezanih z dobrim pocutjem Zivali. Prva preskusna
metoda (B.42) za dolocanje preobcutljivosti koze pri misi, lokalna analiza bezgavk (LLNA; Smernica za presku-
Sanje OECD 429) je bila Ze preverjena (1). Objavljene so podrobnosti o validaciji LLNA in pregled s tem
povezanega dela (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). Pri LLNA se za merjenje mnoZenja limfocitov uporablja radioizo-
topni timidin ali jod, zato je lahko uporaba analize omejena v primerih, kjer je pridobitev, uporaba ali odstranitev
radioaktivnosti tezavna. LLNA, DA (razvil jo je Daicel Chemical Industries, Ltd) je neradioaktivna razli¢ica LLNA,
ki kolicinsko opredeljuje vsebnost adenozin-trifosfata (ATP) s pomo¢jo bioluminescence kot pokazatelja mnozenja
limfocitov. Preskusno metodo LNNA: DA je validirala in pregledala mednarodna strokovna skupina za ocenjevanje
ter jo priporocila kot koristno za opredelitev kemikalij, ki povzrocajo preobcutljivost, in kemikalij, ki je ne
povzrocajo, z nekaterimi omejitvami (10) (11) (12) (13). Ta preskusna metoda je zasnovana za ocenjevanje
morebitne preobcutljivosti koze s kemikalijami (snovmi in zmesmi) pri Zivalih. Poglavje B.6 te priloge in Smernica
za preskusanje OECD 406 uporabljata preskuse na morskih prasickih, predvsem maksimizacijski in Buehlerjev
preskus na morskih prasickih (14). LLNA (poglavje B.42 te priloge; Smernica za preskusanje OECD 429) in dve
spremembi, pri katerih se radioaktivnost ne uporablja, analiza LLNA: DA (poglavje B.50 te priloge; Smernica za
preskusanje OECD 442 A) in LLNA: BrdU-ELISA (poglavje B.51 te priloge; Smernica za preskusanje OECD 442 B)
zaradi manj pogoste in izpopolnjene uporabe Zivali zagotavljajo prednost v primerjavi s preskusi na morskih
prasickih iz metode B.6 in Smernica za preskusanje OECD 406 (14).

Podobno kot LLNA tudi LLNA: DA preucuje indukcijsko fazo preobcutljivosti koze in zagotavlja kolic¢inske
podatke, ki so primerni za oceno odziva na odmerek. Ker odkriva povzrocitelje preobcutljivosti, ne da bi bilo
pri tem treba uporabiti radioaktivni oznacevalec za DNA, se ne pojavljajo vprasanja glede poklicne izpostavljenosti
radioaktivnosti in odstranjevanja odpadkov. Zaradi tega bo za odkrivanje povzrociteljev preobcutljivosti morda
mogoca pogostej§a uporaba misi, zaradi Cesar bi se lahko Se bolj zmanjSala uporaba morskih prasickov za
preskusanje morebitne preobcutljivosti koze (tj. B.6; Smernica za preskusanje OECD 406) (14).

OPREDELITVE POJMOV
3.

Uporabljene opredelitve pojmov so navedene v Dodatku 1.
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ZACETNI POMISLEKI IN OMEJITVE

4.

Analiza LLNA: DA je spremenjena metoda LLNA za ugotavljanje morebitne preobcutljivosti koze s kemikalijami, s
posebnimi omejitvami. Ni nujno, da to pomeni, da je treba v vseh primerih namesto preskusov na morskih
prasickih in LLNA (tj. B.6; Smernica za preskusanje OECD 406) (14), uporabiti analizo LLNA: DA, temve¢ da je ta
analiza enakovredna in se lahko uporabi kot druga moznost, pri kateri obic¢ajno niso ve¢ potrebne dodatne
potrditve pozitivnih in negativnih rezultatov (10) (11). PreskuSevalni laboratorij mora pred zacetkom opravljanja
Studije upostevati vse razpoloZljive informacije o preskusni snovi. Tak$ne informacije bodo vkljucevale vrsto in
kemijsko sestavo preskusne snovi; njene fizikalno-kemijske lastnosti; rezultate katerih koli drugih preskusov
toksi¢nosti na preskusni snovi, in vitro ali in vivo; in toksikoloske podatke o strukturno sorodnih kemikalijah.
Te informacije je treba upostevati, da se doloci, ali je metoda LLNA: DA primerna za preskusno snov (glede na
nezdruzljivost omejenega Stevila vrst kemikalij z analizo LLNA: DA [glej odstavek 5] in za lazjo izbiro odmerka.

Analiza LLNA: DA je metoda in vivo in posledi¢no ne odpravlja uporabe Zzivali pri ocenjevanju delovanj, ki
povzrocajo alergijsko preobcutljivost ob stiku. Vendar ima moznost, da v primerjavi s preskusi na morskih
prasickih (B.6; Smernica za preskusanje OECD 406) (14) zmanj$a Stevilo Zivali, potrebnih v ta namen. Poleg
tega nudi analiza LLNA: DA znatno izboljsanje (manj bolecine in trpljenja) nacina, kako se Zivali uporabljajo za
preskuSanje alergijske preobcutljivosti ob stiku, saj v nasprotju z metodo B.6 in Smernico za preskusanje 406 ne
zahteva, da se povzrocijo izzvane reakcije prekomerne obcutljivosti koze. Kljub prednostim analize LLNA: DA v
primerjavi z metodo B.6 in Smernico za preskusanje OECD 406 (14), obstajajo nekatere omejitve, zaradi katerih je
lahko nujna uporaba metode B.6 ali Smernice za preskusanje OECD 406 (npr. preskusanje dolocenih kovin, lazni
pozitivni rezultati pri nekaterih drazilnih snoveh za kozo [kot so nekatere vrste povriinsko razgradljivih kemikalij]
(6) (1 in poglavje B.42 te priloge), topnost preskusne snovi). Poleg tega je zaradi kemijskih razredov ali snovi s
funkcionalnimi skupinami, za katere se je izkazalo, da lahko delujejo kot moteci dejavniki (16), lahko potrebna
uporaba preskusov na morskih prasickih (tj. B.6; Smernica za preskusanje OECD 406 (14)). Za omejitve, dolocene
za LLNA (1 in poglavje B.42 te priloge), je bilo priporoceno, da se uporabljajo tudi za analizo LLNA: DA (10).
Poleg tega uporaba analize LLNA: DA morda ni primerna za uporabo snovi, ki vplivajo na ravni adenozin-
trifosfata (ATP) (npr. snovi, ki delujejo kot inhibitorji ATP), ali snovi, ki vplivajo na natan¢no merjenje ATP v
celicah (npr. prisotnost encimov, ki razgrajujejo ATP, prisotnost zunajcelicne ATP v bezgavki). Razen taksnih
dolo¢enih omejitev bi morala biti analiza LLNA: DA primerna za preskusanje katere koli snovi, razen e so s temi
snovmi povezane lastnosti, ki lahko ovirajo natancnost analize LLNA: DA. Poleg tega je treba razmisliti o
moznosti mejnih pozitivnih rezultatov v primerih, ko so dobljene vrednosti stimulacijskega indeksa (SI) med
1,8 in 2,5 (glej odstavke 31-32). To temelji na podatkovni zbirki za validacijo s 44 snovmi s stimulacijskim
indeksom > 1,8 (glej odstavek 6), pri kateri je analiza LLNA: DA pravilno opredelila vseh 32 povzrociteljev
preobéutljivosti pri LLNA, vendar je nepravilno opredelila tri od 12 snovi, ki pri LLNA ne povzrocajo preobcut-
ljivosti z vrednostmi stimulacijskega indeksa med 1,8 in 2,5 (tj. mejno pozitivna vrednost) (10). Ker pa je bil za
dolocanje vrednosti stimulacijskega indeksa in izracun predvidljivih lastnosti preskusa uporabljen isti nabor
podatkov, so lahko navedeni rezultati pretirana ocena dejanskih predvidljivih lastnosti.

NACELA METODE PRESKUSANJA

6.

Osnovno nacelo, na katerem temelji analiza LLNA: DA, je, da povzrocitelji preobcutljivosti povzrocijo mnoZenje
limfocitov v bezgavkah, ki drenirajo obmocje nanosa preskusne snovi. To mnoZenje je sorazmerno z odmerkom
in mo¢jo uporabljenega alergena in je preprosto sredstvo za doseganje koliCinske izmere preobcutljivosti.
MnozZenje se izmeri s primerjavo povprecnega mnoZenja v vsaki preskusni skupini in povpre¢nega mnoZenja v
kontrolni skupini, tretirani z nosilcem. Dolo¢i se razmerje med povprecnim mnozenjem v vsaki tretirani skupini
in povpre¢nim mnoZzenjem v primerjalni kontrolni skupini z nosilcem, ki se imenuje stimulacijski indeks (SI) in
mora biti > 1,8, preden je nadaljnje ocenjevanje preskusne snovi kot moznega povzrocitelja preobcutljivosti koze
utemeljeno. Opisani postopki temeljijo na merjenju vsebnosti ATP z bioluminiscenco (za katero je znano, da se
ujema s Stevilom Zivih celic) (17), ki pokaze povecano Stevilo mnozecih se celic v usesnih bezgavkah (18) (19).
Metoda z bioluminiscenco izkorii¢a encim luciferaze za kataliziranje nastanka svetlobe iz ATP in luciferin v skladu
z naslednjo reakcijo:

ATP + Luciferin + 0, —=idBI@€ s Oluciferin + AMP + PP, + CO, + Light

Oddana osvetljenost je linearno povezana s koncentracijo ATP in se meri z luminometrom. Analiza reakcije med
luciferinom in luciferazo je obcutljiva metoda za koli¢insko opredelitev ATP, ki se uporablja na tevilne nacine (20).

OPIS ANALIZE

Izbira Zivalskih vrst

7.

Izbrana vrsta za ta preskus je mis. Validacijske $tudije za analizo LLNA: DA so bile izvedene samo s sevom CBA/),
ki je zato priporoceni sev (12) (13). Uporabijo se mlade odrasle migje samice, ki Se niso kotile in niso breje. Na
zaCetku $tudije morajo biti Zivali stare 8-12 tednov, odstopanje mase Zivali pa mora biti ¢im manjSe in ne sme
presegati 20 % povprecne mase. Namesto tega se lahko uporabi druge seve in samce, ko je dobljenih dovolj
podatkov za prikaz, da ne obstajajo znacilne razlike v odzivu pri analizi LLNA: DA glede na sev infali spol.
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Bivalni in prehranjevalni pogoji

8.

Misi morajo biti skupinsko nastanjene (21), razen Ce je zagotovljena ustrezna znanstvena utemeljitev za njihovo
lo¢eno nastanitev. Temperatura v prostoru za poskusne Zivali mora biti 22 * 3 °C. Ceprav mora biti relativna
vlaznost najmanj 30 % in po mozZnosti ne sme presegati 70 %, mora biti ciljna vlaznost, razen med ¢is¢enjem
prostora, 50 do 60 %. Osvetlitev naj bo umetna, in sicer 12 ur svetlobe, 12 ur teme. Za hranjenje se lahko
uporablja konvencionalna laboratorijska prehrana z neomejeno oskrbo s pitno vodo.

