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(Nelegislativni akty)

NARIZENI

NARIZENI KOMISE (EU) & 640/2012

ze dne 6. &ervence 2012,

kterym se pfizptisobuje technickému pokroku nafizeni (ES) & 440/2008, kterym se stanovi
zkuSebni metody podle nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢ 1907/2006 o registraci,
hodnoceni, povolovini a omezovini chemickych litek

(Text s vyznamem pro EHP)

EVROPSKA KOMISE,

s ohledem na Smlouvu o fungovani Evropské unie,

s ohledem na nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES)
¢. 19072006 ze dne 18. prosince 2006 o registraci, hodnocent,
povolovani a omezovani chemickych latek, o zfizeni Evropské
agentury pro chemické latky, o zméné smérnice 1999/45/ES
a o zrudeni naffzeni Rady (EHS) ¢. 793/93, nafizeni Komise
(ES) ¢. 1488/94, smérnice Rady 76/769/EHS a smérnic Komise
91/155(EHS, 93/67/EHS, 93/105/ES a 2000/21/ES (1), a zejména
na ¢l. 13 odst. 3 uvedeného nafizent,

vzhledem k témto davodim:

(1)  Nafizeni Komise (ES) ¢. 440/2008 (%) obsahuje zkusebni
metody pro urcovéani fyzikdlné-chemickych vlastnosti
latek, jejich toxicity a ekotoxicity, které se maji pouZivat
pro ucely nafizeni (ES) ¢. 1907/2006.

(2)  Nafizeni (ES) ¢. 440/2008 je tfeba aktualizovat a pred-
nostné do néj zahrnout nové a aktualizované alternativni
zkuSebni metody, jez neddvno schvilila OECD, aby
v souladu se smérnici Evropského parlamentu a Rady
2010/63/EU ze dne 22. zaf 2010 o ochrané zvifat

(') Ut vést. L 396, 30.12.2006, s. 1.
() UF. vést. L 142, 31.5.2008, s. 1.

pouzivanych  pro  védecké dGcely () a  smérnici
86/609/EHS Rady ze dne 24. listopadu 1986 o sblizovani
pravnich a spravnich pfedpist ¢lenskych stiti tykajicich
se ochrany zvifat pouZivanych pro pokusné a jiné
védecké tcely (*) doslo ke sniZeni poctu zvifat pouziva-
nych pro pokusné tcely. Se zicastnénymi stranami byla
tato pfedloha konzultovéna.

Nafizeni (ES) ¢. 440/2008 je proto tieba odpovidajicim
zptsobem zménit.

Opatfeni stanovend timto nafizenim jsou v souladu se
stanoviskem vyboru zfizeného podle ¢lanku 133 nafizeni
(ES) ¢€.1907/2006,

PRIJALA TOTO NARIZENI:

Cldnek 1

Priloha nafizeni (ES) ¢. 440/2008 se méni v souladu s pfilohou

tohot

Tot,o
v Ure
() Uk
() Ut

0 nafizeni.

Clanek 2

naf{zeni vstupuje v platnost tfetim dnem po vyhldseni
dnim véstniku Evropské unie.

. veést. L 276, 20.10.2010, s. 33.

. vést. L 358, 18.12.1986, s. 1.
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Toto nafizeni je zdvazné v celém rozsahu a piimo pouzitelné ve vSech ¢lenskych statech.

V Bruselu dne 6. cervence 2012.

Za Komisi
predseda
José MANUEL BARROSO
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PRILOHA

Pi{loha nafizeni (ES) ¢. 440/2008 se méni takto:

1. Kapitola B.42 se nahrazuje timto:

,B.42. SENZIBILIZACE KUZE: ZKOUSKA S VYSETRENIM LOKALNICH LYMFATICKYCH UZLIN

UvoD

1.

Metodiky OECD pro testovani chemickych litek a na nich zalozené zkusebni metody EU jsou pravidelné
pfezkoumdvany s ohledem na védecky pokrok, zmény regulacnich potfeb a dobré Zivotni podminky zvifat. Jiz
difve byla pfijata pivodni zkuSebni metoda (ZM) pro stanoveni senzibilizace kiize u mysi, tzv. zkouska
s vySetfenim lokdlnich lymfatickych uzlin (LLNA; zkusebni metodika OECD ¢. 429; kapitola B.42 této piilohy)
(1). Podrobnosti o validaci metody LLNA a piehled souvisejicich praci byly publikovany (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)
(9) (10) (11). Aktualizovand metoda LLNA je zaloZena na posouzeni zkusenosti a védeckych tdaji (12). Jednd se
o druhou ZM, kterd je ur¢ena k hodnoceni potencidlu chemikalii (litek a smési) zpusobovat senzibilizaci kiize
u zvifat. Druhd zkusebni metoda (tzn. podle zkuSebni metodiky OECD ¢. 406 nebo kapitoly B.6 této piilohy)
vyuzivd zkousky na morcatech, a to zvldst¢ maximaliza¢ni zkousku na morcatech a Biihlerav test (13). Metoda
LLNA poskytuje oproti metodé uvedené v kapitole B.6 a zkusebni metodice OECD ¢. 406 (13) urcité vyhody,
pokud jde o dobré Zivotni podminky zvifat. Tato aktualizovand zkuSebni metoda LLNA obsahuje sadu standardu
funkcnosti (dodatek 1), které lze pouzivat k posouzeni stavu validace novych anebo modifikovanych zkusebnich
metod, které jsou funkéné a mechanicky podobné metodé LLNA, v souladu se zdsadami uvedenymi v Pokynu
OECD ¢. 34 (14).

Metoda LLNA zkoumd indukéni fdzi senzibilizace kiize a poskytuje kvantitativni tdaje, které jsou vhodné pro
hodnoceni zavislosti odezvy na ddvce. Je tfeba poznamenat, Ze mirné nebo stiedné silné senzibilizujici latky, které
se doporucuji jako vhodné pozitivni kontrolni litky pro zkousky na morcatech (tzn. podle kapitoly B.6 této
piilohy nebo zkusebni metodiky OECD ¢. 406) (13) jsou vhodné také pro metodu LLNA (6) (8) (15). V této ZM je
jako alternativa popsdna také redukovand metoda LLNA (rLLNA), pii které by se mohlo pouzivat az o 40 % méné
zvifat (16) (17) (18). Metodu rLLNA lIze pouzit, kdyZ pravni ptedpisy vyzaduji potvrzeni negativni predikce
potencidlu ur¢ité chemické ldtky senzibilizovat kizi, pokud se dodrzi vSechny ostatni specifikace protokolu
metody LLNA popsané v této ZM. Predikce negativniho vysledku by méla byt zalozena na vSech dostupnych
informacich popsanych v odstavci 4. Pfed pouzitim metody rLLNA je nutno poskytnout jednoznacné obecné
a védecké zdtivodnéni jejtho pouziti. Pokud jsou v rozporu s pavodnim ocekdvanim ziskdny pfi pouziti metody
rLLNA pozitivni nebo nejednoznaéné vysledky, mize byt k interpretaci nebo objasnéni vysledku nezbytné provést
dalsi zkousky. Metoda rLLNA by se neméla pouzivat k zjisfovani nebezpecnosti latek, které se pouzivaji pii
zkouskdch senzibilizace kiZe, pokud jsou zapotiebi informace ohledné zavislosti odezvy na ddvce, napiiklad pii
podrobném dil¢im tifdéni litek pro tcely nafizeni (ES) ¢.1272/2008 o klasifikaci, oznacovdni a baleni ldtek
a smési nebo pro tcely globdlné harmonizovaného systému Klasifikace a oznacovdni chemickych ldtek OSN.

DEFINICE

3.

Pouzité definice jsou uvedeny v dodatku 2.

VYCHOZ[ UVAHY A OMEZENI

4.

Metoda LLNA pfedstavuje alternativni metodu pro identifikaci chemickych latek zptsobujicich senzibilizaci kize.
To vSak nutné neznamend, Ze by se metoda LLNA méla pouzivat ve vSech piipadech namisto zkousek na
morcatech (tzn. podle kapitoly B.6 nebo zkusebni metodiky OECD ¢. 406) (13); znamena to spiSe, Ze tato metoda
mé stejnou hodnotu a Ze ji lze pouzit jako alternativni metodu, jejiz pozitivni ani negativni vysledky obvykle jiz
nevyzaduji zddné dalsi potvrzovani. ZkuSebni laboratof by méla pfed provedenim studie zohlednit viechny
dostupné informace o zkousené ldtce. Mezi tyto informace patii totoznost a chemicka struktura zkousené latky,
jeji fyzikdlné-chemické vlastnosti, vysledky jakychkoli jinych zkousek toxicity in vitro a in vivo za pouziti zkouSené
latky a toxikologické tdaje o strukturné piibuznych latkdch. Tyto informace by se mély posoudit, aby se zjistilo,
zda je metoda LLNA vhodnd pro danou latku (s ohledem na neslucitelnost nékterych druht chemickych latek
s metodou LLNA — viz odstavec 5), a také aby se usnadnila volba davkovéni.

Zkusebni metoda LLNA je metodou in vivo, a tudiz takovd neeliminuje pouzivani zvifat pii hodnoceni alergického
kontaktniho senzibilizujictho plisobeni. Tato metoda v§ak umoziiuje snizit pocet zvifat, kterd jsou k tomuto déelu
nezbytnd. Kromé toho metoda LLNA nabizi podstatné zlepSeni zplisobu zachdzeni se zvifaty (méné bolesti
a utrpeni), kterd se vyuzivaji ke zkouseni kontaktni alergické senzibilizace. Metoda LLNA je zaloZena na posouzeni
imunologickych jevli navozenych chemickymi ldtkami béhem indukéni féze senzibilizace. Na rozdil od zkousek
na morcatech (tzn. podle kapitoly B.6 nebo zkusebni metodiky OECD ¢. 406) (13) metoda LLNA nevyzaduje
umélé vyvoldni kozni piecitlivélosti. Kromé toho metoda LLNA nevyzaduje ani pouZivani adjuvantu, jak je tomu
v piipadé maximaliza¢ni zkousky na morcatech (13). Diky tomu metoda LLNA snizuje bolest a utrpeni zvifat. Ale
i pres vyhody, které md metoda LLNA ve srovndni s metodou popsanou v kapitole B.6 a zkusebni metodice
OECD ¢. 406, je tieba si uvédomit, Ze existuji urcitd omezeni, kterd si mohou vyzddat pouziti metody popsané
v kapitole B.6 nebo zkuSebni metodice OECD ¢. 406 (13) (napf. falesné negativni vysledky pfi pouziti metody
LLNA pro urcité kovy, falesné pozitivni vysledky u urcitych latek zpusobujicich podrazdéni kiize [jako jsou
napiiklad nékteré chemikdlie typu povrchové aktivnich létek] (19) (20) nebo rozpustnost zkousené litky).
Kromé toho si pouziti zkousek na morcatech (tzn. podle kapitoly B.6 nebo zkusebni metodiky OECD ¢. 406)
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(13) mohou vyzddat také nékteré tifdy chemickych ldtek nebo latky obsahujici funkéni skupiny, u nichz je
prokdzdno, Ze mohou zptsobovat zkresleni vysledka (21). Na zdkladé omezené validacni databaze, kterd se
sklddala prevdzné z pesticidnich p¥ipravkd, je pravdépodobngjsi, zZe u téchto druhd zkousenych latek poskytne
pozitivni vysledek metoda LLNA nezli zkouska na morcatech (22). AvSak pii testovani pipravki by se dalo
uvazovat o moznosti pouzit podobné litky se zndmymi vysledky jakoZto srovndvaci latky, které prokdzi, ze
metoda LLNA funguje spravné (viz odstavec 16). S vyjimkou téchto zndmych omezeni by méla byt metoda LLNA
pouzitelnd k testovani jakychkoli ldtek, nejsou-li s témito litkami spojeny vlastnosti, které mohou nepfiznivé

ovlivnit pfesnost metody LLNA.

PODSTATA ZKOUSKY

6.

Zékladni podstata metody LLNA spocivd v tom, Ze senzibilizujici litky vyvoldvaji proliferaci lymfocytd v lymfa-
tickych uzlindch drenujicich misto aplikace zkousené latky. Tato proliferace je imérnd ddvce a Gcinnosti apliko-
vaného alergenu a pfedstavuje jednoduchy prostiedek k ziskdni kvantitativniho tdaje o mife senzibilizace.
Proliferace se méfi porovndnim stfedni proliferace u kazdé zkudebni skupiny se stfedni proliferaci u kontrolni
skupiny s vehikulem. Uréi se pomér stfedni proliferace u kazdé z exponovanych skupin ke stfedni proliferaci
u soubéZné testované kontrolni skupiny s vehikulem, nazyvany index stimulace (SI), pfic¢emz jeho hodnota by
méla byt vétsi nebo rovna tfem, aby bylo zafazeni zkousené latky mezi potencidlni senzibilizatory kiize oprav-
néné. Zde popsané postupy jsou zaloZeny na pouziti radioaktivniho znaceni in vivo k méfeni zvySeného poctu
proliferujicich bunék v lymfatickych uzlindch drenujicich aurikuldrni oblast. K posouzeni poctu proliferujicich
bunék viak lze pouzit i jiné ukazatele za pfedpokladu, Ze jsou zcela splnény pozadavky standardd funkcnosti (viz

dodatek 1).