Priprava Zivali

9.

Zivali se naklju¢no izberejo, oznacijo tako, da je omogoceno posamicno prepoznavanje (vendar ne s katero od
oblik udesnih oznak), in zadrzijo v kletkah najmanj pet dni pred zacetkom dajanja odmerka, da se lahko
prilagodijo laboratorijskim razmeram. Pred zacetkom tretiranja se vse zivali pregledajo, da se zagotovi, da nimajo
opaznih koznih lezij.

Priprava preskusnih raztopin

10.

Trdne kemikalije se pred nanosom na uho misi raztopijo ali suspendirajo v ustreznih topilih ali nosilcih in po
potrebi razredcijo. Tekoce kemikalije se lahko nanesejo nerazredcene ali pa se razred¢ijo pred dajanjem odmerka.
Pri netopnih kemikalijah, kot so tiste, ki se obicajno uporabljajo v medicinskih pripomockih, je treba uporabiti
mocno povecano ekstrakcijo v ustreznem topilu, da se odkrije vse ekstraktibilne sestavine za preskusanje pred
nanosom na uho misi. Preskusne snovi je treba pripravljati dnevno, razen ¢e podatki o stabilnosti kazejo, da je
shranjevanje sprejemljivo.

Preverjanje zanesljivosti

11.

12.

13.

14.

Za prikaz ustrezne ucinkovitosti analize se uporabijo kemikalije pozitivne kontrole, ki se odzovejo z ustrezno in
ponovljivo obcutljivostjo kot preskusna snov, ki povzroca preobcutljivost, za katero je stopnja reakcije natanéno
opredeljena. Uporaba primerjalne pozitivne kontrole je priporocena, saj pokaze zmoznost laboratorija, da uspesno
izvede vsako analizo, ter omogoca ocenjevanje ponovljivosti in primerljivosti v enem ali ve¢ laboratorijih. Tudi
nekateri regulativni organi zahtevajo uporabo pozitivne kontrole pri vsaki raziskavi, zato se uporabnikom pripo-
roca, da se pred izvedbo analize LLNA: DA posvetujejo s pristojnimi organi. V skladu s tem se priporoca redna
uporaba primerjalne pozitivne kontrole, saj tako ni potrebno dodatno preskusanje na Zivalih za izpolnitev zahtev,
ki se lahko pojavijo zaradi uporabe redne pozitivne kontrole (glej odstavek 12). Pozitivna kontrola mora povzro-
Citi pozitiven odziv analize LLNA: DA na raven izpostavljenosti, za katero se pricakuje, da bo dala vegji stimu-
lacijski indeks (SI) > 1,8 kot negativna kontrolna skupina. Odmerek pozitivne kontrole je treba izbrati tako, da ne
povzrodi Cezmernega drazenja kozZe ali sistemske toksi¢nosti in da je indukcija ponovljiva, vendar ne ¢ezmerna (tj.
SI > 10 bi se 3tel za ¢ezmernega) Priporocena pozitivna kontrola je 25-odstotni heksil cimetov aldehid (Sluzba za
izmenjavo kemijskih izvleckov [CAS] 3t. 101-86-0) in 25-odstotni evgenol (t. CAS 97-53-0) v acetonu: olivnem
olju (4:1, v[v). V nekaterih okolis¢inah se lahko ob ustrezni utemeljitvi uporabijo druge pozitivne kontrole, ki
izpolnjujejo zgornja merila.

Obicajno je uporaba pozitivne kontrolne skupine priporocena, lahko pa obstajajo okolid¢ine, v katerih redno
preskusanje (tj. v razmikih < 6 mesecev) pozitivne kontrole morda zadosca za laboratorije, ki redno izvajajo
analizo LLNA: DA (j. izvajajo analizo LLNA: DA vsaj enkrat mese¢no) in imajo vzpostavljeno zbirko podatkov o
preteklih pozitivnih kontrolah, ki dokazujejo zmoznost laboratorija, da pridobi ponovljive in natan¢ne rezultate s
pozitivnimi kontrolami. Ustrezna strokovnost pri izvajanju analize LLNA: DA se lahko uspesno dokaze z dobiva-
njem doslednih pozitivnih rezultatov s pozitivno kontrolo pri vsaj desetih neodvisnih preskusih, izvedenih v
razumnem Casovnem obdobju (tj. v manj kot enem letu).

Primerjalno pozitivno kontrolno skupino je treba vkljuciti vedno, kadar pride do postopkovne spremembe pri
analizi LLNA: DA (tj. zamenjava usposobljenega osebja, zamenjava materiala za preskusno metodo infali reagen-
tov, zamenjava opreme za preskusno metodo, zamenjava vira preskusnih Zivali), taksne spremembe pa je treba
vedno zabeleziti v laboratorijskih poro¢ilih. Pri odlo¢anju o nujnosti vzpostavitve nove zbirke preteklih podatkov
za belezenje doslednosti pri rezultatih pozitivne kontrole je treba upostevati ucinek, ki ga imajo te spremembe na
ustreznost predhodno vzpostavljene zbirke preteklih podatkov.

Raziskovalci se morajo zavedati, da odlocitev o izvajanju redne namesto primerjalne pozitivne kontrolne Studije
vpliva na ustreznost in sprejemljivost negativnih rezultatov Studije, pridobljenih brez primerjalne pozitivne
kontrole v razmiku med rednimi pozitivnimi kontrolnimi 3tudijami. Na primer, ¢e je rezultat, pridobljen z
redno pozitivno kontrolno $tudijo, lazno negativen, so lahko vprasljivi negativni rezultati preskusne snovi, prid-
obljeni v ¢asu med zadnjo sprejemljivo redno pozitivno kontrolno Studijo in nesprejemljivo redno pozitivno
kontrolno Studijo. Pri odlocanju, ali vkljuciti primerjalne pozitivne kontrole ali izvajati samo redne pozitivne
kontrole, je treba skrbno preuciti posledice teh rezultatov. Treba je razmisliti tudi o uporabi manjSega Stevila Zivali
v primerjalni pozitivni kontrolni skupini, ¢e je to znanstveno utemeljeno in ¢e laboratorij na podlagi preteklih
podatkov, znacilnih za laboratorij, dokaze, da se lahko uporabi manjse Stevilo misi (22).
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16.

PR

. Ceprav je treba pozitivno kontrolo preskusiti v nosilcu, za katerega je znano, da povzroca dosleden odziv (npr.
aceton: olivno olje; 4:1, v[v), lahko obstajajo nekatere zakonodajne okolii¢ine, ko je potrebno tudi preskusanje v
nestandardnem nosilcu (kliniénofkemi¢no ustrezne sestave) (23). Ce se primerjalna pozitivna kontrola preskusa v
drugem nosilcu kot preskusna snov, je treba za primerjalno pozitivno kontrolo vkljuciti lo¢en kontrolni nosilec.

V primerih, kjer se ocenjujejo snovi za poseben kemijski razred ali razpon reakcij, so lahko primerjalne snovi
uporabne tudi za dokaz, da preskusna metoda deluje pravilno za odkrivanje morebitne preobcutljivosti koze pri
teh vrstah snovi. Ustrezne primerjalne snovi morajo imeti naslednje lastnosti:

— strukturno in funkcijsko podobnost z razredom preskusne snovi, ki se preskusa,

— znane fizikalno-kemijske lastnosti;

— podporne podatke iz analiz LLNA: DA;

— podporne podatke od drugih Zzivalskih modelov infali ljudi.

ESKUSNI POSTOPEK

Stevilo Zivali in velikost odmerkov

17

18.

19.

20.

. Na skupino odmerka se uporabijo najmanj tiri Zivali z najmanj tremi koncentracijami preskusne snovi, poleg tega
pa Se primerjalna negativna kontrolna skupina, tretirana zgolj z nosilcem za preskusno snov, in pozitivna kontrola
(primerjalna ali izvedena pred kratkim, odvisno od politike laboratorija pri upostevanju odstavkov 11-15). Treba
je razmisliti o preskuSanju ve¢ odmerkov pozitivne kontrole, zlasti ¢e se pozitivna kontrola preskusa obcasno.
Zivali v kontrolnih skupinah je treba, razen ¢e se ne tretirajo s preskusno snovjo, obravnavati in tretirati na enak
nacin kot zivali v tretiranih skupinah.

Izbira odmerka in nosilca mora temeljiti na priporocilih iz sklicev (2) in (24). Zaporedni odmerki se obicajno
izberejo iz ustrezne serije koncentracij, kot so 100 %, 50 %, 25 %, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% itd. Izbira
uporabljene serije koncentracij mora biti ustrezno znanstveno utemeljena. Kadar so na voljo, je treba pri izbiri
treh zaporednih koncentracij upostevati vse obstojece toksikoloske informacije (npr. akutno toksi¢nost in drazenje
koze) ter strukturne in fizikalno-kemijske informacije o Zeleni preskusni snovi (infali strukturno povezani snovi),
tako da je pri najvecji koncentraciji izpostavljenost najvecja, hkrati pa ni sistemske toksi¢nosti infali ¢ezmernega
drazenja koze (24) (25). Ce takine informacije niso na voljo, je morda najprej potreben predhodni presejalni
preskus (glej odstavke 21-24).

Nosilec ne sme ovirati rezultatov preskusa ali vplivati nanje, izbere pa se na podlagi povecevanja topnosti, da se
med pripravljanjem raztopine/suspenzije, ki je primerna za uporabo preskusne snov, pridobi najve¢jo mozno
koncentracijo. Priporocljivi nosilci so aceton: olivno olje (4:1, v[v), N,N-dimetilformamid, metil etil keton, propilen
glikol in dimetil sulfoksid (6), vendar se lahko uporabljajo tudi drugi, Ce je zagotovljena ustrezna znanstvena
utemeljitev. V nekaterih okolid¢inah je morda treba kot dodatno kontrolo uporabiti klini¢no ustrezno topilo ali
trgovsko sestavo, v kateri se trzi preskusna snov. Paziti je treba zlasti, da so v nosilni sistem vkljucene hidrofilne
snovi, ki vlazijo kozo in se ne izsusijo takoj, z vkljucitvijo ustreznih pospesevalcev raztapljanja (npr. 1-odstotnim
Pluronic® L92). Zato se je treba izogibati povsem vodenim nosilcem.

Obdelava bezgavk posamezne misi omogoca oceno spremenljivosti med posameznimi Zivalmi ter statisticno
primerjavo razlik med meritvami preskusne snovi in primerjalne kontrolne skupine z nosilcem (glej odstavek
33). Poleg tega je ocena moznosti zmanj$anja Stevila misi v pozitivni kontrolni skupini izvedljiva samo, ¢e se
zbirajo podatki o posameznih Zivalih (22). Poleg tega nekateri regulativni organi zahtevajo zbiranje podatkov o
posameznih Zivalih. Redno zbiranje podatkov o posameznih Zivalih zagotavlja prednosti glede dobrega pocutja
zivali, saj se s tem prepreci dvojno preskusanje, ki bi bilo potrebno, ¢e bi bilo treba rezultate, prvotno zbrane na
en nacin (npr. preko zdruzenih podatkov o zZivalih) zaradi drugih zahtev regulativnih organov (npr. glede
podatkov o posameznih Zivalih) kasneje ponovno preuciti.

Predhodni presejalni preskus

21

. Ce informacije za dolocitev najvedjega odmerka za preskusanje niso na voljo (glej odstavek 18), je treba izvesti
predhodni presejalni preskus, da se dolo¢i ustrezna velikost odmerka za preskusanje z analizo LLNA: DA. Namen
predhodnega presejalnega preskusa je zagotoviti smernice za izbiro najvecje velikosti odmerka za uporabo v glavni
Studiji analize LLNA: DA v primerih, ko ni na voljo informacij o koncentraciji, ki povzrodi sistemsko toksi¢nost
(glej odstavek 24) infali ¢ezmerno drazenje koze (glej odstavek 23). Najvedja velikost odmerka je 100-odstotna
preskusna snov za tekocine ali najvis§ja mozna koncentracija za trdne snovi ali suspenzije.
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22

. Predhodni presejalni preskus se izvede v pogojih, ki so enaki tistim v glavni $tudiji analize LLNA: DA, s to razliko,
da se ne izvede ocena mnoZenja v bezgavkah in da se lahko uporabi manj Zivali na skupino odmerka. Predlaga se
uporaba ene ali dveh Zivali na skupino odmerka. Vse misi se opazuje dnevno glede klini¢nih znakov sistemske
toksi¢nosti ali lokalnega draZenja na mestu nanosa. Telesna masa se zabelezi pred preskusom in pred usmrtitvijo
(8. dan). Obe usesi vsake misi se opazuje glede rdecine in oceni s pomocjo preglednice 1 (25). Meritve debeline
udesa se izvedejo z napravo za merjenje debeline (npr. digitalnim mikrometrom ali merilnikom debeline s
Stevilénico) 1. dan (pred odmerkom), 3. dan (priblizno 48 ur pred prvim odmerkom), 7. dan (24 ur pred
usmrtitvijo) in 8. dan. Poleg tega se lahko 8. dan debelino uSesa dolo¢i s preluknjanjem uses za dolocitev
mase, ki se izvede po humani usmrtitvi Zivali. Znak za Cezmerno draZenje je rdecina z oceno = 3 infali povecana
debelina udesa za > 25 % na kateri koli dan merjenja (26) in (27). Najvecji odmerek, izbran za glavno Studijo
analize LLNA: DA, je naslednji nizji odmerek v seriji koncentracij iz predhodnega presejalnega preskusa (glej
odstavek 18), ki ne povzrodi sistemske toksicnosti in/ali ¢ezmernega drazenja koze.

Preglednica 1

Ocena rdecine

Ugotovitev Ocena
Rdecine ni 0
Neznatna rdecina (komajda opazna) 1
Zelo razlo¢na rdec¢ina 2
Zmerna do moéna rdecina 3
Mocna rdecina (rdecina rdece pese) in nastanek krast ovirata razvrstitev rdecine 4

23

24.

. Poleg 25-odstotnega povecanja debeline usesa (26) (27), se za opredelitev drazilnih snovi pri LLNA uporablja tudi
statisticno znacilno povecanje debeline uSesa tretirane mi$i v primerjavi s kontrolno misjo tako uporablja za
opredelitev drazilnih snovi pri lokalni analizi bezgavk (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34). Ker pa se lahko statisticno
znatilno povecanje pojavi tudi pri debelini usesa, manjsi od 25 %, ni izrecno povezano s ¢ezmernim drazenjem
(30) (31) (32) (33) (34).

Naslednje klinicne ugotovitve lahko nakazujejo sistemsko toksi¢nost (35), kadar se uporabljajo kot del celovite
ocene, in zato lahko pokaZejo najvedjo velikost odmerka za uporabo v glavni analizi LLNA: DA: spremembe v
delovanju Zivénega sistema (npr. piloerekcija, ataksija, tremorji in krci); vedenjske spremembe (npr. agresivnost,
spremembe glede nege, opazna sprememba ravni dejavnosti); spremembe dihanja (npr. spremembe frekvence in
intenzivnosti dihanja kot so dispneja, zasoplost in hropenje) ter spremembe glede uZivanja hrane in vode. Poleg
tega je treba pri oceni upostevati znake letargije in/ali neodzivnosti ter morebitne kliniéne znake bolecine in
trpljenja, ki niso samo blagi ali trenutni, ali zmanjSanje telesne mase za > 5% od 1. do 8. dne ter smrtnost.
Umirajoce Zivali ali zivali, ki kaZejo znake hudega in dolgotrajnega trpljenja, se usmrtijo na human nacin (36).

Nacért za poskus glavne Studije

25

. Nacrt za poskus analize je naslednji:

— 1. dan: Posami¢no ugotovljena in zabeleZena masa vsake Zivali in morebitne klini¢ne ugotovitve. Nanos 1-
odstotne vodne raztopine natrijevega laurel sulfata (SLS) na vsak uhelj, s pomocjo Copica, namocenega v
raztopino SLS, in premaz celotnega uhlja v $tirih do petih potezah. Uro po obdelavi s SLS sledi nanos 25 pl
ustrezno razred¢ene preskusne snovi, samega nosilca ali pozitivne kontrole (primerjalne ali izvedene pred
kratkim, odvisno od politike laboratorija pri upostevanju odstavkov 11-15 na vsak uhelj.

— 2, 3.in 7. dan: Ponovi se postopek predhodne obdelave z 1-odstotno vodno raztopino SLS in nanosa
preskusne snovi, ki je bil izveden 1. dan.

— 4., 5.in 6. dan: Brez tretiranja.

— 8. dan: Zabelezi se masa vsake Zivali in morebitne klinicne ugotovitve. Priblizno 24 do 30 ur po zacetku
nanasanja 7. dne se Zivali humano usmrti. USesne bezgavke ob vsakem uSesu misi se izreZejo in shranijo v
fosfatni pufer s soljo (PBS) za vsako Zival Podatki in diagrami o identifikaciji in izrezu bezgavk so na voljo v
sklicu (22). Za nadaljnje spremljanje odziva koZe v glavni Studiji se lahko v 3tudijski protokol vkljucijo
dodatni parametri, kot so ocena rdecine uSesa ali meritve debeline uSesa (pridobljene z merilnikom debeline
ali preluknjanjem uses za dolocitev mase pri obdukciji).
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Priprava celi¢nih suspenzij

26

. Enotna celi¢na suspenzija iz celic bilateralno izrezanih bezgavk vsake misi se pripravi tako, da se bezgavke
namesti med dve objektni stekelci, ki se ju nezno stisne in tako zdrobi bezgavke. Po potrditvi, da se je tkivo
na tanko razsirilo, se stekelci povleCeta narazen. Tkivo na obeh stekelcih se suspendira s fosfatnim pufrom s soljo
tako, da se vsako stekelce drzi pod kotom nad petrijevko in spira s PBS ter istoCasno strga tkivo s stekelca.
Bezgavke Zivali v negativni kontroli so majhne, zato je treba biti pazljiv, da ne pride do umetnega vpliva na
vrednosti SI. Za spiranje obeh stekelc se uporabi skupno 1 ml PBS. Suspenzija iz celic bezgavk v petrijevki se
narahlo zmesa s strgalom za celice. Nato se s mikropipeto zbere 20 pL alikvota suspenzije iz celic bezgavk, pri
Cemer je treba paziti, da se ne pobere membrana, vidna z ofesom, in zmesa z 1,98 ml PBS, s ¢imer dobimo 2 ml
vzorec. Z enakim postopkom se nato pripravi drugi 2 ml vzorec, tako da sta za vsako Zival pripravljena dva
vzorca.

Doloditev mnoZenja celic (merjenje vsebnosti adenozin-trifosfata (ATP) pri limfocitih)

27

. Povecanje vsebnosti ATP v bezgavkah se meri z metodo luciferina/luciferaze z uporabo kompleta za merjenje
ATP, ki meri bioluminiscenco v relativnih luminiscen¢nih enotah (RLU). Cas analize od ¢asa usmrtitve Zivali do
merjenja vsebnosti ATP za vsako posamezno Zival mora biti enak, in sicer priblizno 30 minut, ker se vsebnost
ATP po usmrtitvi Zivali postopoma zmanjSuje (12). Zato mora biti serija postopkov od izreza uSesnih bezgavk do
merjenja ATP izvedena v 20 minutah z vnaprej dolocenim Casovnim razporedom, ki je enak za vsako Zzival.
Luminiscenca ATP se izmeri v vsakem 2 ml vzorcu, tako da se za vsako zival pridobi dve meritvi ATP. Nato se
dolo¢i povprecna luminiscenca ATP, ki se uporabi pri nadaljnjih izracunih (glej odstavek 30).

OPAZOVANJA

Klini¢na opazovanja

28

. Vsako mi§ je treba vsaj enkrat dnevno natancno opazovati glede klini¢nih znakov, lokalnega drazenja na mestu
nanosa ali sistemske toksicnosti. Vsa opazovanja se sistemati¢no zabelezijo v evidence, ki se vodijo za vsako mis.
Nacrt spremljanja vkljucuje merila za hitro identifikacijo misi, ki izrazajo sistemsko toksi¢nost, ¢ezmerno drazenje
koze ali jedkost za koZo zaradi evtanazije (36).

Telesna masa

29

. Kot je navedeno v odstavku 25 se telesna masa posameznih Zivali izmeri na zaCetku preskusa in ob predvideni
humani usmirtitvi.

IZRACUN REZULTATOV

30

31.

32.

33.

. Rezultati za vsako tretirano skupino so izrazeni kot povpre¢ni stimulacijski indeks (SI). SI se dobi tako, da se
povprecno Stevilo relativne luminiscencne enote/mis v vsaki skupini preskusne snovi in v pozitivni kontrolni
skupini deli s povpre¢nim $tevilom relativne luminiscen¢ne enote/mis za kontrolno skupino s topilom/nosilcem.
Povpre¢ni stimulacijski indeks za kontrolne skupine z nosilcem je potem 1.

Rezultat se Steje za pozitivnega, Ce je SI = 1,8 (10). Vendar se lahko pri odlocanju, ali je mejni rezultat pozitiven
(tj. vrednost SI med 1,8 in 2,5), uporabijo tudi mo¢ odziva na odmerek, statisticni pomen ter doslednost odzivov
v topilu/nosilcu in pozitivni kontroli (2) (3) (37).