POPIS ZKOUSKY

Volba druhu zvitat

7.

Vhodnym druhem pro tuto zkousku je mys. Pouzivaji se mladé dospélé samice mysi z kmene CBA[Ca nebo
CBA[], které musi byt nullipary a nesméji byt bfezi. Pfi zahdjeni studie by zvifata méla byt piiblizné 8 az 12
tydna stard, pricemz odchylky v hmotnosti zvifat by mély byt pouze minimalni a nemély by piekrocit 20 %
stiedni hmotnosti. Pfipadné lze pouzivat i jiné kmeny a samce, pokud je k dispozici dostatek tdaji, které
dokazuji, Ze v rdmci reakci neexistuji u metody LLNA vyznamné specifické odlisnosti mezi kmeny a/nebo
pohlavimi.

Podminky chovu a krmeni

8.

Mysi by mély byt chovény ve skupindch (23), neni-li predlozeno dostate¢né védecké zdtivodnéni, pro¢ by mély
byt chovany jednotlivé. Teplota v mistnosti pro pokusnd zvitata by méla byt 22 + 3 °C. Ackoli by relativni vlhkost
vzduchu méla byt minimdlné 30 % a pokud mozno by kromé doby tklidu mistnosti neméla piesahnout 70 %,
cilem by méla byt hodnota 50-60 %. Osvétleni by mélo byt umélé se stiiddnim 12 hodin svétla a 12 hodin tmy.
Ke krmeni Ize pouzivat béznou laboratorni stravu a k piti by mély mit mysi k dispozici neomezené mnozstvi
vody.

Pfiprava zvifat

9.

Zvitata se nadhodné vyberou, pro usnadnéni individudln{ identifikace se oznaci (nesmi se viak pouzit Zddnd forma
znaceni usi) a chovaji se v klecich minimdlné pét dnii pfed zacdtkem aplikovani zkousené litky, aby se mohla
pfizptsobit laboratornim podminkdm. Pfed zacdtkem aplikace latky se viechna zvifata vysetti, aby se ovéfilo, Ze
nemaji zddné pozorovatelné kozni léze.

Piiprava ddvkovacich roztokd

10. Pevné chemické litky by se mély pfed nanesenim na ucho mysi rozpustit nebo suspendovat ve vhodnych

rozpoustédlech nebo vehikulech a popiipadé ziedit. Kapalné ldtky lze aplikovat bez piisad nebo je lze pred
ddvkovanim rozpustit. Nerozpustné litky, jaké se nejcastéji pouzivaji k vyrobé zdravotnickych prostiedkd, by
mély byt vystaveny intenzivni extrakci ve vhodném rozpoustédle, aby se pfed nanesenim na ucho mysi odhalily
viechny extrahovatelné slozky, které je nutno testovat. Zkousené latky by se mély pfipravovat kazdy den Cerstvé,
pokud tdaje o stdlosti neprokazuji pfijatelnost jejich skladovéni.

Kontrola spolehlivosti

11. K prokédzani fédné funkénosti zkousky slouzi pozitivni kontrolni chemikélie, a to tak, Ze reaguji s dostate¢nou

a reprodukovatelnou citlivosti na zkousenou senzibilizujici litku, u niZ je dobfe popsdna sila odezvy. Zafazeni
soubézné pozitivni kontroly se doporucuje proto, Ze prokazuje zpisobilost laboratore tispésné provést kazdou
zkousku a umoziiuje posoudit vnitrolaboratorni a mezilaboratorni reprodukovatelnost a srovnatelnost. Pozitivni
kontrolu pii kazdé studii také vyzaduji nékteré regulacni orgdny, a proto se uzivatelim doporucuje pred
provedenim zkousky LLNA pfislusné orgdny konzultovat. Doporucuje se tudiz bézné pouzivat soubéZnou pozi-
tivni kontrolu, aby nebylo nutné dalsi zkouseni na zvifatech ke splnéni pozadavkd, které by mohly vzniknout pfi
pouzivani periodické pozitivni kontroly (viz odstavec 12). Pozitivni kontrola by méla v rdmci metody LLNA
vyvolat pozitivni odezvu pii drovni expozice, u které se ocekdvd zvySeni indexu stimulace (SI) > 3 ve srovndni
s negativni kontrolni skupinou. Davka pozitivni kontroly by méla byt zvolena tak, aby nevyvolala nadmérné
podrazdéni kize nebo systémovou toxicitu a pfitom aby indukce byla reprodukovatelnd, avsak nikoli nadmérnd
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12.

13.

14.

15.

16.

(tzn. Ze hodnota SI > 20 by byla pilis velkd). K upfednostinovanym latkdm, které se pouzivaji jako pozitivni
kontrola, patii 25 % roztok 2-benzylidenoktanalu (reg. ¢. Chemical Abstracts Service [CAS] 101-86-0) v acetonu
s olivovym olejem (v objemovém poméru 4:1) a 5 % roztok 2-sulfanylbenzothiazolu (CAS 149-30-4) v N,N-
dimethylformamidu (viz dodatek 1, tabulka 1). Mohou existovat ur¢ité okolnosti, za nichz lze pfi fddném
zdtivodnéni pouzit i jiné pozitivni kontrolni ldtky, které spliuji vyse uvedend kritéria.

I kdyz se zafazeni skupiny soubéznych pozitivnich kontrol doporucuje, mohou existovat situace, kdy mize byt
periodické testovdni (tzn. v intervalech < 6 mésictl) pozitivnich kontrol vhodné u laboratofi, které provadéji
kontrol, kterd prokazuje schopnost laboratofe ziskat pfi pouziti pozitivnich kontrol reprodukovatelné a presné
vysledky. Odpovidajici zbéhlost v pouzivani metody LLNA lze Gspé$né prokdzat dosazenim shodnych pozitivnich
vysledkti pfi pouziti pozitivni kontroly alespoit v 10 nezdvislych zkouskdch provedenych béhem piimétené doby
(tzn. béhem méné nez jednoho roku).

Skupina soubéznych pozitivnich kontrol by se méla zafadit vzdy, kdyz dojde k procedurdlni zméné metody LLNA
(napf. pfi zméné sloZeni vyskoleného personalu, pii zméné materidlii a/nebo ¢inidel ¢i vybaveni, jez se pouZivaji
v ramci zkusebni metody, nebo pfi zméné zdroje pokusnych zvifat), pficemz takové zmény by se mély vzidy
zdokumentovat v laboratornich zpravach. P¥i ur¢ovdni nezbytnosti vytvofit novou databdzi ke zdokumentovani
shodnosti vysledki pozitivnich kontrol by se mél zvazit dopad téchto zmén na p¥iméfenost dosavadni databaze.

Zkousejici by si méli uvédomit, ze rozhodnuti pouzivat pozitivni kontroly periodicky namisto soubézné md
zdvazné dopady na pfiméfenost a pfijatelnost negativnich vysledka studie ziskanych bez soubéznych pozitivnich
kontrol béhem intervalu mezi jednotlivymi periodickymi pouzitimi pozitivnich kontrol. Napiiklad obdrzeni
falesné negativniho vysledku pii periodickém pouzivani pozitivnich kontrol mize zpochybnit negativni vysledky
zkousené latky ziskané v obdobi mezi posledni pfijatelnou periodickou studif pozitivnich kontrol a nepfijatelnou
periodickou studif pozitivnich kontrol. Dusledky, jez z toho vyplyvaji, je tieba peclivé zvézit pfi rozhodovéni, zda
do zkoumdni zafadit soubézné pozitivni kontroly, nebo pouzivat pouze periodické pozitivni kontroly. Je také
nutno vzit v dvahu moznost pouzit v rdmci skupiny soubéznych pozitivnich kontrol méné zvifat, jestlize je to
védecky opodstatnéné a jestlize laboratof na zdkladé svych vlastnich dosavadnich tGdajti prokaze, ze lze pouzivat
méné mysi (12).

Ackoli by se pozitivni kontroly mély zkouset ve vehikulu, o némz je zndmo, Ze vzdy vyvoldvd shodnou reakci
(napf. aceton s olivovym olejem v objemovém poméru 4:1), mohou nastat urcité situace, kdy je z divodi
pozadovanych v prévnich pfedpisech nezbytné provést zkousku s pouzitim nestandardniho vehikula (klinicky/
chemicky relevantni sloZeni) (24). Pokud se soubéznd pozitivni kontrola zkousi v jiném vehikulu nez zkousend
latka, méla by byt soucdsti zkousky se soubéznou pozitivni kontrolou také samostatnd kontrola s vehikulem.

V piipadech, kdy se hodnoti zkousené latky, které patii do urcité t¥idy chemickych litek nebo vykazuji urcitou
$kdlu odezev, mohou byt uZitecné také srovndvaci latky, jelikoZ mohou prokazat, Ze zkusebni metoda je schopna
spravné zjistit potencidl téchto druhdi zkouSenych latek vyvoldvat senzibilizaci kiize. Vhodné srovnavaci latky by
mély mit tyto vlastnosti:

— strukturdlni a funkéni podobnost s tiidou, do niz patii zkousend ldtka,

— zndmé fyzikdlné-chemické vlastnosti,

— podklady ze zkousky LLNA,

— podklady ziskané pfi pouziti jinych zvifecich model a/nebo lidi.

ZKUSEBNI POSTUP

Pocet zvifat a ddvkovani

17

. Na kazdou davkovou skupinu se pouziji alespon Ctyfi zvifata, pfiCemz se pouZziji minimdlné tii koncentrace
zkousené latky, dale se pouZije soubéznd negativni kontrolni skupina, k jejiz expozici se pouzije pouze vehikulum
zkousené latky, a pozitivni kontrola (soubéznd nebo z neddvné jiné zkousky — v zdvislosti na postupech dané
laboratofe pfi zohlednéni odstavct 11-14). Mélo by se zvazit zkouseni vétsiho poctu dévek pozitivni kontroly,
a to zejména v pifpadé, Ze se pozitivni kontrola nepouZivd soustavné. Se zvifaty v kontrolnich skupindch by se
s vyjimkou aplikace zkousené litky mélo zachdzet stejné jako se zvifaty v exponovanych skupindch.
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18

19.

20.

. Volba ddvkovéni a vehikula by méla byt zaloZena na doporucenich uvedenych v literatufe — (3) a (5). Po sobé
jdouci davky se bézné vybiraji z vhodné fady koncentraci, naptiklad 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5%, 2,5 %, 1 %,
0,5% atd. Volba této fady koncentraci by méla byt dostatecné védecky zdiivodnéna. Pfi vybéru tif po sobé
jdoucich koncentraci je tieba zvézit veskeré existujici toxikologické informace (napf. o akutni toxicité a kozni
drézdivosti) a informace o struktufe a fyzikdlné-chemickych vlastnostech zkousené litky (a/nebo strukturné
pifbuznych latek), jsou-li k dispozici, aby nejvyssi koncentrace maximalizovala expozici, aniz by soucasné vyvolala
systémovou toxicitu ajnebo nadmérné lokédlni podrazdéni kiize (3) (25). Nejsou-li takové informace k dispozici,
muze byt nezbytné provést tivodni pfedbéznou screeningovou zkousku (viz odstavce 21-24).

Vehikulum by nemélo nepfiznivé ovliviiovat ani jinak zkreslovat vysledky zkousky a mélo by byt vybrano tak, aby
se maximalizovala rozpustnost umoziujici dosdhnout nejvy$si mozné koncentrace a zdroven pfipravit roztok
nebo suspenzi, jez jsou vhodné pro aplikaci zkousené litky. K doporucenym vehikulim patif aceton s olivovym
olejem (v objemovém poméru 4:1), N,N-dimethylformamid, ethyl(methyl)keton, propan-1,2-diol a dimethylsul-
foxid (19), avak pii dostate¢ném védeckém zdiivodnéni lze pouzit i jind vehikula. V ur¢itych situacich muize byt
nezbytné pouzit jako dopliujici kontrolu klinicky relevantni rozpoustédlo nebo komerc¢ni pfipravek obsahujici
zkousenou ldtku. Zvldsté je tfeba dbdt na to, aby byly hydrofilni zkousené litky zapracovdny do takového
vehikula, které zvlh¢i kazi a nestece ihned z pokozky. Toho lze dosihnout pouzitim vhodnych solubilizért
(jako je napf. 1 % Pluronic® L92). Neni tudiz vhodné pouzivat zcela vodna vehikula.

Zpracovani lymfatickych uzlin z jednotlivych mysi umoziuje posoudit variabilitu mezi jednotlivymi zvifaty
a provést statistické porovndni rozdilu mezi hodnotami zkousené litky a hodnotami naméfenymi u kontrolni
skupiny se samotnym vehikulem (viz odstavec 35). Kromé toho je vhodné posoudit moznost sniZit pocet mysi
v pozitivni kontroln{ skupiné, kdyz se zaznamendvaji tidaje od jednotlivych zvifat (12). Sbér ddajii od jednotlivych
zvifat navic vyzaduji i nékteré regulacni orgdny. Souhrnné tidaje za vechna zvifata mohou byt nicméné nékterymi
regulacnimi orgdny povazovany za piijatelné, pficemz v takovych situacich se mohou uzivatelé rozhodnout, zda
zvoli individudlni nebo souhrnné tdaje.

Predb&Znd screeningovd zkouska

21

22.

. Nejsou-li k dispozici informace pro stanoveni nejvyssi davky, kterd ma byt predmétem zkousky (viz odstavec 18),
méla by se provést predbéznd screeningovd zkouska umoznujici vymezit vhodné dévkovdni, které se bude
metodou LLNA zkouset. Ucelem piedbézné screeningové zkousky je poskytnout voditko pro volbu maximélniho
dévkovéni, které se md pouzit v hlavni studii LLNA, pokud nejsou k dispozici informace o koncentraci, kterd
vyvoldva systémovou toxicitu (viz odstavec 24) a/nebo nadmérné lokalni podrdzdéni kaze (viz odstavec 23).
Maximdélni zkouSenou ddvkou by mélo byt 100 % zkousené litky v p¥ipadé kapalin, respektive maximdlni moznd
koncentrace v piipadé pevnych latek nebo suspenzi.

Predbéznd screeningovd zkouska se provadi za stejnych podminek jako hlavni studie LLNA aZ na to, Ze se
nehodnoti proliferace bunék z lymfatickych uzlin a Ize pouzit méné zvitat na ddvkovou skupinu. Navrhuje se
pocet jednoho az dvou zvitat na ddvkovou skupinu. Vsechny mysi se denné pozoruji, zda nevykazuji klinické
piiznaky systémové toxicity nebo lokdlntho podrdzdéni v misté aplikace. Pied zahdjenim zkousky a pfed jejim
ukoncenim (den 6) se zaznamenaji hodnoty télesné hmotnosti zvifat. Na obou usich kazdé mysi se sleduje vyskyt
erytému, ktery se vyhodnoti podle tabulky 1 (25). Tloustka ucha se zméf tloustkomérem (napi. digitdlnim
mikrometrem nebo tloustkomérem s kruhovou stupnici) v den 1 (pfed aplikaci prvni davky), v den 3 (pfibl.
48 hodin po prvni ddvce) a v den 6. Kromé toho lze v den 6 urcit tloustku ucha na zdkladé stanoveni hmotnosti
¢asti ucha vyseknuté specidlnimi klestémi, coz by se mélo provddét az poté, co se zvifata humdnné usmrti.
Zndmkou nadmérného lokdlniho podrdzdéni kize je zarudnuti ohodnocené 3 nebo vice body ajnebo zvyseni
tloustky ucha o 25 % nebo vice v kterykoli den méfeni (26) (27). Jako nejvy3si dévka se pro hlavni studii LLNA
v rdmci fady koncentraci zji§ténych pii predbézné screeningové zkousce (viz odstavec 18) zvoli nejblizsi nizsi
dévka, kterd nevyvoldvd systémovou toxicitu ajnebo nadmérné lokalni podrdzdéni kaze.

Tabulka 1

Bodové hodnoceni erytému

Pozorované pfiznaky Bodové ohodnoceni

74

dny erytém 0

Vel

Imi slaby erytém (sotva patrny) 1

Ztetelné viditelny erytém 2

Mi]

rmy az vyrazny erytém 3

Tézky erytém (silné zarudnuti) nebo tvorba piiskvaru znemoziujici posouzeni erytému 4
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23. Kromé 25 % zvyseni tloustky ucha (26) (27) se k identifikaci drdzdivych ldtek pfi zkousce LLNA pouzivd také
statisticky vyznamné zvySeni tloustky ucha u mysi ze zkuSebni skupiny ve srovndni s kontrolnimi zvifaty (28)
(29) (30) (31) (32) (33) (34). Ackoli mohou nastat pifpady statisticky vyznamného zvyseni, i kdyz se tloustka
ucha zvysi o méné nez 25 %, nebyly tyto piipady spojeny vyhradné s nadmérnym podrézdénim (30))32) (33)
(34).

24. O systémové toxicité (35) (36) mohou pfi pouziti v rdmci integrovaného hodnoceni svédcit tyto poznatky
z Klinického pozorovani, a tudiz mohou indikovat maximalni ddvku, kterd by se méla pouzit v hlavni studii
LLNA: zmény fungovani nervového systému (napf. piloerekce, ataxie, tfes a kfece), zmény chovani (napf. agre-
sivita, zména cinnosti tykajicich se péce o srst, vyraznd zména trovné aktivity), zmény zptsobt dychdni (4.
zmény frekvence a intenzity dychdni, napf. dusnost, lapani po dechu a chropy) a zmény v pfijimani potravy
a vody. Pfi hodnoceni je navic nutno brdt v Gvahu zndmky letargie a/nebo absence reagovani, veskeré klinické
piiznaky vice nez mirné nebo momentdln{ bolesti ¢i utrpeni nebo snizeni télesné hmotnosti ode dne 1 do dne 6
o vice nez 5% a také Gmrtnost. Umirajic{ zvifata nebo zvifata, kterd ocividné trpi bolesti nebo jevi zndmky
silného a trvalého utrpeni, by se méla humanné usmrtit 37).

Harmonogram zkouSek v rdmci hlavni studie

25. Harmonogram zkousky je ndsledujict:

— Den 1: Kazdé zvife se zvdZi a zaznamend se jeho hmotnost a jakékoli poznatky z klinického pozorovani. Na
hibet kazdého ucha se aplikuje 25 pl vhodné zfedéného roztoku zkousené latky, samotné vehikulum nebo
pozitivni kontrola (tu 1ze provadét bud soubézné, nebo lze pouzit pozitivni kontrolu z neddvné jiné zkousky
— v zdvislosti na postupech dané laboratote pfi zohlednéni odstavct 11-15).

— Den 2 a den 3: Zopakuje se postup aplikace provedeny v den 1.

— Den 4 a den 5: Z4dn4 aplikace.

— Den 6: Zaznamend se hmotnost kazdého zvifete. Pfes ocasni Zilu se v§em pokusnym i kontrolnim mysim
vpichne 250 pl fyziologického roztoku ve fosfitovém pufru (PBS) obsahujictho 20 uCi (7,4x10° Bq) [*H]thy-
midinu (tritiovaného na methylu). Jinou moZznosti je viem mysim pres ocasni Zilu vpichnout 250 pl PBS
obsahujictho 2 pCi (7,4x10* Bq) ['?°IJjoddeoxyuridinu a 10~ M fluordeoxyuridinu. O pét hodin (5 hod.)
pozdgji se zvifata humdnné usmrti. U kazdého zvitete se vyjmou lymfatické uzliny drenujici aurikuldrni oblast
obou usi a zpracuji se v PBS (individudlni piistup) nebo se lymfatické uzliny vyjmou na obou strandch u viech
mysi z celé zkudebni skupiny a spolecné se ulozi do PBS (pfistup zaloZeny na sdruzeni exponované skupiny).
Podrobnosti a grafické zndzornéni vyhledani uzlin a jejich disekce 1ze nalézt v literatute (12). Pro tcely dalstho
sledovani lokdlni kozni reakce v rdmci hlavni studie 1ze do protokolu studie zafadit i dal$i parametry, jako je
bodové ohodnoceni erytému ucha nebo tdaje o tloustce ucha (ziskané bud pomoci tloustkoméru, nebo na
zdkladé stanoveni hmotnosti ¢dsti ucha vyseknuté specidlnimi klestémi pfi pitvé).

Piiprava bunéénych suspenzi

26. Jednobunécnd suspenze obsahujici buniky vynatych lymfatickych uzlin drenujicich oblast obou usi a pochazejicich
od jednotlivych zvifat nebo od celé exponované skupiny se pfipravi jemnou mechanickou deagregaci pies 200 pm
sitko z korozivzdorné oceli nebo jinym pfijatelnym postupem vytvofeni jednobunécné suspenze. Buiky lymfa-
tickych uzlin se dvakrat proplachnou v dostatecném mnozstvi PBS a jejich DNA se nechd vysrdzet s 5 % kyselinou
trichloroctovou pii 4 °C po dobu 18 hod. (3). Sediment se bud resuspenduje v 1 ml kyseliny trichloroctové
a premisti do scintilaénich kyvet obsahujicich 10 ml kapalného scintilitoru pro méfeni aktivity *H, nebo se
pienese pifmo do zkumavek pro méfeni aktivity 2L

Stanoveni bunééné proliferace (inkorporované radioaktivity)

27. Inkorporace [*H]thymidinu se méii B-scintilaéni metodou a vyjadiuje se poétem rozpadfi za minutu (DPM).
Inkorporace [!?°Tjjoddeoxyuridinu se méfi prostiednictvim aktivity 12°T a rovnéz se vyjadiuje v DPM. V zdvislosti
na pouzitém piistupu se inkorporace vyjadif v DPM na zvife (individudlni pfistup) nebo v DPM na zkuSebni
skupinu (sdruzeny piistup).

Redukovand metoda LLNA

28. V urcitych situacich, kdy pravni pfedpisy vyzaduji potvrzeni negativni predikce potencidlu urcité chemické latky
senzibilizovat kizi, lze pouzit volitelny protokol zkousky rLLNA (16) (17) (18) vyzadujici mensi pocet zvifat,
pokud se dodrzi viechny ostatni specifikace protokolu LLNA popsané v této ZM. Pfed pouzitim metody rLLNA je
nutno poskytnout jednoznacné obecné a védecké zdivodnéni jejtho pouziti. Pokud jsou ziskdny pozitivni nebo
nejednoznacné vysledky, muze byt k interpretaci nebo objasnéni vysledku nezbytné provést dalsi zkousky.
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29. Snizeni poctu dévkovych skupin je jediny rozdil mezi protokoly zkusebnich metod LLNA a rLLNA, a proto
zkouska rLLNA neposkytuje informace o zdvislosti odezvy na ddvce. Proto by se metoda rLLNA neméla pouzivat,
kdyz je nutno ziskat informace o zdvislosti odezvy na ddvce. Stejné jako pii viceddvkové zkousce LLNA by méla
hodnocend koncentrace ldtky zkousené metodou rLLNA byt maximdlni koncentraci, kterd nevyvolavé zjevnou
systémovou toxicitu ajnebo nadmérné lokdlni podrazdéni kiize u mysi (viz odstavec 18).

ZISKANE POZNATKY
Poznatky z klinického pozorovini

30. Kazdd mys se jednou denné peclivé vysetii, zda nevykazuje jakékoli klinické pfiznaky lokdlniho podrazdéni
v misté aplikace nebo pfiznaky systémové toxicity. VSechny ziskané poznatky se systematicky zaznamenaji,
pficemz zdznamy se vedou zvldst za kazdou mys. Pliny sledovani by mély obsahovat kritéria umozaujici rychle
identifikovat mysi, jeZ vykazuji zndmky systémové toxicity, nadmérného lokalntho podrdzdéni pokozky nebo
poleptani kiize, aby mohly byt usmrceny (37).

Hodnoty télesné hmotnosti

31. Jak je uvedeno v odstavci 25, télesnou hmotnost jednotlivych zvifat je nutno zjistit na zacdtku zkousky a v dobé
plénovaného huménniho usmrceni zvifete.

VYPOCET VYSLEDKU

32. Vysledky za kazdou exponovanou skupinu se vyjadii jako index stimulace (SI). Pfi individudlnim pfistupu se SI
stanovi jako podil primérné hodnoty DPM na zvife jak u kazdé exponované skupiny, tak u pozitivni kontroln{
skupiny, a primérné hodnoty DPM na zvife u kontrolni skupiny s rozpoustédlem/vehikulem. Primérnd hodnota
SI u kontrolnich skupin s vehikulem je pak rovna 1. Pfi sdruzeném piistupu se SI stanovi jako podil sdruzené
inkorporované radioaktivity u jednotlivych exponovanych skupin a sdruzené radioaktivity kontrolni skupiny
s vehikulem; ziskd se tak primérnd hodnota SI.

33. Vysledek se povazuje za pozitivni, kdyz SI > 3. Avsak pii rozhodovani, zda prohldsit hrani¢ni vysledek za
pozitivni, 1ze pouzit rovnéz intenzitu odezvy na ddvku, statistickou vyznamnost a shodnost odezvy pii pouziti
rozpoustédlajvehikula a pfi pouziti pozitivni kontroly (4) (5) (6).

34. Je-li nezbytné objasnit ziskané vysledky, méla by se vénovat pozornost riiznym vlastnostem zkousené ldtky vcetné
toho, zda se jeji struktura podobd struktufe zndmych senzibiliztort kize, zda u mysi zptsobuje nadmérné
lokdlni podrdzdéni kaze, a také povaze zjisténé zavislosti odezvy na ddvce. Témito faktory a dalsimi a. s.pekty,
které je tieba zvdzit, se podrobné zabyvd literatura (7).

35. Shromazdovani daji o radioaktivité na Grovni jednotlivych mys{ umozni provést statistickou analyzu, kterou se
na zdkladé téchto tdaji zjisti existence a mira zdvislosti odezvy na ddvce. Pfipadné statistické hodnoceni by
mohlo obsahovat posouzeni zdvislosti odezvy na dévce, jakoz i vhodné upravend srovndni zkusebnich skupin
(napf. skupiny s pdrové srovndvanym ddvkovanim oproti soubézné kontrolni skupiné s vehikulem). Statistické
analyzy mohou zahrnovat napf. linedrni regresi nebo Williamsovu zkousku k posouzeni trendd zdvislosti odezvy
na ddvce a Dunnettovu zkousku pro pdrovd srovndni. P vybéru vhodné metody pro statistickou analyzu by si
mél byt zkousejici védom moznych nestejnych odchylek a jinych souvisejicich problémd, které si mohou vyzadat
transformaci ddaji nebo neparametrickou statistickou analyzu. V kazdém piipadé mize byt nezbytné, aby
zkousejici provedl vypocty SI a statistické analyzy jednak za pouziti urcitych hodnot (nékdy oznacovanych
vyrazem ,odlehlé hodnoty) a jednak bez nich.