Pri mejnem pozitivnem odzivu s SI med 1,8 in 2,5 bodo uporabniki morda za potrditev, da so taksni rezultati
pozitivni, poleg vrednostih SI upostevali tudi mo¢ odziva na odmerek, dokaze o sistemski toksi¢nosti ali statisti¢ni
pomen (10). Upostevati je treba tudi razlicne lastnosti preskusne snovi, vklju¢no s strukturno podobnostjo z
znanimi povzrocitelji preobcutljivosti, povzrocanjem ¢ezmernega lokalnega draZenja koZe pri misi ter naravo
opazenega odnosa med odmerkom in odzivom. Ti in drugi razlogi so podrobno obdelani drugje (4).

Zbiranje podatkov na ravni posamezne mi$i bo omogodilo statisticno analizo prisotnosti in stopnje odnosa med
odmerkom in odzivom v podatkih. Morebitna statisticna ocena lahko vkljucuje oceno odnosa med odmerkom in
odzivom ter ustrezno prilagojene primerjave preskusnih skupin (npr. skupina, ki je prejela odmerek v parih, proti
primerjavam primerjalnih kontrolnih skupin s topilom/nosilcem). Statisticna analiza lahko obsega npr. linearno
regresijo ali Williamsov preskus za oceno nihanj odziva na odmerek in Dunnettov preskus za primerjave po parih.
Pri izbiri ustrezne metode statisticne analize se mora raziskovalec zavedati moznih neenakosti varianc in drugih
sorodnih problemov, zaradi katerih je lahko nujna pretvorba podatkov ali neparametrska statisticna analiza. V
vsakem primeru bo moral raziskovalec morda izvesti izracune stimulacijskega indeksa in statisticne analize s
podatkovnimi tockami (v¢asih imenovanimi ,izlocitve’) in brez njih.
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PODATKI IN POROCANJE
Podatki

34. Podatki se povzamejo v obliki preglednice, ki prikazuje vrednosti relativne luminiscen¢ne enote za posamezno
zival, skupinsko povprecje relativne luminiscencne enotefZival, s tem povezane napake (npr. SD, SEM) in
povprecni SI za vsako skupino odmerka v primerjavi s primerjalno kontrolno skupino s topilom/nosilcem.

Porodilo o preskusu

35. Porocilo o preskusu vsebuje naslednje informacije:
preskusne in kontrolne kemikalije:

— identifikacijske podatke (npr. Stevilko CAS in $tevilko EC, Ce je na voljo; vir; &istost; znane necistoce, Stevilko
serije),

— fizikalno stanje in fizikalno-kemijske lastnosti (npr. hlapnost, stabilnost, topnost),

— Ce je zmes, sestavo in relativne odstotke sestavin;

topilo/nosilec:
— identifikacijske podatke (Cistost, po potrebi koncentracijo, uporabljeno koli¢ino),

— utemeljitev izbire uporabljenega nosilca;

preskusne Zivali:

— vir miSi seva CBA,

— mikrobioloski status Zivali, ¢e je znan,
— Stevilo in starost Zivali,

— vir zivali, namestitvene pogoje, prehrano, itd.;

preskusni pogoji:

— vir, Stevilko serije in podatke proizvajalca glede zagotavljanja kakovosti/nadzora kakovosti kompleta za ATP,
— podatke o pripravi in uporabi preskusne snovi,

— utemeljitev izbire odmerka (vklju¢no z rezultati predhodnega presejalnega preskusa, ce je bil izveden),

— uporabljene koncentracije nosilca in preskusne snovi in skupno koli¢ino uporabljene preskusne snovi,

— podatke o kakovosti hrane in vode (vklju¢no z vrsto/virom prehranjevanja, virom vode),

— podatke o programih tretiranja in vzorcenja,

— metode merjenja toksi¢nosti,

— merila za obravnavanje $tudij kot pozitivnih ali negativnih,

— podrobnosti o morebitnih odstopanjih protokola in pojasnilo, kako odstopanje vpliva na zasnovo studije in
njene rezultate;

preverjanje zanesljivosti:

— povzetek rezultatov zadnjega preverjanja zanesljivosti, vklju¢no z informacijami o uporabljeni preskusni snovi,
koncentraciji in nosilcu,
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— primerjalne infali pretekle pozitivne in primerjalne negativne (topilo/nosilec) kontrolne podatke za preskuse-
valni laboratorij,

— Ce primerjalna pozitivna kontrola ni bila vkljucena, datum in laboratorijsko porocilo nazadnje izvedene redne
pozitivne kontrole in porocilo, ki navaja pretekle pozitivne kontrolne podatke za laboratorij, na podlagi
katerih je upraviceno neizvajanje primerjalne pozitivne kontrole;

rezultati:

— posamezne mase Zivali na zaCetku odmerjanja in ob predvideni usmrtitvi; ter povprecno in povezano napako
(npr. SD, SEM) za vsako tretirano skupino,

— Casovni potek zacetka toksi¢nosti in njenih znakov, vklju¢no z morebitnim drazenjem koZe na mestu dajanja
za vsako zival,

— cas usmirtitve Zivali in Cas merjenja ATP za vsako Zival,

— preglednico z vrednostmi relativne luminiscencne enote in vrednostmi stimulacijskega indeksa za vsako
tretirano skupino odmerka,

— povpre¢no in povezano napako (npr. SD, SPM) za relativno luminiscenéno enoto/mi§ za vsako tretirano
skupino,

— izraCunan SI in ustrezno merilo spremenljivosti, ki uposteva spremenljivost med posameznimi Zivalmi tako v
preskusni snovi kot kontrolnih skupinah,

— odnos med odmerkom in odzivom,

— po potrebi, statisticne analize;

razprava o rezultatih:

— kratke pripombe o rezultatih, analizo odziva na odmerek in po potrebi statisti¢ne analize, s sklepom, ali naj se
prip pop p )
preskusna snov Steje za povzrocitelja preobéutljivosti koze.
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Dodatek 1

OPREDELITVE POJMOV

Natancnost: stopnja ujemanja rezultatov preskusne metode z uveljavljenimi referen¢nimi vrednostmi. To je merilo
u¢inkovitosti preskusne metode in eden od vidikov ustreznosti. Ta izraz in izraz skladnost’ se pogosto izmeni¢no
uporabljata za pomen deleza ustreznih rezultatov preskusne metode (38).

Primerjalna snov: snov, ki povzroca preobcutljivost ali je ne povzroca in se uporablja kot standard za primerjavo s
preskusno snovjo. Primerjalna snov mora imeti naslednje lastnosti: (i) trajen in zanesljiv vir; (ii) strukturno in funk-
cijsko podobnost z razredom preskusanih snovi; (iii) znane fizikalno-kemijske lastnosti; (iv) podporne podatke o
znanih u¢inkih in (v) znano ucinkovitost v razponu Zelene reakcije.

Lazno negativna snov: snov, ki je s preskusno metodo nepravilno opredeljena kot negativna ali neaktivna, ¢eprav je
dejansko pozitivna ali aktivna.
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Lazno pozitivna snov: snov, ki je s preskusom nepravilno opredeljena kot pozitivna ali aktivna, ¢eprav je dejansko
negativna ali neaktivna.

Nevarnost: moznost $kodljivega ucinka na zdravje ali okolje. Do $kodljivega ucinka pride, ¢e je raven izpostavljenosti
dovolj velika.

Ponovljivost v laboratorijih: merjenje obsega, v katerem lahko razli¢ni kvalificirani laboratoriji, ki uporabljajo isti protokol
in preskusajo iste preskusne snovi, pridejo do kvalitativno in kvantitativno podobnih rezultatov. Ponovljivost v
laboratorijih se ugotovi med postopki pred validacijo in med validacijo ter kaze, v kaksnem obsegu se lahko preskus
uspesno uporablja v vec laboratorijih; imenuje se tudi ponovljivost v razli¢nih laboratorijih (38).

Ponovljivost v laboratoriju: dolocitev obsega, v katerem lahko kvalificirane osebe v istem laboratoriju uspesno ponovijo
rezultate z uporabo dolocenega protokola v razlicnem casu. Imenuje se tudi ponovljivost znotraj laboratorija (38).

Izlocitev: izlocCitev je ugotovitev, ki se izrazito razlikuje od drugih vrednosti v naklju¢nem vzorcu populacije.

Zagotavljanje kakovosti: postopek upravljanja, pri katerem posamezniki, neodvisni od oseb, ki so izvajale preskuse,
ocenijo izpolnjevanje laboratorijskih standardov za preskusanje, zahtev in postopkov vodenja evidenc ter natanc¢nosti
prenosa podatkov.

Zanesljivost: stopnja ponovljivosti preskusne metode v laboratorijih in med njimi v dolocenem ¢asovnem obdobju pri
uporabi istega protokola. Oceni se z izracunom ponovljivosti v enem ali ve¢ laboratorijih (38).

Preobéutljivost koZe: imunoloski proces, ki se pojavi, ko je obcutljiv posameznik lokalno izpostavljen kemicnemu
alergenu, ki na kozi sprozi imunski odziv in lahko povzroci razvoj preobcutljivosti ob stiku.

Stimulacijski indeks (SI): vrednost, izracunana za oceno morebitne preobcutljivosti koZe, ki jo lahko povzroci preskusna
snov; je razmerje med mnoZenjem v tretiranih skupinah in mnoZenjem v primerjalni kontrolni skupini z nosilcem.

Preskusna snov (imenovana tudi preskusna kemikalija): katera koli snov ali zmes, preskusana z uporabo te preskusne
metode.

B.51. PREOBCUTLJIVOST KOZE: LOKALNA ANALIZA BEZGAVK: BRDU-ELISA
UvoD

1. Smernice OECD za preskuSanje kemikalij in preskusne metode EU se redno preverjajo zaradi znanstvenega
napredka, spreminjajocih se zakonodajnih potreb in vprasanj, povezanih z dobrim pocutjem Zivali. Prva preskusna
metoda (B.42) za dolocanje preobcutljivosti koze pri misi, lokalna analiza bezgavk (LLNA; Smernica za presku-
$anje OECD 429) je bila Ze preverjena (1 in poglavje B.42 te Priloge). Objavljene so podrobnosti o validaciji LLNA
in pregled s tem povezanega dela (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). Pri LLNA se za merjenje mnoZenja limfocitov
uporablja radioizotopni timidin ali jod, zato je lahko uporaba analize omejena v primerih, kjer je pridobitev,
uporaba ali odstranitev radioaktivnosti tezavna. LLNA: BrdU-ELISA [encimsko-imunski test, v nadaljnjem besedilu:
analiza LLNA: BrdU-ELISA] je neradioaktivna razli¢ica LLNA, pri kateri se uporablja radioaktivno neoznacen 5-
bromo 2-deoksiuridin (BrdU) (Sluzba za izmenjavo kemijskih izvleckov [CAS] $t. 59-14-3) v preskusnem sistemu,
ki temelji na encimsko-imunskem testu za merjenje mnoZenja limfocitov. Analizo LLNA: BrdU-ELISA je validirala
in pregledala mednarodna neodvisna strokovna skupina za ocenjevanje ter jo priporocila kot koristno za opre-
delitev kemikalij, ki povzrocajo preobcutljivost, in kemikalij, ki je ne povzrocajo, z nekaterimi omejitvami (10)
(11) (12). Ta preskusna metoda je zasnovana za ocenjevanje morebitne preobcutljivosti koze s kemikalijami
(snovmi in zmesmi) pri Zivalih. Poglavje B.6 te priloge in Smernica za preskusanje OECD 406 uporabljata
preskuse na morskih prasickih, predvsem maksimizacijski in Buehlerjev preskus na morskih prasickih (13).
LLNA (poglavje B.42 te priloge; Smernica za preskuanje OECD 429) in dve spremembi, pri katerih se radioa-
ktivnost ne uporablja, analiza LLNA: BrdU-ELISA (poglavje B.51 te priloge; Smernica za preskusanje OECD 442 B)
in analiza LLNA: DA (poglavje B.50 te priloge; Smernica za preskuSanje OECD 442 A) zaradi manj pogoste in
izpopolnjene uporabe Zivali zagotavljajo prednost v primerjavi s preskusi na morskih prasickih iz metode B.6 in
Smernice za preskusanje OECD 406 (13).
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2.