UDAJE A VYKAZOVANI

Udaje

36. Udaje by se mély shrnout do tabulky. Pii pouziti individudlntho piistupu se uvedou hodnoty DPM ziskané za
jednotlivd zvitata, primérnd hodnota DPM na zvife za celou skupinu, piislusny chybovy vyraz (napt. smérodatnd
odchylka — SD, smérodatnd odchylka priimérnych hodnot — SEM) a primérnd hodnota SI za kazdou divkovou
skupinu oproti soubézné kontrolni skupiné s vehikulem. Pfi pouziti sdruzeného piistupu se uvedou pramérné/

medidnové hodnoty DPM a primérnd hodnota SI za kazdou ddvkovou skupinu ve srovndni oproti soubé&zné
kontrolni skupiné s vehikulem.

Protokol o zkousce

37. Protokol o zkousce musi obsahovat tyto informace:
Zkousené a kontrolni latky:
— identifika¢ni tdaje (napf. ¢islo CAS a ¢islo ES, jsou-li k dispozici, zdroj, Cistota, zndmé necistoty, ¢islo Sarze),

— skupenstvi a fyzikdlné-chemické vlastnosti (napt. prchavost, stélost, rozpustnost),
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— jednd-li se o smés, je nutno uvést jeji slozeni a pomérné procentudlni zastoupeni slozek.

Rozpoustédlo/vehikulum:
— identifika¢ni ddaje (Cistota, popiipadé koncentrace, pouzity objem),

— zdavodnéni volby vehikula.

Pokusnd zvifata:

— zdroj mysi z kmene CBA,

— mikrobiologicky stav zvifat, je-li zndm,
— pocet a vék zvifat,

— pivod zvifat, podminky chovu, strava atd.

Zkusebni podminky:

— podrobnosti o piipravé a aplikaci zkousené latky,

— zdivodnéni volby dévkovani (véetné vysledkt predbéiné screeningové zkousky, pokud byla provedena),
— pouzité koncentrace vehikula a zkousené ldtky a celkové aplikované mnozstvi zkousené ldtky,

— podrobnosti o jakosti vody a potravy (v¢etné druhu/zdroje stravy, zdroje vody),

— podrobnosti 0 harmonogramech expozice a odbéru vzorkd,

— metody méFeni toxicity,

— kritéria pro oznaceni studie za pozitivni nebo negativni,

— udaje o piipadnych odchylkdch od protokolu a vysvétleni, jakym zpiisobem takovd odchylka ovliviiuje
koncepci studie a jeji vysledky.

Kontrola spolehlivosti:

— souhrn vysledkd nejnovéjsi kontroly spolehlivosti véetné informaci o pouzité zkousené ldtce, koncentraci
a vehikuluy,

laboratofi,

— pokud soubéznd pozitivni kontrola nebyla soucdsti studie, je nutno uvést datum a laboratorni zprivu

nych v doty¢né laboratofi, které odtivodiuji rozhodnuti neprovadét soubézné pozitivni kontroly.

Vysledky:

— hmotnost jednotlivych mysi na pocatku aplikace a v dobé pldnovaného usmrcent, jakoz i primérnd hodnota
a piislusny chybovy vyraz (napi. SD, SEM) za kazdou exponovanou skupinu,

— u kazdého zvifete Casovy prabéh ndstupu piiznakd toxicity, véetné podrdzdéni kiize v misté aplikace, pokud
k nému dojde,

— tabulka hodnot DPM a hodnot SI od jednotlivych mysi (individudlni pfistup) nebo primérnych/medidnovych
hodnot (sdruzeny piistup) za kazdou exponovanou skupinu,
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— pramérnd hodnota DPM na zvife a pifslusny chybovy vyraz (napf. SD, SEM) za kazdou exponovanou skupinu
a vysledky analyzy odlehlych hodnot za kazdou exponovanou skupinu pfi pouziti individudlniho pfistupu,

— vypoctend hodnota SI a piislusnd mira variability, kterd zohlediuje variabilitu mezi jednotlivymi zvifaty jak
z testovani zkousené latky, tak z kontrolnich skupin pfi pouziti individudlniho piistupu,

— zdvislost odezvy na ddvce,

— pifpadné statistické analyzy.

Rozbor vysledki:

— struény komentdi k vysledktim, k analyze zévislosti odezvy na dédvce a k pfipadnym statistickym analyzdm
a déle zdvér, zda se méd zkousend latka povazovat za senzibilizdtor kize.
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Dodatek 1

Standardy funkénosti k posouzeni navrhovanych podobnych nebo modifikovanych zkuSebnich metod LLNA
pro zjiStovani senzibilizace kiize

UvoD

1. Utelem standardd funkénosti je stanovit zdklad, podle néhoz lze urcit, zda nové zkusebni metody, a to jak
chranéné (chranéné autorskymi pravy, chranéné ochrannymi zndmkami, registrované), tak nechrdnéné, maji dosta-
tenou presnost a spolehlivost pro konkrétni zkusebni tcely. Tyto standardy funkénosti, zalozené na validovanych
a uzndvanych zkusebnich metodéch, lze pouzivat k hodnoceni spolehlivosti a pfesnosti jinych podobnych metod
(hovorové oznacovanych jako zkousky typu ,me-too®), které jsou zalozeny na podobnych védeckych zdsaddch
a méff nebo predikuji tentyZ biologicky nebo toxicky tcinek (14).

2. Pied prijetim modifikovanych metod (tzn. navrhovanych moznych vylepSeni schvilené zkusebni metody) je tieba
provést posouzeni, které ur¢i dopad navrhovanych zmén na funkénost zkousky a také miru, v jaké tyto zmény
ovliviji adaje, jez jsou k dispozici pro dalsi slozky procesu validace. V zdvislosti na po¢tu a povaze navrhovanych
zmén, na vyslednych ddajich a podkladech pro tyto zmény by mély byt navrhované metody podrobeny bud témuz
procesu validace, jaky je stanoven pro novou zkuSebni metodu, nebo piipadné omezenému posouzeni spolehlivosti
a relevantnosti za pouziti stdvajicich standard funkcnosti (14).

3. Podobné nebo modifikované metody navrzené k pouziti v rdmci této ZM by mély byt za tcelem zjisténi jejich
spolehlivosti a pfesnosti vyhodnoceny za pouziti chemickych latek, které zastupuji celou skdlu vysledkt zkousky
LLNA. Aby se zabrdnilo neoprdvnénému vyuZivani zvifat, dirazné se doporucuje, aby vyvojovi pracovnici, kteff
model koncipuji, konzultovali pfislusné orgdny pred zahdjenim valida¢nich studii v souladu se standardy funkénosti
a pokyny uvedenymi v této ZM.

4. Tyto standardy funkcnosti jsou zaloZeny na harmonizovanych standardech funkénosti vypracovanych vyborem
US-ICCVAM (USA), stiediskem EC-ECVAM (EU) a stiediskem JaCVAM (Japonsko) (12) pro posuzovani validity
podobnych nebo modifikovanych verzi metody LLNA. Standardy funkcnosti jsou tvofeny zdsadnimi slozkami
zku$ebni metody, doporucenymi srovndvacimi litkami a poZadavky na presnost a spolehlivost, jez by navrhovand
metoda méla spliiovat nebo pievySovat.
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. Zdsadni slozky zkuSebni metody

=

. Aby se zajistilo, Ze podobnd nebo modifikovand metoda LLNA je funkéné a mechanicky analogickd s metodou

LLNA a méf tentyZ biologicky tcinek, mél by protokol zkusebni metody obsahovat tyto slozky:

— zkousend ldtka se mysi aplikuje lokdlné na obé usi,

— proliferace lymfocytti by se méla méfit v lymfatickych uzlindch drenujicich misto aplikace zkousené litky,

— proliferace lymfocytt by se méla méfit béhem indukéni fize senzibilizace kiize,

— u zkousenych ldtek by se méla nejvyssi zvolend ddvka rovnat maximalni koncentraci, kterd nevyvoldva systé-
movou toxicitu a/nebo nadmérné lokalni podrdzdén{ kize u mysi. U pozitivnich srovndvacich latek by méla byt
nejvyssi davka alespont tak vysokd jako hodnoty EC3 odpovidajici srovndvaci litky pro metodu LLNA (viz

tabulka 1), aniZz by vyvolala systémovou toxicitu a/nebo nadmérné lokalni podrdzdéni kize u mysi,

— v kazdé studii by mély byt zahrnuty soubézné kontroly s vehikulem a piipadné by se méla pouzit také
soubéznd pozitivni kontrola,

— na kazdou ddvkovou skupinu by se méla pouzit alespon ¢tyfi zvifata,
— lze shromazdovat tidaje za jednotlivd zvitata nebo souhrnné ddaje.

Neni-li nékteré z téchto kritéril splnéno, potom nelze tyto standardy funkénosti k validaci podobné nebo modi-
fikované metody pouzit.

. Minimdlni seznam srovnavacich litek

. Harmonizované standardy funkénosti vypracované vyborem US-ICCVAM (USA), sttediskem EC-ECVAM (EU) a stie-

diskem JaCVAM (Japonsko) (12) uvadéji 18 minimdlnich srovndvacich litek, které by se mély pouzivat, a Ctyfi
volitelné srovndvaci latky (tzn. latky, které v ramci metody LLNA poskytuji bud falesné pozitivni nebo falesné
negativni vysledky ve srovndni s vysledky zkousek na lidech a na morcatech (podle kapitoly B.6 nebo zkusebni
metodiky OECD ¢. 406) (13), a proto umoznuji prokazat stejnou nebo lepsi funkénost nez metoda LLNA) uvedené
ve standardech funkénosti pro metodu LLNA. Kritéria vybéru pro urceni téchto chemickych latek byla ndsledujici:

— srovndvaci latky uvedené v seznamu zastupovaly druhy ldtek, u nichz se zpravidla zjistuje jejich potencidl
zplisobovat senzibilizaci kize a Fadu reakci, které Ize méfit nebo predikovat pomoci metody LLNA,

— latky mély jasné definovanou chemickou strukturu,

— pro kazdou ldtku byly k dispozici ddaje ze zkouSek na morcatech za pouziti metody LLNA (tzn. podle kapitoly
B.6 nebo zkuSebni metodiky OECD ¢. 406) (13) a (pokud mozno) ddaje ze zkousek na lidech a

— latky byly snadno dostupné z komer¢niho zdroje.

Doporucené srovndvaci ltky jsou uvedeny v tabulce 1. Studie za pouziti navrhovanych srovnavacich latek by se
mély hodnotit ve vehikulu, s nimZ jsou uvedeny v tabulce 1. V situacich, kdy nékterd uvedend litka nemusi byt
k dispozici, 1ze pfi odpovidajici zdivodnéni pouzit jiné latky, které spliwji uvedend kritéria vybéru.



Doporucené Srovnévaci litky pro standardy FUNK¢Znosti k metodé LLNA

Tabulka 1

Cislo Chemické latky (') Cislo CAS Skup. Veh.() |EC3 (v%) ()| N 0,5x — 2,0x EC3 Sk‘”ﬁ Cr‘;zsah LLNA vs. M | LLNA vs. L
1 5-chlor-2-methyl-4-isothiazolin-3-on 26172-55-4/2682-20-4 kap. DMF 0,009 1 0,0045-0,018 NC ++ +[+
(CMI)/2-methyl-4-isothiazolin-3-on (MI) (%)
2 DNCB 97-00-7 pev. AOO 0,049 15 0,025-0,099 | 0,02-0,094 ++ 4+
3 benzen-1,4-diamin 106-50-3 pev. AOO 0,11 6 0,055-0,22 0,07-0,16 ++ +[+
4 chlorid kobaltnaty 7646-79-9 pev. DMSO 0,6 2 0,3-1,2 0,4-0,8 +[+ ++
5 isoeugenol 97-54-1 kap. AOO 1,5 47 0,77-3,1 0,5-3,3 +[+ +[+
6 2-sulfanylbenzothiazol 149-30-4 pev. DMF 1,7 1 0,85-3,4 NC +[+ +[+
7 citral 5392-40-5 kap. AOO 9,2 6 46-18,3 5,1-13 |+ +f+
8 HCA 101-86-0 kap. AOO 9,7 21 4,8-19,5 44-14,7 4]+ ¥+
9 eugenol 97-53-0 kap. AOO 10,1 11 5,05-20,2 4,9-15 +[+ +[+
10 fenyl-benzodt 93-99-2 pev. AOO 13,6 3 6,8-27,2 1,2-20 +[+ ++
11 3-fenyl-propan-2-ol 104-54-1 pev. AOO 21 1 10,5-42 NC +[+ +[+
12 imidazolidinyl mocovina 39236-46-9 pev. DMF 24 1 12-48 NC +[+ +[+
13 methyl-methakrylét 80-62-6 kap. AOO 90 1 45-100 NC +[+ +[+
14 chlorbenzen 108-90-7 kap. AOO 25 1 NA NA -~ -1
15 propan-2-ol 67-63-0 kap. AOO 50 1 NA NA -~ -+
16 kyselina mlécnd 50-21-5 kap. DMSO 25 1 NA NA -/~ - (*
17 methyl-salicylat 119-36-8 kap. AOO 20 9 NA NA -~ -~
18 kyselina salicylovd 69-72-7 pev. AOO 25 1 NA NA -~ -~
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Cislo Chemické latky (') Cislo CAS Skup. Veh.() |EC3 (v%) ()| N 0,5x — 2,0x EC3 Sk“tﬁcr‘;zsah LLNA vs. M | LLNA vs. L

Volitelné latky k prokdzani lepsi funkénosti oproti metodé LLNA

19 dodecyl sulfit sodny 151-21-3 pev. DMF 8,1 5 4,05-16,2 1.5-17.1 +- +-
20 ethylenglykol-dimethakryldt 97-90-5 kap. MEK 28 1 14-56 NC +- +[+
21 xylen 1330-20-7 kap. AOO 95,8 1 47,9-100 NC + (%) +-
22 chlorid nikelnaty 7718-54-9 pev. DMSO 5 2 NA NA -+ |+

Zkratky: AOO = aceton s olivovym olejem (v objemovém poméru 4:1); Cislo CAS = Registracni &islo Chemical Abstracts Service; DMF = N,N-dimethylformamid; DMSO = dimethylsulfoxid; DNCB = 2,4-dinitrochlorbenzen;
EC3 = odhadovand koncentrace potiebnd k dosazeni hodnoty 3 indexu stimulace; HCA = 2-benzylidenoktanal; kap. = kapalina; LLNA = vysledek zkousky s vySetfenim lokdlnich lymfatickych uzlin mysi (tzn. podle kapitoly B.6 nebo
zkusebni metodiky OECD ¢. 429) (2); M = vysledek zkousky na morcatech (tzn. podle kapitoly B.6 nebo zkusebni metodiky OECD ¢. 406) (13); MEK = ethyl(methyl)keton; NA = nelze pouzit, nebot index stimulace je mensi nez 3; NC =
nevypocitava se, protoze tdaje byly ziskdny z jediné studie; pev. = pevnd latka; Skup. = skupenstvi; Veh. = zkusebni vehikulum.

(*) Predpoklddd se, Ze nezptisobuje senzibilizaci u lidi, protoze nebyly zjistény zddné klinické vysledky ndplastového testu, neni obsazen v sadé zkousenych ndplastovych alergent a nebyly zjistény zddné piipadové zpravy o senzibilizaci
u lidi.

(**) Vysledky zkousek na morcatech nejsou k dispozici.

(") Chemické litky by se mély piipravovat kazdy den Cerstvé, pokud tdaje o stdlosti neprokazuji pfijatelnost jejich skladovani.

() Vzhledem k tomu, Ze riznd vehikula mohou nepfiznivé ovliviiovat funkénost metody LLNA, by se mélo pro kazdou srovndvaci litku pouzivat doporucené vehikulum (24) (32).

() Primérnd hodnota, pokud byla k dispozici vice nez jedna hodnota EC3. U ldtek s negativnim vysledkem (tzn. jejichz hodnota indexu stimulace je mensi nez 3; je uvedena nejvyssi zkousend koncentrace).

(% Pocet studii LLNA, ze kterych byly ziskdny piislusné udaje.

(*) Dostupny na trhu pod ndzvem Kathon CG (islo CAS 55965-84-9), coz je smés CMI a MI v poméru 3:1. Relativni koncentrace kazdé slozky se pohybuji v rozsahu od 1,1 % do 1,25 % (CMI), respektive od 0,3 % do 0,45 % (MI).

Neaktivnimi slozkami jsou hofecnaté soli (21,5 % az 24 %) a dusi¢nan médnaty (0,15 % az 0,17 %), pficemz zbytek je tvofen 74 % az 77 % vody. Piipravek Kathon CG je snadno dostupny od spole¢nosti Sigma-Aldrich a Rohm & Haas

(nyni Dow Chemical Corporation).
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III. Definované pozadavky na spolehlivost a pfesnost

7. Presnost podobné nebo modifikované metody LLNA by pfi vyhodnoceni za pomoci 18 minimdlnich srovnavacich
latek, které se maji pouzivat, méla byt stejnd nebo vyssi, nez je uvedeno ve standardech funkénosti metody LLNA.
Nové nebo modifikovand metoda by méla vést ke spravnému zatiidéni zkousené latky na zdkladé rozhodnuti typu
,anofne“. Je viak mozné, Ze za pouziti nové nebo modifikované metody nebudou sprivné zatiidény vsechny
minimdlni srovndvaci latky, které by se mély pouzivat. Pokud by byla napiiklad chybné zatiidéna jedna ze slabé
senzibilizujicich latek, je moZno zvazit zdivodnéni chybného zatfidéni a vhodné dopliujici tdaje (napf. vysledky
zkousek, které zaji§tuji spravné zatfidéni jinych latek s fyzikdlnimi, chemickymi a senzibilizujicimi vlastnostmi
podobnymi vlastnostem chybné zatiidéné srovndvaci latky) k prokdzani odpovidajici funk¢nosti dotyéné metody.
Za takovych okolnosti by se stav validace nové nebo modifikované zkusebni metody LLNA posuzoval pfipad od
piipadu.

Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost

8. Za tcelem zjisténi vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti by se méla novd nebo modifikovand metoda LLNA
posoudit za pouziti senzibilizujici ldtky, jejiz charakteristiky pfi zkousce LLNA jsou dobfe popsdny. Proto jsou
standardy funkcnosti metody LLNA zaloZeny na variabilité vysledkd z opakovanych zkousek 2-benzylidenoktanalu
(HCA). Pro posouzeni vnitrolaboratorni spolehlivosti je nutno odvodit hodnoty odhadované prahové koncentrace
(ECt) pro HCA pii ¢tyFech riiznych piilezitostech s prodlevou alespori jednoho tydne mezi jednotlivymi zkouskami.
Pfijatelnou vnitrolaboratorni reprodukovatelnost indikuje schopnost laboratofe ziskat v kazdé zkousce HCA
hodnoty ECt v rozmezi od 5% do 20 %, coz predstavuje rozsah poloviny az dvojndsobku primérné hodnoty
EC3 stanovené pro HCA (10 %) pii pouziti metody LLNA (viz tabulka 1).

Mezilaboratorni reprodukovatelnost

9. Mezilaboratorni reprodukovatelnost nové nebo modifikované metody LLNA by se méla posoudit za pouziti dvou
senzibilizujicich latek, jejichz charakteristiky pfi zkousce LLNA jsou dobfe popsdny. Standardy funkénosti metody
LLNA jsou zaloZeny na variabilité vysledkéi zkousek HCA a 1-chlor-2,4-dinitrochlorbenzenu (DNCB) v riiznych
laboratofich. Hodnoty ECt by mély byt odvozeny nezédvisle na zdkladé jedné studie provedené nejméné ve trech
raznych laboratofich. Aby byla prokdzdna pfijatelnd mezilaboratorni reprodukovatelnost, méla by kazdd laboratof
ziskat hodnoty ECt v rozsahu od 5% do 20 % pro HCA a v rozsahu od 0,025 % do 0,1 % pro DNCB, coZ
piedstavuje rozsah poloviny az dvojndsobku primérné hodnoty koncentraci EC3 stanovené pro HCA (10 %)
a DNCB (0,05 %), pii pouziti metody LLNA (viz tabulka 1).

Dodatek 2
Definice

Presnost: Blizkost shody mezi vysledky zkusebni metody a uzndvanymi referenénimi hodnotami. Je to mira funk¢nosti
zkuebni metody a jeden z aspekt jeji relevantnosti. Tento vyraz se Casto pouzivd namisto vyrazu ,soulad’ a rozumi se
jim podil spravnych vysledkd zkusebni metody (14).

Srovndvaci ldtka: Senzibilizujici nebo nesenzibilizujici latka pouzitd jako standard pro srovndni se zkousenou ltkou.
Srovndvaci litka by méla mit tyto vlastnosti: i) konzistentni a spolehlivy zdroj (konzistentni a spolehlivé zdroje); i)
strukturdlni a funkéni podobnost s ti{dou zkouSenych latek; iii) zndmé fyzikdlné-chemické vlastnosti; iv) podklady
o zndmych G¢incich a v) zndmd G¢innost v rozsahu zddouci odezvy.

Odhadovand prahovd koncentrace (ECt): Odhadovand koncentrace zkousené litky potiebnd pro dosazeni takové hodnoty
indexu stimulace, kterd svéd¢i o pozitivni odezveé.

Odhadovand koncentrace tfi (EC3): Odhadovand koncentrace zkousené latky potiebné pro dosazeni hodnoty tfi indexu
stimulace.

Falesné negativni: Zkousend ldtka je zkuSebni metodou nesprévné oznacena za negativni nebo neaktivni, ackoli ve
skutecnosti je pozitivni nebo aktivni.

Falesné pozitivni: ZkouSend latka je zkuSebni metodou nesprévné oznacena za pozitivni nebo aktivni, ackoli ve
skutecnosti je negativni nebo neaktivni.

Nebezpecnost: Potencidl latky piisobit nepiznivé na zdravi nebo Zzivotni prostfedi. Nepiiznivy tc¢inek se projevuje pouze
pii dostatecné tirovni expozice.

Mezilaboratorni reprodukovatelnost: Mira, v jaké mohou rtzné kvalifikované laboratore za pouziti stejného protokolu
a pii testovani stejnych zkousenych latek ziskat kvalitativné a kvantitativné podobné vysledky. Mezilaboratorni repro-
dukovatelnost se urcuje béhem predvalidacnich a valida¢nich postupt a ukazuje, do jaké miry Ize zkousku tspésné
pfendset mezi riznymi laboratoremi (14).

Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost: UrCeni miry, v jaké muze kvalifikovany persondl ve stejné laboratofi jindy tspésné
dosdhnout stejnych vysledkt za pouZiti urcitého protokolu.
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Zkouska typu ,me-too: Hovorovy vyraz pro zkuSebni metodu, kterd je strukturdlné a funkéné podobnd validované
a uzndvané referencni zkusebni metodé. Takovd zkuSebni metoda by byla kandiditem pro dodate¢nou validaci.
Pouzivd se namisto podobné zkuSebni metody (14).

Odlehld hodnota: Odlehla hodnota je poznatek, ktery se vyrazné lisi od ostatnich hodnot v nahodném vzorku od celé
populace.

Standardy funkénosti: Standardy zalozené na validované referencéni metodé, které slouzi jako zdklad pro hodnoceni
srovnatelnosti navrhované zkusebni metody, kterd je funkéné a mechanicky podobnd. Patf{ mezi né i) zdsadni slozky
zku$ebni metody, i) minimalni seznam srovndvacich latek vybranych z chemickych litek pouzivanych k prokdzani
piijatelné funkcnosti validované referencéni metody a iii) srovnatelné hladiny presnosti a spolehlivosti zalozené na
hodnotach ziskanych u validované referen¢ni metody, jez by navrhovand zkusebni metoda méla prokdzat pii vyhod-
noceni za pouziti minimdlntho seznamu srovndvacich latek (14).

Chrdnénd zkusebni metoda: ZkuSebni metoda, u niZ je vyroba a distribuce omezena patenty, autorskymi pravy, ochran-
nymi zndmkami apod.

Prokazovdni kvality: Ridici proces, v jehoz rémci se hodnoti dodrzovéni zkusebnich norem a standardii laboratore,
piislusnych pozadavkd a postupti vedeni zdznamd, jakoz i presnost pfenosu tdajii, pficemz tyto prvky jsou hodno-
ceny osobami, které jsou nezdvislé na pracovnicich, ktefi zkousky provadgji.

Srovndvaci ldtky: Chemické latky zvolené k pouziti pfi procesu validace, pro néz jsou jiz zndmy odezvy v rdmci
zku$ebniho systému in vitro nebo in vivo nebo odezvy u biologického druhu, ktery je pfedmétem zdjmu daného
zkoumdni. Tyto chemické latky by mély byt reprezentativnimi zdstupci tfid chemickych ldtek, u nichz se pfedpoklddd
pouzivani doty¢né zkusebni metody, a mély by predstavovat celou $kdlu reakci, jez lze ocekdvat u chemickych latek,
pro néz se muze zkuSebni metoda pouzivat, od silné pres slabou aZ po negativni odezvu. Pro jednotlivé fize procesu
validace a pro rtizné zkusebni metody a rtiznd pouziti zkousek mohou byt potiebné rozdilné sady srovndvacich ldtek
(14).

Relevantnost: Popis vztahu zkousky k t¢inku, ktery je predmétem zdjmu, a také toho, zda je zkouska smysluplnd
a pouzitelnd pro konkrétni ucel. Vyjadtuje, do jaké miry zkouska spravné méfi nebo predikuje biologicky tcinek, ktery
je predmétem zdjmu. Relevantnost zahrnuje také posouzeni pfesnosti (shody) zkusebni metody (14).

Spolehlivost: Mira, v jaké lze zkuSebni metodu provadét reprodukovatelné v rdmci téze laboratofe i v rdmci rtiznych
laboratof{ v priibéhu doby, jestlize se provadi za pouziti stejného protokolu. Hodnoti se na zdkladé¢ vypoctu vnitro-
laboratorni a mezilaboratorni reprodukovatelnosti (14).