Podobno kot LLNA tudi analiza LLNA: BrdU-ELISA preucuje indukcijsko fazo preobcutljivosti koze in zagotavlja
koli¢inske podatke, ki so primerni za oceno odziva na odmerek. Ker odkriva povzrocitelje preobcutljivosti, ne da
bi bilo pri tem treba uporabiti radioaktivni oznacevalec za DNA, se ne pojavljajo vprasanja glede poklicne
izpostavljenosti radioaktivnosti in odstranjevanja odpadkov. Zaradi tega bo za odkrivanje povzrociteljev preobcut-
ljivosti morda mogoca pogostejsa uporaba misi, zaradi Cesar bi se lahko e bolj zmanjSala uporaba morskih
prasickov za preskuSanje morebitne preobcutljivosti koze (tj. B.6; Smernica za preskusanje OECD 406) (13).

OPREDELITVE POJMOV

3.

Uporabljene opredelitve pojmov so navedene v Dodatku 1.

ZACETNI POMISLEKI IN OMEJITVE

4.

Analiza LLNA: BrdU-ELISA je spremenjena metoda LLNA za ugotavljanje morebitne preobcutljivosti koze s
kemikalijami, s posebnimi omejitvami. Ni nujno, da to pomeni, da je treba v vseh primerih namesto preskusov
na morskih prasickih ali LLNA (tj. B.6; Smernica za preskusanje OECD 406) (13) uporabiti analizo LLNA: BrdU-
ELISA, temvec da je ta analiza enakovredna in se lahko uporabi kot druga moznost, pri kateri obicajno niso ve¢
potrebne dodatne potrditve pozitivnih in negativnih rezultatov (10) (11). PreskuSevalni laboratorij mora pred
zaCetkom opravljanja Studije upostevati vse razpolozljive informacije o preskusni snovi. Taksne informacije bodo
vkljucevale vrsto in kemijsko sestavo preskusne snovi; njene fizikalno-kemijske lastnosti; rezultate katerih koli
drugih preskusov toksi¢nosti na preskusni snovi, in vitro ali in vivo; in toksikoloske podatke o strukturno sorodnih
kemikalijah. Te informacije je treba upostevati, da se doloci, ali je metoda LLNA: BrdU-ELISA primerna za
preskusno snov (glede na nezdruzljivost omejenega Stevila vrst kemikalij z analizo LLNA: BrdU-ELISA [glej
odstavek 5]) in za lazjo izbiro odmerka.

Analiza LLNA: BrdU-ELISA je metoda in vivo in posledi¢no ne odpravlja uporabe Zivali pri ocenjevanju delovanj, ki
povzrocajo alergijsko preobcutljivost ob stiku. Vendar ima moznost, da v primerjavi s preskusi na morskih
prasickih (B.6; Smernica za preskusanje OECD 406) (13), zmanj$a Stevilo Zivali, potrebnih v ta namen. Poleg
tega nudi analiza LLNA: BrdU-ELISA znatno izboljSanje nacina, kako se Zivali uporabljajo za preskusanje alergijske
preobéutljivosti ob stiku, saj v nasprotju z metodo B.6 in Smernico za preskusanje OECD 406 ne zahteva, da se
povzrocijo izzvane reakcije prekomerne obcutljivosti koZe. Poleg tega analiza LLNA: BrdU-ELISA za razliko od
maksimizacijskega preskusa na morskih prasickih ne zahteva uporabe pomoznega preskusa (poglavie B.6 te
priloge, 13). S tem analiza LLNA: BrdU-ELISA zmanjSuje trpljenje Zivali. Kljub prednostim analize LLNA:
BrdU-ELISA v primerjavi z metodo B.6 in Smernico za preskusanje OECD 406 (13) obstajajo nekatere omejitve,
zaradi katerih je lahko nujna uporaba metode B.6 ali Smernice za preskusanje OECD 406 (npr. preskusanje
dolocenih kovin, lazni pozitivni izidi pri nekaterih drazilnih snoveh za kozo [kot so nekatere vrste povrsinsko
razgradljivih kemikalij] (6) (1 in poglavje B.42 te priloge), topnost preskusne snovi). Poleg tega je zaradi kemijskih
razredov ali snovi s funkcionalnimi skupinami, za katere se je izkazalo, da lahko delujejo kot moteci dejavniki
(15), lahko potrebna uporaba preskusov na morskih prasickih (. B.6; Smernica za preskusanje OECD 406 (13)).
Za omegjitve, doloCene za LLNA (1 in poglavje B.42 te priloge), je bilo priporoceno, da se uporabljajo tudi za
analizo LLNA: BrdU-ELISA (10). Razen tak$nih dolocenih omejitev bi morala biti analiza LLNA: BrdU-ELISA
primerna za preskusanje katerih koli kemikalij, razen ¢e so s temi kemikalijami povezane lastnosti, ki lahko
ovirajo natan¢nost analize LLNA: BrdU-ELISA. Poleg tega je treba razmisliti o moznosti mejnih pozitivnih
rezultatov v primerih, ko so dobljene vrednosti stimulacijskega indeksa (SI) med 1,6 in 1,9 (glej odstavke 31-32).
To temelji na podatkovni zbirki za validacijo s 43 snovmi s stimulacijskim indeksom > 1,6 (glej odstavek 6), pri
kateri je analiza LLNA: BrdU-ELISA pravilno opredelila vseh 32 povzrociteljev preobcutljivosti pri LLNA, vendar je
nepravilno opredelila dve od 11 snovi, ki pri LLNA ne povzrocajo preobéutljivosti z vrednostmi stimulacijskega
indeksa med 1,6 in 1,9 (tj. mejno pozitivna vrednost) (10). Ker pa je bil za dolocanje vrednosti stimulacijskega
indeksa in izracun predvidljivih lastnosti preskusa uporabljen isti nabor podatkov, so lahko navedeni rezultati
pretirana ocena dejanskih predvidljivih lastnosti.

NACELA METODE PRESKUSANJA

6.

Osnovno nacelo, na katerem temelji analiza LLNA: BrdU-ELISA, je, da povzrocitelji preobcutljivosti povzrocijo
mnoZenje limfocitov v bezgavkah, ki drenirajo obmogcje nanosa preskusne snovi. To mnoZenje je sorazmerno z
odmerkom in mo¢jo uporabljenega alergena in je preprosto sredstvo za doseganje koli¢inske izmere preobcut-
ljivosti. MnoZenje se izmeri s primerjavo povpreCnega mnoZenja v vsaki preskusni skupini in povprecnega
mnoZenja v kontrolni skupini, tretirani z nosilcem. Dolo¢i se razmerje med povpre¢nim mnoZenjem v vsaki
tretirani skupini in povpre¢nim mnoZzenjem v primerjalni kontrolni skupini z nosilcem, ki se imenuje stimulacijski
indeks (SI) in mora biti > 1,6, preden je nadaljnje ocenjevanje preskusne snovi kot moznega povzrocitelja
preobcutljivosti koze utemeljeno. Opisani postopki temeljijo na merjenju vsebnosti BrdU, ki kaze povecano $tevilo
mnozecih se celic v uesnih bezgavkah. BrdU je analog timidina in se v mnozece se celice DNA vkljuc¢i na
podoben nacin. Vkljucitev BrdU se meri z encimsko-imunskim testom, ki uporablja protitelo, specificno za BrdU,
ki je oznaceno tudi s peroksidazo. Ko se doda substrat, peroksidaza reagira s substratom in nastane obarvan
produkt, ki je kolicinsko opredeljen pri doloceni absorbanci z uporabo ¢italca mikrotiterskih plos¢.
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OPIS ANALIZE

Izbira Zivalskih vrst

7.

Izbrana vrsta za ta preskus je mis. Validacijske $tudije za analizo LLNA: BrdU-ELISA so bile izvedene samo s
sevom CBA/JN, ki je zato priporoceni sev (10) (12). Uporabijo se mlade odrasle misje samice, ki Se niso kotile in
niso breje. Na zacetku Studije morajo biti Zivali stare 8-12 tednov, odstopanje mase Zivali pa mora biti ¢im
manjse in ne sme presegati 20 % povprecne mase. Namesto tega se lahko uporabi druge seve in samce, ko je
dobljenih dovolj podatkov za prikaz, da ne obstajajo znacilne razlike v odzivu pri analizi LLNA: BrdU-ELISA.

Bivalni in prehranjevalni pogoji

8.

Misi morajo biti skupinsko nastanjene (16), razen e je zagotovljena ustrezna znanstvena utemeljitev za njihovo
lo¢eno nastanitev. Temperatura v prostoru za poskusne zivali mora biti 22 * 3 °C. Ceprav mora biti relativna
vlaznost najmanj 30 % in po moznosti ne sme presegati 70 %, mora biti ciljna vlaznost, razen med ¢i§¢enjem
prostora, 50 do 60 %. Osvetlitev naj bo umetna, in sicer 12 ur svetlobe, 12 ur teme. Za hranjenje se lahko
uporablja konvencionalna laboratorijska prehrana z neomejeno oskrbo s pitno vodo.

Priprava Zivali

9.

Zivali se nakljucno izberejo, oznacijo tako, da je omogoceno posami¢no prepoznavanje (vendar ne s katero od
oblik usesnih oznak), in zadrzijo v kletkah najmanj pet dni pred zacetkom dajanja odmerka, da se lahko
prilagodijo laboratorijskim razmeram. Pred zaCetkom tretiranja se vse Zivali pregledajo, da se zagotovi, da nimajo
opaznih koznih lezij.