Senzibilizace kiize: Imunologicky proces, ktery nastdvd, kdyz je vnimavd osoba vystavena mistné aplikovanému chemic-
kému alergenu, ktery vyvoldvd kozni imunitni odezvu, jez miize vést ke vzniku kontaktni senzibilizace.

Index stimulace (SI): Hodnota vypoctend za Gcelem posouzeni potencidlu zkouSené litky vyvolat senzibilizaci kaze.
Vyjadfuje pomér hodnoty proliferace u exponovanych skupin k hodnoté proliferace u soubézné kontrolni skupiny
s vehikulem.

ZkouSend ldtka: Jakdkoli litka nebo smés, kterd se zkousi za pouziti této zkusebni metody.

Validovand zkuebni metoda: ZkuSebni metoda, u niZ byly provedeny valida¢ni studie k urcent jeji relevantnosti (véetné
pfesnosti) a spolehlivosti pro konkrétni tcel. Je dalezité si uvédomit, Ze validovand zkusebni metoda nemusi mit
dostatecnou funkénost, pokud jde o presnost a spolehlivost, aby mohla byt shleddna pfijatelnou pro navrhovany tcel
(14).«

. Kapitola B.46 se nahrazuje timto:

,B.46. DRAZDENI KUZE IN VITRO: ZKUSEBNI METODA ZA POUZITI REKONSTRUOVANE LIDSKE
EPIDERMIS

UvoD

1. Drézdéni kize znamend tvorbu reverzibilniho poskozeni kiize po aplikaci zkousené latky v délce 4 hodin (jak ji
definuje globdlné harmonizovany systém klasifikace a oznacovani chemickych latek (GHS) OSN a naiizeni Evrop-
ského parlamentu a Rady (ES) ¢. 12722008 ze dne 16. prosince 2008 o klasifikaci, oznacovdni a baleni ldtek
a smési (1) (3)). Tato zkuSebni metoda poskytuje postup in vitro, ktery lze pouzit k urCeni nebezpecnosti
drédzdivych chemikdlii (ldtek a smési) patiicich v rdmci systému GHS OSN a podle vyse uvedeného nafizeni EU
o klasifikaci, oznacovéni a balenf ldtek a smési (nafizeni CLP) do kategorie 2 (1) (2) (3). V Evropské unii a dalsich
oblastech, které nepiijaly volitelnou kategorii 3 systému GHS OSN (slabé drdzdivé litky), se miiZe tato ZM rovnéz
pouzivat k identifikaci nezatiidénych latek, tzn. ltek oznacovanych v rdmci systému GHS OSN a podle nafizeni
CLP Evropské unie vyrazem JBez kategorie’ (1) (3). Tuto ZM lze pouzivat k urceni drdzdivych Gcinkd chemickych

latek na kizi jakozto samostatnou zkousku nahrazujici zkousky drdzdéni kaZe in vivo v rdmci strategie odstup-
novaného zkouseni (4 a kapitola B.4 této piilohy).
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Hodnoceni drdzdéni kiize obvykle zahrnovalo pouZivdni laboratornich zvitat (zkusebni metodika OECD ¢. 404;
kapitola B.4 této piilohy) (4). V souvislosti s ohledy na dobré zivotni podminky zvifat byla metoda podle kapitoly
B.4 v roce 2004 prepracovdna, aby umoziiovala urcit poleptani/drazdéni kiize uplatnénim strategie odstupnova-
ného zkouseni za pouziti validovanych metod in vitro a ex vivo, takze lze zabrdnit bolesti a utrpeni zvifat. Tfi
validované zkusebni metody in vitro byly piijaty jako zkuSebni metodiky OECD ¢. 430, 431 a 435 (5) (6) (7) a dv¢
z nich jako kapitoly B.40a B.40 a této piilohy a maji se pouzivat pro tu ¢dst strategie odstupfiovaného zkouseni
podle kapitoly B.4 nebo zkuSebni metodika OECD ¢. 404, kterd se tykd poleptdni (4).

Tato ZM se tykd ukazateldi drazdéni kaze z hlediska lidského zdravi. Je zaloZena na pouziti rekonstruované lidské
epidermis, kterd svym celkovym uspordddnim (pouzitim netransformovanych keratinocytti ziskanych z lidské
epidermis jakoZto zdroje bunék, a pouzitim reprezentativni tkdné a cytoarchitektury) vérné napodobuje bioche-
mické a fyziologické vlastnosti svrchnich ¢asti lidské kaze, tj. epidermis. Tato ZM rovnéz obsahuje sadu standardd
funkénosti (Piiloha 2) pro posuzovani podobnych a modifikovanych metod zaloZenych na pouziti rekonstruované
lidské epidermis vyvinutou Evropskym stiediskem pro validaci alternativnich metod (EC-ECVAM) (8), v souladu se
zdsadami uvedenymi v Pokynu OECD ¢. 34 (9).

K dispozici jsou tfi ovéfené metody, které se drzi této ZM. Pro zkuSebni metodu in vitro za pouziti rekonstruované
lidské epidermis, komercné dostupné jako EpiSkin™, (0znacenou jako validovand referenéni metoda — VRM) byly
provedeny prevalida¢ni, optimalizacni a valida¢ni studie (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20). Dvé
dalsi komer¢né dostupné metodyin vitro pro zkouseni drazdéni kiize za pouziti rekonstruované lidské epidermis
vykazuji lpodle validace na zdkladé standardd funk¢nosti podobné vysledky jako VRM (21). Jednd se o metody
EpiDerm™ SIT (EPI-200) a SkinEthic™ RHE (22).

Nezli Ize pro regulacni tcely pouzit navrhovanou podobnou nebo modifikovanou zkousku in vitro za pouziti
rekonstruované lidské epidermis — jinou nez VRM a zkusebni metody EpiDerm™ SIT (EPI-200) nebo SkinEthic™
RHE - je zapotiebi stanovit jeji spolehlivost, relevantnost (pfesnost) a omezeni tykajici se jejtho navrhovaného
pouziti, aby se zajistilo, Ze je lze povazovat za srovnatelné s odpovidajicimi ukazateli VRM v souladu se standardy
funkénosti stanovenymi v této ZM (dodatek 2). Kromé toho se doporucuje pied zahdjenim vyvoje a validace
podobné nebo modifikované metody in vitro za pouziti rekonstruované lidské epidermis a jejim piedloZenim
k pfijeti regula¢nim orgdnem prostudovat si vysvétlujici dokument OECD o zkoumdni drazdéni kaze in vitro (23).

DEFINICE

6.

Pouzité definice jsou uvedeny v dodatku 1.

VYCHOZI UVAHY A OMEZEN{

7.

Jak prokazuje valida¢ni studie (16), omezenim této ZM je to, Ze neumoziuje zatiidéni chemickych litek do
volitelné kategorie 3 v rdmci systému GHS OSN (slabé drdzdivé litky) (1). Pokud se tato ZM pouzivd jako
Castecnd néhradni zkouska, mize byt nezbytné ndsledné testovani in vivo, aby bylo moZno plné charakterizovat
potencidl latky drazdit kidzi (4 a kapitola B.4 této piilohy). Je zndmo, Ze pouziti lidské kaze je predmétem
vnitrostdtnich a mezindrodnich etickych tivah a podminek.

Tato ZM se tykd té Casti strategie odstupniovaného zkouSeni poleptini nebo drézdéni kize podle kapitoly B.4
(zkusebni metodika OECD ¢. 404), kterd spociva ve zkousce drdzdéni kize in vitro (4). Jelikoz tato ZM neposky-
tuje odpovidajici informace o poleptdni kize, je tfeba poznamenat, Ze kapitola B.40a (zkusebni metodika OECD
¢. 431) o poleptdni kize je zaloZena na tomtéz zkuSebnim systému za pouZiti rekonstruované lidské epidermis,
i kdyz podle jiného protokolu (kapitola B.40a). Tato metoda je zaloZena na modelech rekonstruované lidské
epidermis s pouzitim lidskych keratinocytti, které proto piedstavuji cilovy orgdn in vitro zdgjmového biologického
druhu. Kromé toho se pifmo tykd prvniho stupné zdnétlivé kaskddy/mechanismu dcinku (poskozeni bunék
a poskozeni tkdni vedouci ke vzniku lokalizovaného traumatu), k némuz dochdzi pfi podrdzdéni in vivo. PH
validaci této ZM byla testovdna Sirokd Skdla chemickych ldtek a empirickd databdze valida¢ni studie obsahuje
celkem 58 ldtek (16) (18) (23). Tykd se to pevnych latek, kapalin, polotuhych latek a voskd. Kapaliny mohou byt
vodné ¢ nevodné, pevné latky mohou byt ve vodé rozpustné ¢i nerozpustné. Pevné latky by se pied aplikaci mély
pokud mozno rozmélnit do podoby jemného prasku; zddnd dalsi predbéznd tprava vzorku neni nutnd. Plyny
a aerosoly dosud nebyly ve validacni studii hodnoceny (24). Ackoli neni jejich zkouseni postupem za pouziti
rekonstruované lidské epidermis teoreticky vylouceno, soucasnd ZM zkouseni plynt a aerosolii neumoziuje. Je
tfeba také poznamenat, Ze velmi barevné chemické litky mohou ovlivnit méFeni Zivotaschopnosti bunék, a je
proto za tGcelem korekei nutno pouZit pifizpisobené kontroly (viz odstavce 24 azZ 26).

U zkousené ldtky s jednoznacnym zatiidénim by mélo stacit jedno provedeni zkousky za pouZiti tif tkdfiovych
replikdtt. AvSak v piipadé hrani¢nich vysledkd, jako jsou napiiklad nesouhlasné vysledky opakovanych méfeni
a/nebo primérnd hodnota Zivotaschopnosti ve vysi 50 + 5 %, by se mélo zvazit druhé provedeni zkousky, jakoz
i tieti provedeni zkousky v pifpadé nesouhlasnych vysledki mezi prvnimi dvéma provedenimi zkousky.

PODSTATA ZKOUSKY

10. Zkousend ldtka se mistné nanese na trojrozmérny model rekonstruované lidské epidermis tvofené netransformo-

vanymi keratinocyty ziskanymi z lidské epidermis, které byly kultivovdny tak, aby vytvorily vicevrstvy, vysoce
diferenciovany model lidské epidermis. Skldd4 se z uspofddanych bazélnich, vybézkovitych a granuldrnich vrstev
a vicevrstevného stratum corneum, jez obsahuje mezibunécné lameldrni lipidové vrstvy predstavujici hlavni tiidy
lipida analogické tém, které se nachazeji in vivo.
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11

12.

. Chemicky vyvolané podrdzdéni kaze, které se projevuje zarudnutim (erytém) a otokem (edém), je vysledkem
kaskady udélosti, kterd zacind proniknutim latky skrze stratum corneum a poskozenim pod nim lezicich vrstev
keratinocytll. Z umirajicich keratinocyti se uvolfuji medidtory, které zahajuji zdnétlivou kaskddu, jez ptisobi na
buiiky v dermis, zejména na stromatické a endotelidlni bunky. Jednd se o rozsifeni a zvySeni propustnosti
endotelidlnich bunék, pfi némz vznikd pozorovany erytém a edém (24). Metody zaloZené na pouziti rekon-
struované lidské epidermis méfi pocatec¢ni udélosti kaskady.

Zivotaschopnost bunék modelé rekonstruované lidské epidermis se méff enzymatickou preménou vitdlntho
barviva MTT [3—(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium-bromid, thiazolylovd modf, ¢islo CAS
298-93-1] na sul modrého formazanu, jehoz mnozstvi se zméfi po extrakci z tkdni (25). Drazdivé latky se
zji$tuji na zdkladé jejich schopnosti snizovat Zivotaschopnost bunék pod definované prahové drovné (4. < 50 %
pro drdzdivé latky patfici v rdmci systému GHS OSN a podle nafizeni CLP Evropské unie do kategorie 2).
V zdvislosti na pravnim rdmci, v némz se vysledky této ZM pouzivaji, Ize chemické latky, pfi jejichz pouziti
zivotaschopnost bunék presahuje stanovenou prahovou uroven, povazovat za nedrdzdivé (tzn. > 50 %, ,Bez
kategorie’).

PROKAZAN{ ZPUSOBILOSTI

13

14.

. Pfed zahdjenim bézného pouzivani nékteré z téchto tif validovanych metod, které se drzi této ZM, by mély
laboratofe prokdzat svoji technickou zpusobilost za pouziti deseti srovndvacich litek uvedenych v tabulce 1.
V piipadé podobnych metod vyvinutych podle této ZM nebo v piipadé modifikaci kterékoli ze tif validovanych
metod je nutno splnit pozadavky standardt funkcnosti uvedené v Pifloze 2 této ZM, nezli lze metodu zacit
pouzivat pro ucely regulacniho zkouseni.

V ramci prokazovani zpusobilosti se doporucuje, aby uZivatel po obdrzeni modelu rekonstruované lidské
epidermis ovéfil bariérové vlastnosti tkdni uvedené jeho vyrobcem. To je zvldsté dilezité v piipadé, Ze se tkdné
zasilaji na dlouhé vzddlenosti nebo Ze jejich pteprava trvd dlouhou dobu. Pokud je metoda dspésné zavedena a je
prokdzana zpiisobilost spravné tuto metodu pouzivat, neni nutno bézné provadét takové ovéfovani. PH bézném

pouzivani metody se vSak doporucuje i naddle v pravidelnych intervalech bariérové vlastnosti posuzovat.

Tabulka 1

Srovnévaci latky (')

Chemickd latka Cislo CAS Skére in vivo (%) Skupenstvi Kateg;)lzifeizgﬁlfll(elGPI-éSUOSN/
kyselina naftalen-1-octova 86-87-3 0 pevné Bez kategorie
isopropylalkohol 67-63-0 0,3 kapalné Bez kategorie
methyl-steardt 112-61-8 1 pevné Bez kategorie
heptyl-butyrat 5870-93-9 1,7 kapalné Bez kategorie

(Volitelnd kat. 3) (%), (%)
hexyl-salicylat 6259-76-3 2 kapalné Bez kategorie

(Volitelnd kat. 3) (%), (*)
cyklamenaldehyd 103-95-7 2,3 kapalné Kat. 2
1-bromhexan 111-25-1 2,7 kapalné Kat. 2
hydroxid sodny (5 % vod.) 1310-58-3 3 kapalné Kat. 2
3-fenyl-1-methylpiperazin 5271-27-2 3,3 pevné Kat. 2
heptanal 111-71-7 3,4 kapalné Kat. 2

()
)
)

v

Tyto srovnévaci litky jsou podmnozinou srovndvacich litek pouzitych ve valida¢ni studii.

Skoére in vivo podle kapitoly B.4 a zkusebni metodiky OECD ¢. 404 (4).

ramci této zkusebni metody se latky patiici podle systému GHS OSN do volitelné kategorie 3 (slabé drdzdivé latky) (1) povazuji za
latky s oznacenim ,Bez kategorie’.

Podle nafizeni CLP Evropské unie nelze volitelnou kategorii 3 systému GHS OSN poutzit.
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POSTUP

15. Nésleduje popis slozek a postupti zkuebni metody s pouzitim rekonstruované lidské epidermis pii hodnoceni
drédzdéni kize. Mél by byt rekonstruovan model lidské epidermis a lze jej rovnéZz piipravit interné nebo ziskat na
trhu. K dispozici jsou standardni provddéci postupy pro metody EpiSkin™, EpiDerm™ SIT (EPI-200) a SkinE-
thic™ RHE (26) (27) (28). Zkousen{ by se mélo provddét ndsledujicim zptisobem:

Slozky zku$ebni metody s pouZitim rekonstruované lidské epidermis
Vseobecné podminky

16. K rekonstrukei epitelu je zapotiebi pouZit netransformované lidské keratinocyty. Pod funkénim stratum corneum by
mély byt pritomno nékolik vrstev Zivotaschopnych epitelovych bunék (bazélni vrstva, stratum spinosum, stratum
granulosum). Stratum corneum by mélo byt vicevrstevné a obsahovat profil esencidlnich lipidt k vytvoreni funkéni
bariéry robustni natolik, aby vzdorovala rychlému priiniku cytotoxickych ldtek markeru, napt. dodecylsulfitu
sodného (SDS) nebo piipravku Triton X-100. Funkce bariéry by méla byt prokdzédna a lze ji hodnotit bud
urCenim koncentrace, pii niz litka markeru snizuje Zivotaschopnost tkdni o 50 % (IC50) po pevné stanovené
expozi¢ni dobé¢, nebo stanovenim expozicni doby potiebné ke sniZeni Zivotaschopnosti bunék o 50 % (ET5q) po
aplikaci litky markeru v pevné stanovené koncentraci. Zadrzovaci vlastnosti modelu rekonstruované lidské
epidermis by mély zabrénit prichodu materidlu v oblasti stratum corneum do Zivotaschopné tkéng, coz by
vedlo k nespravnému modelovani expozice kiize. Model rekonstruované lidské epidermis by nemél byt kontami-
novén bakteriemi, viry, mykoplazmaty ani houbovymi mikroorganismy.

Funkéni podminky
Zivotaschopnost

17. K ureni miry Zivotaschopnosti se pouziva zkouska MTT (25). Uzivatelé modelu rekonstruované lidské epidermis
by méli zajistit, aby kazdd pouzitd Sarze modelu rekonstruované lidské epidermis spliiovala stanovend kritéria pro
negativni kontrolu. Optickd hustota (OD) samotného extrakéniho rozpoustédla by méla byt dostate¢né mald, tzn.
OD < 0,1. Rozsah piijatelnosti (horni a dolni mez) pro hodnoty OD negativni kontroly (za podminek zkusebni
metody pro urCeni drézdéni kize) stanovi subjekt, ktery vyvinul nebo doddvd model rekonstruované lidské
epidermis, a rozsahy pfijatelnosti pro 3 validované metody jsou uvedeny v tabulce 2. Je tfeba dolozit, Ze
tkdné oSetfené negativni kontrolou jsou stabilné kultivovany (poskytuji podobné naméfené hodnoty Zivotaschop-
nosti) po dobu trvani zkusebni doby expozice.

Tabulka 2

Rozsahy pfijatelnosti pro hodnoty OD negativni kontroly

Dolni mez pfijatelnosti Horni mez pfijatelnosti
EpiSkin™ (SM) > 0,6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) >1,0 <25
SkinEthic™ RHE >1,2 <25

Bariérové funkce

18. Stratum corneum a jeho lipidové slozeni by mélo dostacovat na to, aby odoldvalo rychlému priiniku cytotoxickych
latek markeru, napt. SDS nebo Triton X-100, podle odhadu na zdkladé hodnoty ICsq nebo ETs, (tabulka 3).

Morfologie

19. Mélo by se provést histologické vysetfeni modelu rekonstruované lidské epidermis, které prokaze strukturu
podobnou lidské epidermis (véetné vicevrstevného stratum corneum).

Reprodukovatelnost

20. Vysledky zkusebni metody za pouziti pozitivni kontrolni ldtky a negativnich kontrol by mély prokdzat reprodu-
kovatelnost v pribéhu casu.
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Kontrola kvality

21. Subjekt, ktery vyvinul nebo doddvd model rekonstruované lidské epidermis, by mél zajistit a prokdzat, Ze kazdd
pouzitd Sarze modelu rekonstruované lidské epidermis spliiuje stanovend produkéni kritéria pro uvolnéni do
obéhu, pfi¢emz mezi nejvyznamnéjsi z nich patif kritéria Zivotaschopnosti (odstavec 17), bariérové funkce (odstavec
18) a morfologie (odstavec 19). Tyto ddaje by mély byt poskytovdny uZivatelim metody, aby je mohli uvést
v protokolu o zkousce. Rozsah piijatelnosti (horni a dolni mez) pro ICsq nebo ETs je zapotiebi zjistit u subjektu,
ktery model rekonstruované lidské epidermis vyvinul nebo dodédvd (nebo u zkousejictho, pokud se pouzivd vlastni
model). Pro spolehlivou predikci zatiidéni zkousené ldtky co do drdzdivosti mohou byt piijatelné pouze vysledky
ziskané za pouziti ndlezitych tkdni. Jako piiklad jsou v tabulce 3 uvedeny rozsahy pfijatelnosti pro ti validované
referen¢ni metody.

Tabulka 3
Pfiklady kritérii kontroly kvality pro uvolnéni Sarze do ob&hu
Dolni mez pfijatelnosti Horni mez pfijatelnosti

EpiSkin™ (SM) IC50 = 1,0 mg/ml IC50 = 3,0 mg/ml

(18 hodin expozice za pouziti SDS) (26)

EpiDerm™ SIT (EPI-200) ET;, = 4,8 hod. ETs5, = 8,7 hod.

(1 % Triton X-100)(27)

SkinEthic™ RHE ET5o = 4,0 hod. ET5, = 9,0 hod.

(1 % Triton X-100)(28)

Aplikace zkousené ldtky a kontrolni ldtky

22

23.

. Pro kazdou zkousenou litku a pro kontroly by se pfi kazdém provedeni zkousky mély pouzit alespon tii
replikdty. V piipadé kapalnych a pevnych litek je zapotfebi nanést dostatecné mnozstvi zkusebni latky, aby
rovnomérné pokryla povrch epidermis, a soucasné se vyhnout nekonecné davce, tzn. Ze je tfeba pouZit nejméné
25 uLjem? nebo 25 mgfem?. V piipadé pevnych litek je nutno povrch epidermis pied nanesenim zvlhéit deioni-
zovanou nebo destilovanou vodou, aby se zlepsil kontakt zkousené litky s povrchem epidermis. Pevné latky by se
mély pokud mozno zkoudet ve form¢ jemného prasku. Na konci expozi¢ni doby je nutno zkusebni litku peclivé
splachnout z povrchu epidermis vodnym pufrem nebo 0,9 % roztokem NaCl. V zavislosti na tom, kterd ze tif
validovanych metod s pouzitim rekonstruované lidské epidermis se pouzije, se doba expozice pohybuje v rozmezi
od 15 do 60 minut a teplota inkubace v rozmezi od 20 do 37 °C. Tyto expozicni doby a teploty jsou
optimalizovany pro kazdou metodu s pouzitim rekonstruované lidské epidermis a predstavuji rtizné inherentni
vlastnosti doty¢nych metod. Podrobnosti viz standardni provadéci postupy jednotlivych metod (26) (27) (28).

Pfi kazdém provedeni zkousky by se mély pouZivat soubézné negativni kontroly a pozitivni kontroly, aby se
prokazalo, ze zivotaschopnost (pfi pouziti negativni kontroly), bariérové funkce a vyslednd tkdnova citlivost tkdni
(pfi pouziti pozitivni kontroly) jsou v rdmci stanoveného rozpéti dosavadnich hodnot pfijatelnosti. Navrhovanou
pozitivni kontrolou je 5% vodny SDS. Navrhovanymi ldtkami pro negativni kontrolu jsou voda a fosfitovy
pufrovy fyziologicky roztok (PBS).

Meéfeni Zivotaschopnosti bunék

24. Nejdtlezitéjsim prvkem zkusebniho postupu je to, Ze se méfeni Zivotaschopnosti neprovadi okamzité po expozici

25.

26.

pusobeni zkousenych ltek, ale az po dostate¢né dlouhé inkubacni dobé po oSetfeni tkdni opldchnutych v Cerstvém
médiu. Tato doba umoziuje jak regeneraci po slabych drdzdivych c¢incich, tak i vznik jasnych zndmek cytoto-
xickych G¢inkd. Béhem optimaliza¢ni faze zkousky (11) (12) (13) (14) (15) se jako optimdln{ ukdzala 42 hodinové
inkuba¢ni doba po oetieni.

Zkouska MTT je kvantitativni validovand metoda, kterd by se méla pouzivat k méfeni Zivotaschopnosti bunék
podle této ZM. Je slucitelnd s pouZitim trojrozmérné tkdfiové soustavy. Vzorek tkdné se na dobu 3 hodin vlozi do
roztoku MTT o vhodné koncentraci (napt. 0,3 az 1 mg/ml). VysrdZzeny modry formazan se poté extrahuje z tkdné
pomoci rozpoustédla (napf. isopropylalkoholu nebo kyselého isopropylalkoholu) a koncentrace formazanu se
zméii uréenim OD pii vlnové délce 570 nm za pouziti filtru o padsmové propustnosti nejvyse * 30 nm.

Optické vlastnosti zkousené ldtky nebo jeji chemické plisobeni na MTT mohou zkousku ovlivnit, coz vede
k nepravdivému odhadu Zivotaschopnosti (protoze zkouSend litka muZe zabrdnit vybarveni, zménit zabarveni
v opacné, nebo naopak miize vybarveni zpusobit). K tomu miize dojit v piipadé, ze se urcitd zkousend litka
opldchnutim z tkdné zcela neodstrani nebo Ze pronikne do epidermis. Jestlize zkousend latka piisobi pfimo na MTT
(tzn. Ze jej redukuje), ma pfirozené zabarveni nebo se zabarvi béhem svého piisobeni na tkdn, pak jsou ke zjistén{
interference zkousené ldtky s postupem méfeni Zivotaschopnosti bunék a ke korekei této interference zapotiebi
dodatecné kontroly. Podrobny popis, jak korigovat pfimou redukci MTT a interference zpiisobené barvivy,
naleznete ve standardnich provddécich postupech vyse uvedenych tif validovanych metod (26) (27) (28).
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Kritéria ptijatelnosti

27. U kazdé metody s pouzitim platnych $arzi modelu rekonstruované lidské epidermis (viz odstavec 21) by tkdné
oSetfené negativni kontrolou mély vykazovat hodnoty OD odrézejici kvalitu tkdni, kterd vznikla po vSech
piepravnich a piejimacich krocich a po viech procesech podle protokolu zkousky. Hodnoty OD kontrol by
nemély byt pod dosud zjisténymi dolnimi hranicemi. Podobné by tkdné oSetfené pozitivni kontrolou, tj. 5 %
vodnym SDS, mély odrdzet svou schopnost reagovat na drdzdivou litku v podminkich ZM (26) (27) (28). Je
nutno vymezit souvisejici vhodné hodnoty variability mezi tkdfiovymi replikdty (napf. pokud se pouzivaji stan-
dardni odchylky (SD), mély by byt v rozmezi jednostranného 95 % toleran¢niho intervalu vypocteného z dosavad-
nich tdaji; u VRM by méla byt SD < 18 %).