Priprava preskusnih raztopin

10

. Trdne kemikalije se pred nanosom na uho misi raztopijo ali suspendirajo v ustreznih topilih ali nosilcih in po
potrebi razredcijo. Tekoce kemikalije se lahko nanesejo nerazredcene ali pa se razred¢ijo pred dajanjem odmerka.
Pri netopnih kemikalijah, kot so tiste, ki se obicajno uporabljajo v medicinskih pripomockih, je treba uporabiti
mocno povecano ekstrakcijo v ustreznem topilu, da se odkrije vse ckstraktibilne sestavine za preskusanje pred
nanosom na uho misi. Preskusne snovi je treba pripravljati dnevno, razen ¢e podatki o stabilnosti kazejo, da je
shranjevanje sprejemljivo.

Preverjanje zanesljivosti

11

12.

13.

. Za prikaz ustrezne ucinkovitosti analize se uporabijo kemikalije pozitivne kontrole, ki se odzovejo z ustrezno in
ponovljivo obc¢utljivostjo kot preskusna snov, ki povzroca preobcutljivost, za katero je stopnja reakcije natanéno
opredeljena. Uporaba primerjalne pozitivne kontrole je priporocena, saj pokaze zmoznost laboratorija, da uspesno
izvede vsako analizo, ter omogoca ocenjevanje ponovljivosti in primerljivosti v enem ali ve¢ laboratorijih. Tudi
nekateri regulativni organi zahtevajo uporabo pozitivne kontrole pri vsaki raziskavi, zato se uporabnikom pripo-
roca, da se pred izvedbo analize LLNA: BrdU-ELISA posvetujejo s pristojnimi organi. V skladu s tem se priporoca
redna uporaba primerjalne pozitivne kontrole, saj tako ni potrebno dodatno preskusanje na Zzivalih za izpolnitev
zahtev, ki se lahko pojavijo zaradi uporabe redne pozitivne kontrole (glej odstavek 12). Pozitivna kontrola mora
povzroditi pozitiven odziv analize LLNA: BrdU-ELISA na raven izpostavljenosti, za katero se pricakuje, da bo dala
vedji stimulacijski indeks SI > 1,6 kot negativna kontrolna skupina. Odmerek pozitivne kontrole je treba izbrati
tako, da ne povzroci Cezmernega drazenja koze ali sistemske toksi¢nosti in da je indukcija ponovljiva, vendar ne
Cezmerna (tj. SI > 14 bi se Stel za ¢ezmernega). Priporocena pozitivna kontrola je 25-odstotni heksil cimetov
aldehid (CAS 3t. 101-86-0) in 25-odstotni evgenol (§t. CAS 97-53-0) v acetonu: olivnem olju (4:1, v[v). V
nekaterih okolis¢inah se lahko ob ustrezni utemeljitvi uporabijo druge pozitivne kontrole, ki izpolnjujejo zgornja
merila.

Obicajno je uporaba pozitivne kontrolne skupine priporocena, lahko pa obstajajo okolis¢ine, v katerih redno
preskudanje (tj. v razmikih < 6 mesecev) pozitivne kontrole morda zados¢a za laboratorije, ki redno izvajajo
analizo LLNA: BrdU-ELISA (tj. izvajajo analizo LLNA: BrdU-ELISA vsaj enkrat mese¢no) in imajo vzpostavljeno
zbirko preteklih podatkov o pozitivnih kontrolah, ki dokazuje zmoznost laboratorija, da pridobi ponovljive in
natancne rezultate s pozitivnimi kontrolami. Ustrezna strokovnost pri izvajanju analize LLNA: BrdU-ELISA se
lahko uspesno dokaze z dobivanjem doslednih pozitivnih rezultatov s pozitivno kontrolo pri vsaj desetih neod-
visnih preskusih, izvedenih v razumnem casovnem obdobju (tj. v manj kot enem letu).

Primerjalno pozitivno kontrolno skupino je treba vkljuciti vedno, kadar pride do postopkovne spremembe pri
analizi LLNA: BrdU-ELISA (npr. zamenjava usposobljenega osebja, zamenjava materiala za preskusno metodo
in/ali reagentov, zamenjava opreme za preskusno metodo, zamenjava vira preskusnih Zivali), tak§ne spremembe
pa je treba vedno zabeleZiti v laboratorijskih porocilih. Pri odlo¢anju o nujnosti vzpostavitve nove zbirke preteklih
podatkov za belezenje doslednosti pri rezultatih pozitivne kontrole je treba upostevati ucinek, ki ga imajo te
spremembe na ustreznost predhodno vzpostavljene zbirke preteklih podatkov.
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14

15.

16.

PR

. Raziskovalci se morajo zavedati, da odlocitev o izvajanju redne namesto primerjalne pozitivne kontrolne studije
vpliva na ustreznost in sprejemljivost negativnih rezultatov Studije, pridobljenih brez primerjalne pozitivne
kontrole v razmiku med rednimi pozitivnimi kontrolnimi $tudijami. Na primer, e je rezultat, pridobljen z
redno pozitivno kontrolno $tudijo, lazno negativen, so lahko vprasljivi negativni rezultati preskusne snovi, prid-
obljeni v ¢asu med zadnjo sprejemljivo redno pozitivno kontrolno $tudijo in nesprejemljivo redno pozitivno
kontrolno $tudijo. Pri odlocanju, ali vkljuciti primerjalne pozitivne kontrole ali izvajati samo redne pozitivne
kontrole, je treba skrbno preuciti posledice teh rezultatov. Treba je razmisliti tudi o uporabi manjSega stevila Zivali
v primerjalni pozitivni kontrolni skupini, ¢e je to znanstveno utemeljeno in ¢e laboratorij na podlagi preteklih
podatkov, znacilnih za laboratorij, dokaze, da se lahko uporabi manjse stevilo misi (17).

Ceprav je treba pozitivno kontrolo preskusiti v nosilcu, za katerega je znano, da povzroca dosleden odziv (npr.
aceton: olivno olje; 4:1, v[v), lahko obstajajo nekatere zakonodajne okolis¢ine, ko je potrebno tudi preskusanje v
nestandardnem nosilcu (klini¢nofkemi¢no ustrezne sestave) (18). Ce se primerjalna pozitivna kontrola preskusa v
drugem nosilcu kot preskusna snov, je treba za primerjalno pozitivno kontrolo vkljuciti lo¢en kontrolni nosilec.

V primerih, kjer se ocenjujejo preskusne snovi za poseben kemijski razred ali razpon reakcij, so lahko primerjalne
snovi uporabne tudi za dokaz, da preskusna metoda deluje pravilno za odkrivanje morebitne preobcutljivosti koze
pri teh vrstah preskusnih snovi. Ustrezne primerjalne snovi morajo imeti naslednje lastnosti:

— strukturno in funkcijsko podobnost z razredom preskusne snovi, ki se preskusa,

— znane fizikalno-kemijske lastnosti,

— podporne podatke iz analiz LLNA: BrdU-ELISA,

— podporne podatke od drugih Zivalskih modelov in/ali ljudi.

ESKUSNI POSTOPEK

Stevilo Zivali in velikost odmerkov

17

18.

19.

20.

. Na skupino odmerka se uporabijo najmanj $tiri Zivali z najmanj tremi koncentracijami preskusne snovi, poleg tega
pa Se primerjalna negativna kontrolna skupina, tretirana zgolj z nosilcem za preskusno snov, in pozitivna
kontrolna skupina (primerjalna ali izvedena pred kratkim, odvisno od politike laboratorija pri upostevanju
odstavkov 11-15). Treba je razmisliti o preskuSanju ve¢ odmerkov pozitivne kontrole, zlasti ¢e se pozitivna
kontrola preskua obcasno. Zivali v kontrolnih skupinah je treba, razen e se ne tretirajo s preskusno snovjo,
obravnavati in tretirati na enak nacin kot Zivali v tretiranih skupinah.

Izbira odmerka in nosilca mora temeljiti na priporocilih iz sklicev (2) in (19). Zaporedni odmerki se obicajno
izberejo iz ustrezne serije koncentracij, kot so 100 %, 50 %, 25 %, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% itd. Izbira
uporabljene serije koncentracij mora biti ustrezno znanstveno utemeljena. Kadar so na voljo, je treba pri izbiri
treh zaporednih koncentracij upostevati vse obstojece toksikoloske informacije (npr. akutno toksi¢nost in drazenje
koze) ter strukturne in fizikalno-kemijske informacije o Zeleni preskusni snovi (infali strukturno povezani snovi),
tako da je pri najvecji koncentraciji izpostavljenost najvecja, hkrati pa ni sistemske toksi¢nosti infali ¢ezmernega
drazenja koze (19) (20 in poglavje B.4 te Priloge). Ce takine informacije niso na voljo, je morda najprej potreben
predhodni presejalni preskus (glej odstavke 21-24).

Nosilec ne sme ovirati rezultatov preskusa ali vplivati nanje, izbere pa se na podlagi povecevanja topnosti, da se
med pripravljanjem raztopine[suspenzije, ki je primerna za uporabo preskusne snov, pridobi najvedjo mozno
koncentracijo. Priporocljivi nosilci so aceton: olivno olje (4:1, v[v), N,N-dimetilformamid, metil etil keton, propilen
glikol in dimetil sulfoksid (6), vendar se lahko uporabljajo tudi drugi, Ce je zagotovljena ustrezna znanstvena
utemeljitev. V nekaterih okoli¢inah je morda treba kot dodatno kontrolo uporabiti klinicno ustrezno topilo ali
trgovsko sestavo, v kateri se trzi preskusna snov. Paziti je treba zlasti, da so v nosilni sistem vkljucene hidrofilne
preskusne snovi, ki vlazijo koZo in se ne izsusijo takoj, z vkljucitvijo ustreznih pospesevalcev raztapljanja (npr. 1-
odstotnim Pluronic® L92). Zato se je treba izogibati povsem vodenim nosilcem.

Obdelava bezgavk posamezne misi omogoca oceno spremenljivosti med posameznimi Zivalmi in statisticno
primerjavo razlik med meritvami preskusne snovi in primerjalne kontrolne skupine z nosilcem (glej odstavek
33). Poleg tega je ocena moznosti glede zmanjsanja Stevila misi v pozitivni kontrolni skupini izvedljiva samo, ¢e
se zbira podatke o posameznih Zivalih (17). Poleg tega nekateri regulativni organi zahtevajo zbiranje podatkov o
posameznih Zivalih. Redno zbiranje podatkov o posameznih Zivalih zagotavlja prednosti glede dobrega pocutja
zivali, saj se s tem prepreci dvojno preskusanje, ki bi bilo potrebno, ¢e bi bilo treba rezultate, prvotno zbrane na
en natin (npr. preko zdruZenih podatkov o Zivalih) zaradi drugih zahtev regulativnih organov (npr. glede
podatkov o posameznih Zivalih) kasneje ponovno preuditi.
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Predhodni presejalni preskus

21

22.

. Ce informacije za dolocitev najvecjega odmerka za preskusanje niso na voljo (glej odstavek 18), je treba izvesti
predhodni presejalni preskus, da se dolo¢i ustrezna velikost odmerka za preskusanje z analizo LLNA: BrdU-ELISA.
Namen predhodnega presejalnega preskusa je zagotoviti smernice za izbiro najvecje velikosti odmerka za uporabo
v glavni $tudiji analize LLNA: BrdU-ELISA v primerih, ko ni na voljo informacij o koncentraciji, ki povzroci
sistemsko toksi¢nost (glej odstavek 24) in/ali ¢ezmerno draZenje koze (glej odstavek 23). Najvegja velikost
odmerka je 100-odstotna koncentracija preskusne snovi za tekocine ali najvi§ja mozna koncentracija za trdne
snovi ali suspenzije.

Predhodni presejalni preskus se izvede v pogojih, ki so enaki tistim v glavni $tudiji analize LLNA: BrdU-ELISA, s to
razliko, da se ne izvede ocena mnoZenja v bezgavkah in da se lahko uporabi manj Zivali na skupino odmerka.
Predlaga se uporaba ene ali dveh zZivali na skupino odmerka. Vse misi se opazuje dnevno glede klini¢nih znakov
sistemske toksicnosti ali lokalnega draZenja na mestu nanosa. Telesna masa se zabelezi pred preskusom in pred
usmrtitvijo (6. dan). Obe uSesi vsake misi se opazuje glede rdecine in oceni s pomocjo preglednice 1 (20 in
poglavie B.4 te priloge). Meritve debeline uSesa se izvedejo z napravo za merjenje debeline (npr. digitalnim
mikrometrom ali merilnikom debeline s $tevilénico) 1. dan (pred odmerkom), 3. dan (priblizno 48 ur pred
prvim odmerkom) in 6. dan. Poleg tega se lahko 6. dan debelino usesa doloci s preluknjanjem ues za dolocitev
mase, ki se izvede po humani usmrtitvi Zivali. Znak za ¢ezmerno drazenje je rdecina z oceno = 3 infali povecana
debelina usesa za > 25 % na kateri koli dan merjenja (21) (22). Najvedji odmerek, izbran za glavno $tudijo analize
LLNA: BrdU-ELISA, je naslednji nizji odmerek v seriji koncentracij iz predhodnega presejalnega preskusa (glej
odstavek 18), ki ne povzroci sistemske toksi¢nosti in/ali ¢ezmernega drazenja koze.

Preglednica 1

Ocena rdecine

Ugotovitev Ocena

Rdecine ni 0

Neznatna rdecina (komajda opazna) 1

Zelo razlo¢na rdecina 2

Zmerna do mocna rdecina 3

Mocna rdecina (rdecina rdece pese) in nastanek krast ovirata razvrstitev rdecine 4

23

24.

. Poleg 25-odstotnega povecanja debeline uSesa (21) (22) se za opredelitev drazilnih snovi pri LLNA uporablja tudi
statisti¢no znacilno povecanje debeline uSesa tretirane mii v primerjavi s kontrolno misjo (22) (23) (24) (25) (26)
(27) (28). Ker pa se lahko statisticno znacilno povecanje pojavi tudi pri debelini usesa, manjsi od 25 %, ni izrecno
povezano s ¢ezmernim drazenjem (25) (26) (27) (28) (29).

Naslednje klini¢ne ugotovitve lahko nakazujejo sistemsko toksi¢nost (30), kadar se uporabljajo kot del celovite
ocene, in zato lahko pokazejo najvecjo velikost odmerka za uporabo v glavni analizi LLNA: BrdU-ELISA: spre-
membe v delovanju Zivénega sistema (npr. piloerekcija, ataksija, tremorji in krci); vedenjske spremembe (npr.
agresivnost, spremembe glede nege, opazna sprememba stopnje aktivnosti); spremembe dihanja (npr. spremembe
frekvence in intenzivnosti dihanja, kot so dispneja, zasoplost in hropenje) in spremembe glede uzivanja hrane in
vode. Poleg tega je treba pri oceni upostevati znake letargije infali neodzivnosti ter morebitne klini¢ne znake
bolecine in trpljenja, ki niso samo blagi ali trenutni, ali zmanjsanje telesne mase za >5 % od 1. do 6. dne ter
smrtnost. Umirajoce Zzivali ali zivali, ki kaZejo znake hudega in dolgotrajnega trpljenja, se usmrtijo na human
nacin (31).

Nacért za poskus glavne Studije

25.

Nacrt za poskus analize je naslednji:

— 1. dan: Posamicno ugotovljena in zabeleZena masa vsake Zivali in morebitne klini¢ne ugotovitve. Nanos 25 pl
ustrezno razred¢ene preskusne snovi, samega nosilca ali pozitivne kontrole (primerjalne ali izvedena pred
kratkim, odvisno od politike laboratorija pri upostevanju odstavkov 11-15) na vsak uhel;.

— 2. in 3. dan: Ponovi se postopek nanosa, ki je bil izveden 1. dan.
— 4. dan: Brez tretiranja.

— 5. dan: Intraperitonealno vbrizganje 0,5 ml (5 mg/mis) raztopine BrdU (10 mg/ml).
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— 6. dan: ZabeleZi se masa vsake Zivali in morebitne klini¢ne ugotovitve. Priblizno 24 ur po vbrizgani BrdU se
zivali humano usmrti. USesne bezgavke ob vsakem uSesu misi se izreZejo in shranijo v fosfatni pufer s soljo
(PBS) za vsako Zival Podatki in diagrami o identifikaciji in izrezu bezgavk so na voljo v sklicu (17). Za
nadaljnje spremljanje odziva koZe v glavni Studiji se lahko v Studijski protokol vklju¢ijo dodatni parametri,
kot so ocena rdecine uSesa ali meritve debeline udesa (pridobljene z merilnikom debeline ali preluknjanjem
uSes za dolocitev mase pri obdukciji).

Priprava celi¢nih suspenzij

26

. Enotna celicna suspenzija iz celic bilateralno izrezanih bezgavk vsake misi se pripravi z blago mehanicno
disagregacijo skozi zi¢no mrezo iz nerjavnega jekla z velikostjo odprtin 200 mikronov ali drugo uveljavljeno
tehniko za pripravo enotne celi¢ne suspenzije (npr. uporabo plasticnega pestila za enkratno uporabo za drobljenje
bezgavk, ki mu sledi prehajanje skozi mrezo iz najlona z velikostjo odprtin 70 mikronov). Postopek priprave
suspenzije iz celic bezgavk je pri tej analizi bistvenega pomena, zato mora vsak izvajalec predhodno pridobiti te
spretnosti. Bezgavke Zivali v negativni kontroli so majhne, zato je treba biti pazljiv, da ne pride do umetnega
vpliva na vrednosti SI. V vsakem primeru je treba ciljni volumen suspenzije iz celic bezgavk prilagoditi doloce-
nemu optimiziranemu volumnu (priblizno 15 ml). Optimiziran volumen temelji na doseganju povprecne absor-
bance negativne kontrolne skupine v razponu 0,1-0,2.

Doloditev mnoZenja celic (merjenje vsebnosti bromdeoksiuridina (BrdU) v DNA limfocitov)

27

. BrdU se meri z encimsko-imunskim testom z uporabo trznega kompleta (npr. Roche Applied Science, Mannheim,
Nemcija, $t. v katalogu 11 647 229 001). Na kratko, v vdolbinice treh mikroplo¢ z ravnim dnom se doda
100 pL suspenzije iz celic bezgavk. Po fiksaciji in denaturaciji celic iz bezgavk se v vsako vdolbinico doda anti-
BrdU protitelo in omogodi, da pride do reakcije. Nato se anti-BrdU protitelo odstrani s spiranjem, doda se
raztopina substrata in omogoci se, da nastane kromogen. Nato se izmeri absorbanca pri 370 nm z referen¢no
valovno dolzino 492 nm. V vseh primerih morajo biti preskusni pogoji analize optimizirani (glej odstavek 26).

OPAZOVANJA

Kliniéna opazovanja

28

Te
29

. Vsako mi3 je treba vsaj enkrat dnevno natan¢no opazovati glede klini¢nih znakov, lokalnega drazenja na mestu
nanosa ali sistemske toksicnosti. Vsa opazovanja se sistematicno zabelezijo v evidence, ki se vodijo za vsako mis.
Nacrt spremljanja vkljucuje merila za hitro identifikacijo misi, ki izrazajo sistemsko toksi¢nost, ¢ezmerno drazenje
koze ali jedkost za koZo zaradi evtanazije (31).

lesna masa

. Kot je navedeno v odstavku 25, se telesna masa posameznih Zivali izmeri na zacetku preskusa in ob predvideni
humani usmrtitvi.

IZRACUN REZULTATOV

30

31.

32.

. Rezultati za vsako tretirano skupino so izraZeni kot povprecni stimulacijski indeks (SI). SI se dobi tako, da se
povprecni indeks oznacevanja za BrdU/mi§ v vsaki skupini preskusne snovi in v pozitivni kontrolni skupini deli s
povprecnim indeksom oznacevanja za BrdU za kontrolno skupino s topilom/nosilcem. Povprecni stimulacijski
indeks za kontrolne skupine z nosilcem je potem 1.

Indeks oznacevanja za BrdU je opredeljen kot:

indeks oznacevanja za BrdU = (ABS,,, — ABS blank,,,) — (ABS. — ABS blank )

pri ¢emer je em = valovna dolZina emisije in ref = referencna valovna dolzina.

Rezultat se Steje za pozitivnega, Ce je SI > 1,6 (10). Vendar se lahko pri odlocanju, ali je mejni rezultat pozitiven
(. vrednost SI med 1,6 in 1,9), uporabijo tudi mo¢ odziva na odmerek, statisticni pomen ter doslednost odzivov
v topilu/nosilcu in pozitivni kontroli (3) (6) (32).

Pri mejnem pozitivnem odzivu s SI med 1,6 in 1,9 bodo uporabniki morda za potrditev, da so taksni rezultati
pozitivni, poleg vrednosti SI upostevali tudi mo¢ odziva na odmerek, dokaze o sistemski toksi¢nosti ali statisti¢ni
pomen (10). Upostevati je treba tudi razlicne lastnosti preskusne snovi, vklju¢no s strukturno podobnostjo z
znanimi povzrocitelji preobCutljivosti, povzrocanjem ¢ezmernega lokalnega draZenja koZe pri misi ter naravo
opazenega odnosa med odmerkom in odzivom. Ti in drugi razlogi so podrobno obdelani drugje (4).
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33. Zbiranje podatkov na ravni posamezne misi bo omogodilo statisticno analizo prisotnosti in stopnje odnosa med
odmerkom in odzivom v podatkih. Morebitna statisti¢na ocena lahko vkljucuje oceno odnosa med odmerkom in
odzivom ter ustrezno prilagojene primerjave preskusnih skupin (npr. skupina, ki je prejela odmerek v parih, proti
primerjavam primerjalnih kontrolnih skupin s topilom/nosilcem). Statistina analiza lahko obsega npr. linearno
regresijo ali Williamsov preskus za oceno nihanj odziva na odmerek in Dunnettov preskus za primerjave po parih.
Pri izbiri ustrezne metode statistiCne analize se mora raziskovalec zavedati moznih neenakosti varianc in drugih
sorodnih problemov, zaradi katerih je lahko nujna pretvorba podatkov ali neparametrska statisticna analiza. V
vsakem primeru bo moral raziskovalec morda izvesti izra¢une stimulacijskega indeksa in statisticne analize s
podatkovnimi toc¢kami (v¢asih imenovanimi ,izlocitve’) in brez njih.

PODATKI IN POROCANJE
Podatki

34. Podatki se povzamejo v obliki preglednice, ki prikazuje vrednosti indeksa oznacevanja za BrdU, skupinsko
povpredje indeksa oznacevanja za BrdU|Zival, s tem povezane napake (npr. SD, SEM) in povprecni SI za vsako
skupino odmerka v primerjavi s primerjalno kontrolno skupino s topilom/nosilcem.

Porodilo o preskusu

35. Porocilo o preskusu vsebuje naslednje informacije:
preskusne in kontrolne kemikalije:

— identifikacijske podatke (npr. Stevilko CAS in Stevilko EC, Ce je na voljo; vir; Cistost; znane necistoce, Stevilko
serije),

— fizikalno stanje in fizikalno-kemijske lastnosti (npr. hlapnost, stabilnost, topnost),

— Ce je zmes, sestavo in relativne odstotke sestavin;

topilo/nosilec:
— identifikacijske podatke (Cistost, po potrebi koncentracijo, uporabljeno koli¢ino),

— utemeljitev izbire uporabljenega nosilca;

preskusne Zivali:

— vir miSi seva CBA,

— mikrobioloski status Zivali, ¢e je znan,
— Stevilo in starost Zivali,

— Stevilo, starost in spol zivali;

preskusni pogoji:

— vir, tevilko serije in podatke proizvajalca glede zagotavljanja kakovosti/nadzora kakovosti (obcutljivost na
protitelesa in specificnost ter mejo zaznavnosti) kompleta za encimsko-imunski test,

— podatke o pripravi in uporabi preskusne snovi,

— utemeljitev izbire odmerka (vkljuéno z rezultati predhodnega presejalnega preskusa, e je bil izveden),
— uporabljene koncentracije nosilca in preskusne snovi in skupno koli¢ino uporabljene preskusne snovi,
— podatke o kakovosti hrane in vode (vkljucno z vrsto[virom prehranjevanja, virom vode),

— podatke o programih tretiranja in vzorcenja,

— metode merjenja toksi¢nosti,
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— merila za obravnavanje $tudij kot pozitivnih ali negativnih,

— podrobnosti o morebitnih odstopanjih protokola in pojasnilo, kako odstopanje vpliva na zasnovo Studije in
njene rezultate;

preverjanje zanesljivosti:

— povzetek rezultatov zadnjega preverjanja zanesljivosti, vklju¢no z informacijami o uporabljeni preskusni snovi,
koncentraciji in nosilcu,

— primerjalne infali pretekle pozitivne in primerjalne negativne (topilo/nosilec) kontrolne podatke za preskuse-
valni laboratorij,

— Ce primerjalna pozitivna kontrola ni bila vkljucena, datum in laboratorijsko porocilo nazadnje izvedene redne
pozitivne kontrole in porocilo, ki navaja pretekle pozitivne kontrolne podatke za laboratorij, na podlagi
katerih je upravi¢eno neizvajanje primerjalne pozitivne kontrole;

rezultati:

— posamezne mase Zivali na zacetku odmerjanja in ob predvideni humani usmrtitvi; ter povprecno in povezano
napako (npr. SD, SEM) za vsako tretirano skupino,

— Casovni potek zacetka toksi¢nosti in njenih znakov, vkljuno z morebitnim drazenjem koze na mestu dajanja
za vsako Zival,

— preglednico s kazalniki oznacevanja za BrdU za vsako posamezno mi§ in vrednosti SI za vsako tretirano
skupino,

— povprecno in povezano napako (npr. SD, SPM) za indeks oznacevanja za BrdU/mis za vsako tretirano skupino,

— izracunan SI in ustrezno merilo spremenljivosti, ki uposteva spremenljivost med posameznimi Zivalmi tako v
preskusni snovi kot kontrolnih skupinah,

— odnos med odmerkom in odzivom,

— po potrebi, statisticne analize;

razprava o rezultatih:

— kratke pripombe o rezultatih, analizo odziva na odmerek in po potrebi statisticne analize, s sklepom, ali naj se
preskusna snov Steje za povzrocitelja preobcutljivosti koze.
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Dodatek 1
OPREDELITVE POJMOV

Natancnost: stopnja ujemanja rezultatov preskusne metode z uveljavljenimi referen¢nimi vrednostmi. To je merilo
u¢inkovitosti preskusne metode in eden od vidikov ustreznosti. Ta izraz in izraz skladnost’ se pogosto izmeni¢no
uporabljata za pomen deleza ustreznih rezultatov preskusne metode (33).

Primerjalna snov: snov, ki povzroca preobcutljivost ali je ne povzroca in se uporablja kot standard za primerjavo s
preskusno snovjo. Primerjalna snov mora imeti naslednje lastnosti: (i) trajen in zanesljiv vir; (i) strukturno in funk-
cijsko podobnost z razredom preskusanih snovi; (iii) znane fizikalno-kemijske lastnosti; (iv) podporne podatke o
znanih ucinkih in (v) znano ucinkovitost v razponu Zelene reakcije.

Lazno negativna snov: preskusna snov, ki je s preskusno metodo nepravilno opredeljena kot negativna ali neaktivna,
Ceprav je dejansko pozitivna ali aktivna (33).

Lazno pozitivna snov: preskusna snov, ki je s preskusom nepravilno opredeljena kot pozitivna ali aktivna, ¢eprav je
dejansko negativna ali neaktivna (33).

Nevarnost: moznost $kodljivega u¢inka na zdravje ali okolje. Do $kodljivega ucinka pride, ¢e je raven izpostavljenosti
dovolj visoka.

Ponovljivost v laboratorijih: merjenje obsega, v katerem lahko razli¢ni kvalificirani laboratoriji, ki uporabljajo isti protokol
in preskusajo iste preskusne snovi, pridejo do kvalitativno in kvantitativno podobnih rezultatov. Ponovljivost v
laboratorijih se ugotovi med postopki pred validacijo in med validacijo ter kaze, v kakinem obsegu se lahko preskus
uspesno uporablja v ve¢ laboratorijih; imenuje se tudi ponovljivost v razli¢nih laboratorijih (33).
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Ponovljivost v laboratoriju: dolocitev, obsega, v katerem lahko kvalificirane osebe v istem laboratoriju uspesno ponovijo
rezultate z uporabo dolocenega protokola v razlicnem Casu. Imenuje se tudi ponovljivost znotraj laboratorija (33).

Izlocitev: izlocCitev je ugotovitev, ki se izrazito razlikuje od drugih vrednosti v naklju¢nem vzorcu populacije.

Zagotavljanje kakovosti: postopek upravljanja, pri katerem posamezniki, neodvisni od oseb, ki so izvajale preskuse,
ocenijo izpolnjevanje laboratorijskih standardov za preskusanje, zahtev in postopkov vodenja evidenc ter natancnosti
prenosa podatkov.

Zanesljivost: stopnja ponovljivosti preskusne metode v laboratorijih in med njimi v dolocenem ¢asovnem obdobju pri
uporabi istega protokola. Oceni se z izracunom ponovljivosti v enem ali ve¢ laboratorijih (33).

Preobcutljivost koZe: imunoloski proces, ki se pojavi, ko je obcutljiv posameznik lokalno izpostavljen kemic¢nemu
alergenu, ki na kozi sprozi imunski odziv in lahko povzroci razvoj preobcutljivosti ob stiku.

Stimulacijski indeks (SI): vrednost, izracunana za oceno morebitne preobcutljivosti koze, ki jo lahko povzroci preskusna
snov; je razmerje med mnoZenjem v tretiranih skupinah in mnoZenjem v primerjalni kontrolni skupini z nosilcem.

Preskusna snov (imenovana tudi preskusna kemikalija): katera koli snov ali zmes, preskusana z uporabo te preskusne
metode.”













Cena narocnine 2012 (brez DDV, skupaj s stroski posSiljanja z navadno posto)

Uradni list EU, seriji L + C, samo papirna razli¢ica 22 uradnih jezikov EU 1200 EUR na leto
Uradni list EU, seriji L + C, papirna razli¢ica + letni DVD 22 uradnih jezikov EU 1310 EUR na leto
Uradni list EU, serija L, samo papirna razli¢ica 22 uradnih jezikov EU 840 EUR na leto
Uradni list EU, seriji L + C, mesec¢ni zbirni DVD 22 uradnih jezikov EU 100 EUR na leto
Dopolnilo k Uradnemu listu (serija S — razpisi za javna narocila), Vecjezi¢no: 23 uradnih 200 EUR na leto
DVD, ena izdaja na teden jezikov EU

Uradni list EU, serija C — natecaji Jezik(-i) v skladu z 50 EUR na leto

natecajem(-i)

Naroc€ilo na Uradni list Evropske unije, ki izhaja v uradnih jezikih Evropske unije, je na voljo v 22 jezikovnih
razliCicah. Uradni list je sestavljen iz serije L (Zakonodaja) in serije C (Informacije in objave).

Na vsako jezikovno razliico se je treba naroCiti posebe;j.

V skladu z Uredbo Sveta (ES) &t. 920/2005, objavljeno v Uradnem listu L 156 z dne 18. junija 2005, institucije
Evropske unije zaasno niso obvezane sestavljati in objavljati vseh pravnih aktov v ir&¢ini, zato se Uradni list
v irskem jeziku prodaja posebe;.

Narocilo na Dopolnilo k Uradnemu listu (serija S — razpisi za javna naroc€ila) zajema vseh 23 uradnih jezikovnih
razliGic na enem vecjezicnem DVD-ju.

Na zahtevo nudi narocCilo na Uradni list Evropske unije pravico do prejemanja razli¢nih prilog k Uradnemu listu.
Naro¢niki so o objavi prilog obvesS¢eni v ,Obvestilu bralcu®, vstavlienem v Uradni list Evropske unije.

Prodaja in narocila

Narocilo na razne plaéljive periodi¢ne publikacije, kot je naro&ilo na Uradni list Evropske unije, je mozno pri nasih
komercialnih distributerjih. Seznam komercialnih distributerjev je na spletnem naslovu:

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

EUR-Lex (http://eur-lex.europa.eu) nudi neposreden in brezplacen dostop do prava Evropske unije. To
spletiSce omogoca pregled Uradnega lista Evropske unije, zajema pa tudi pogodbe,
zakonodajo, sodno prakso in pripravljalne akte za zakonodajo.

Za boljSe poznavanje Evropske unije preglejte spletiS¢e http://europa.eu

Urad za publikacije Evropske unije
2985 Luxembourg
LUKSEMBURG
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