Interpretace vysledkii a predikéni model

28. Hodnoty OD ziskané s kazdou zkousenou litkou Ize pouzit k vypoctu procentudlniho podilu Zivotaschopnosti
bunék normalizovaného podle negativni kontroly, kterd je stanovena na 100 %. Je zapotiebi jasné vymezit,
zdokumentovat a v pifpadé potieby prokdzat mezni hodnotu procentudlniho podilu Zivotaschopnosti bunék
odlidujici drdzdivou ldtku od nezatiidénych zkouSenych litek a statisticky postup (statistické postupy) pouzité
k vyhodnoceni vysledki a identifikaci drdzdivych latek. Mezn{ hodnoty pro predikci drazdéni jsou uvedeny niZe:

— Zkousend litka je povazovdna za drdzdivou pro kiazi v souladu s kategorii 2 v rdmci systému GHS OSN nebo
podle natizeni CLP Evropské unie, jestlize je Zivotaschopnost tkdné po expozici a inkubaci po oSetfeni mensi
nebo rovna (<) 50 %.

— V zévislosti na pravnim rdmci, v némz se vysledky této ZM pouzivaji, lze zkouSenou litku povazovat za
nedrazdivou pro kizi v souladu s oznacenim ,Bez kategorie’ v rdmci systému GHS OSN nebo podle nafizeni
CLP Evropské unie, jestlize je Zivotaschopnost tkdné po expozici a inkubaci po oSetfeni vétsi nez (>) 50 %.
UDAJE A VYKAZOVANI
Udaje
29. Za kazdé provedeni zkousky by se tdaje ziskané za pouziti jednotlivych tkdfiovych replikdti (napf. hodnoty OD
a vypocitané tdaje procentudlni Zivotaschopnosti bunék pro kazdou zkousenou létku, a to véetné jejtho zat¥{déni)
mély vykazovat ve formé tabulky, popiipadé vcetné tdaji z opakovanych experimentd. Navic je za kazdé

provedeni zkousky nutno vykdzat primér * standardni odchylku. Pozorované interakce s ¢inidlem MTT a barev-
nymi zkouSenymi ldtkami je nutno uvadét za kazdou zkousenou ltku.

Protokol o zkousce

30. Protokol o zkousce by mél obsahovat nasledujici informace:
Zkousend ldtka a kontrolni latka:

— chemicky ndzev (chemické ndzvy), napiiklad ndzev CAS a ¢islo CAS, nézev a &islo podle klasifikace ES, jsou-li
zndmy,

— distota a sloZeni latky (v hmotnostnich procentech),

— fyzikdlné-chemické vlastnosti vyznamné pro provddéni studie (napf. skupenstvi, stabilita, tékavost, pH
a rozpustnost ve vodé, jsou-li zndmy),

— piipadné o3etfeni zkousSenych/kontrolnich litek pred zkouskou (napf. zahiivani, mleti),

— podminky uchovévani.

Odtvodnéni pouzitého modelu rekonstruované lidské epidermis a protokolu
ZkuSebni podminky:
— pouzity bunécny systém,

— tplné podklady ke konkrétnimu pouzitému modelu rekonstruované lidské epidermis vcetné jeho chovéni pii
zkousce. Ty by mély zejména zahrnovat:

i) zivotaschopnost,
ii) bariérovou funkdi,
iiij) morfologii,
iv) reprodukovatelnost a pfedvidatelnost,
v) kontroly kvality modelu,
— podrobnosti pouzitého zkusebniho postupu,
— pouzité zkusebni ddvky, doba expozice a doba inkubace po osetfen,

— popis jakychkoli tprav zkusebniho postupu,
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— odkaz na dosavadni ddaje modelu. Ty by mély zejména zahrnovat:
i) prijatelnost udaji z kontrol kvality s odkazem na dosavadni tidaje o 3arzich,

ii) pfijatelnost hodnot pozitivnich a negativnich kontrol s odkazem na priméry a rozsahy pozitivnich a nega-
tivnich kontrol,

— popis pouzitych kritérii hodnoceni véetné odtivodnéni volby mezni hodnoty pro predikéni model,

— odkaz na dosavadni ddaje kontrol.

Vysledky:

— dudaje pro jednotlivé zkousené ltky za kazdé provedeni zkousky a méfeni kazdého replikdtu, usporddané do
podoby tabulek,

— piehled kontrol pouzitych pro latky, které piimo redukuji MTT, a/nebo pro zbarvujici zkousené latky,

— popis ostatnich pozorovanych t¢inka.

Rozbor vysledki

Zavér
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Dodatek 1
Definice

Presnost: Blizkost shody mezi vysledky zkusebni metody a uzndvanymi referenénimi hodnotami. Je to mira funk¢nosti
zku$ebni metody a jeden z aspektll jeji relevantnosti. Tento vyraz se ¢asto pouzivd namisto vyrazu ,soulad“ a rozumi
se jim podil spravnych vysledka zkusebni metody (9).

Zivotaschopnost bunék: Parametr méfici celkovou aktivitu bunééné populace, napi. jako schopnost bunéénych mito-
chondridlnich dehydrogendz redukovat vitdlni barvivo MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-2H-tetrazolium-
bromid, thiazolylovd modf), které v zdvislosti na naméfené hodnoté a koncepci pouzité zkousky koreluje s celkovym
poctem a/nebo vitalitou Zivych bunék.

Soulad: Je méfitkem funk¢nosti u zkuSebnich metod poskytujicich kategorické vysledky a je jednim z aspektl jeji
relevantnosti. Tento vyraz se pouZivd namisto vyrazu ,pfesnost® a je vymezen jako podil vSech zkousenych latek, které
jsou spravné zatiidény jako pozitivni nebo negativni (9).

ETsy: Tuto hodnotu Ize odhadnout na zdkladé urceni doby expozice potiebné k tomu, aby se Zivotaschopnost bunék
snizila 0 50 % po aplikaci litky markeru v pevné stanovené koncentraci, viz rovnéz ICsy.

Nafizeni CLP Evropské unie (nafizeni Evropského parlamentu a Rady (ES) ¢. 1272/2008 ze dne 16. prosince 2008 o klasifikaci,
oznacovdni a baleni ldtek a smési): Toto nafizeni provadi v Evropské unii (EU) systém GHS OSN pro klasifikace
a oznacovéani chemikdlii (litek a smési) (3).

GHS (Globdlné harmonizovany systém klasifikace a oznacovdni chemickych ldtek vypracovany Organizaci spojenych ndrodii
(OSN)): Systém navrhujici klasifikaci chemikalii (litek a smési) podle standardizovanych typii a drovni fyzikdlni,
zdravotni a environmentalni nebezpecnosti a fesici piislusné komunikacni prvky, jako jsou vystrazné symboly nebez-
pecnosti, signdlni slova, standardni véty o nebezpecnosti, pokyny pro bezpecné zachdzeni a bezpecnostni listy, za
ucelem poskytovani informaci o jejich nezddoucich tcincich s ohledem na ochranu lidi (véetné zaméstnavateld,
pracovnikd, pfepravcd, spotfebitelti a osob reagujicich na havarie) a Zivotniho prostiedi (1).

IC5: Tuto hodnotu lze odhadnout na zdkladé urceni koncentrace, pfi niZ litka markeru sniZuje Zivotaschopnost tkdni
0 50 % (IC50) po pevné stanovené dobé expozice, viz rovnéz ETs,.

Nekonecnd ddvka: Mnozstvi zkuSebni ldtky nanesené na epidermis, které piesahuje mnozstvi potiebné k dplnému
a rovnomérnému pokryti povrchu epidermis.

Zkouska typu ,me-too“: Hovorovy vyraz pro zkuSebni metodu, kterd je strukturdlné a funkéné podobnd validované
a uzndvané referencni zkusebni metodé. Takovd zkuSebni metoda by byla kandiditem pro dodate¢nou validaci.
Pouzivd se namisto podobné zkusebni metody (9).

Standardy funkcnosti: Standardy zaloZené na validované referencni metodé, které slouzi jako zdklad pro hodnoceni
srovnatelnosti navrhované zkusebni metody, kterd je mechanicky a funkéné podobnd. Pati{ mezi né i) zdsadni slozky
zkusebni metody, i) minimdln{ seznam srovndvacich latek vybranych z chemickych litek pouzivanych k prokdzani
piijatelné funkénosti validované referenéni metody a iii) srovnatelné hladiny pfesnosti a spolehlivosti zalozené na
hodnotdch ziskanych u validované referen¢éni metody, jez by navrhovand zkusebni metoda méla prokdzat pfi vyhod-
noceni za pouziti minimélniho seznamu srovndvacich ltek (9).

Srovndvaci ldtky: Chemické létky zvolené k pouziti pfi procesu validace, pro néz jsou jiz zndmy odezvy v rdmci
zkuSebniho systému in vitro nebo in vivo nebo odezvy u biologického druhu, ktery je predmétem zdjmu daného
zkoumdni. Tyto chemické litky by mély byt reprezentativnimi zdstupci tfid chemickych ldtek, u nichz se pfedpoklddad
pouzivani doty¢né zkuSebni metody, a mély by predstavovat celou $kilu reakci, jez 1ze ocekdvat u chemickych latek,
pro néz se muze zkuSebni metoda pouzivat, od silné pres slabou aZ po negativni odezvu. Pro jednotlivé fize procesu
validace a pro rizné zkuSebni metody a riiznd pouZiti zkousek mohou byt potfebné rozdilné sady srovndvacich latek

).



L 193/26

Utednf véstnik Evropské unie

20.7.2012

Relevantnost: Popis vztahu zkousky k tcinku, ktery je pfedmétem zdjmu, a také toho, zda je zkouska smysluplnd
a pouzitelnd pro konkrétni Gcel. Vyjadiuje, do jaké miry zkouska spravné méfi nebo predikuje biologicky acinek, ktery
je pfedmétem zdjmu. Relevantnost zahrnuje také posouzeni presnosti (shody) zkusebni metody (9).

Spolehlivost: Mira, v jaké 1ze zkusebni metodu provaddét reprodukovatelné v rdmci téZze laboratofe i v rdmci riiznych
laboratoi{ v priibéhu doby, jestlize se provadi za pouziti stejného protokolu. Hodnoti se na zdkladé vypoctu vnitro-
laboratorn{ a mezilaboratorni reprodukovatelnosti (9).

Ndhradni zkouska: Zkouska, kterd je koncipovdna tak, aby nahradila béZné pouzivanou a uzndvanou zkousku, kterd
slouzi ke urceni nebezpecnosti ajnebo posouzeni rizika a u niZ je zjisténo, zZe poskytuje stejnou nebo lepsi troven
ochrany zdravi lidi nebo zvifat ¢i piipadné ochrany Zivotniho prostiedi ve srovndni s uzndvanou zkouskou ve viech
moznych zkusebnich situacich a pro vSechny zkousené latky (9).

Citlivost: Podil vSech pozitivnich/aktivnich zkouSenych latek, které jsou na zdkladé zkousky sprévné zatiidény. Je
méfitkem piesnosti zkuSebni metody, kterd poskytuje kategorické vysledky, a je ddlezitym prvkem pfi hodnoceni
relevantnosti zkusebni metody (9).

Drdzdéni kiize: Vyvoldni reverzibilntho poskozeni kiize po aplikaci zkousené litky po dobu az 4 hodin. Drazdéni kaze
je lokdlné vznikajici neimunogenni reakce, kterd se objevuje krdtce po stimulaci (29). Jeji hlavni charakteristikou je
reverzibilni povaha zahrnujici zdnétlivé reakce a vétsinu charakteristickych klinickych pfiznakd podrézdéni (erytém,
edém, svédéni a bolest) souvisejicich se zdnétlivym procesem.

Specificnost: Podil viech negativnich/neaktivnich zkousenych latek, které jsou na zdkladé zkousky spravné zatiidény. Je
méfitkem piesnosti zkuSebni metody, kterd poskytuje kategorické vysledky, a je ddlezitym prvkem pfi hodnoceni
relevantnosti zkusebni metody (9).

Strategie odstupriovaného zkouseni: Zkouseni, které vyuzivd metody zkouseni postupnym zplisobem; zkusebni metody se
na kazdé ndsledujici drovni voli na zdkladé vysledki ziskanych na pfedchozi drovni testovéni (9).

Zkousend ldtka: Jakdkoli litka nebo smés, kterd se zkousi za pouziti této zkusebni metody.

Dodatek 2

Standardy funk&nosti k posouzeni navrhovanych podobnych nebo modifikovanych metod pro zkouSeni
drdzdéni kiZe in vitro za pouZiti rekonstruované lidské epidermis

UvoD

1. Ucelem standardéi funkénosti je stanovit zdklad, podle néhoz lze urcit, zda nové metody, a to jak chrdnéné
(chrdnéné autorskymi pravy, chrdnéné ochrannymi zndmkami, registrované), tak nechrdnéné, maji dostatenou
pfesnost a spolehlivost pro konkrétni zkuSebni twcely. Tyto standardy funkénosti, zaloZené na validovanych
a uzndvanych metoddch, Ize pouzivat k hodnoceni spolehlivosti a pfesnosti jinych podobnych metod (hovorové
oznacovanych jako zkousky typu ,me-too), které jsou zaloZeny na podobnych védeckych zdsaddch a mé# nebo
predikuji tentyZ biologicky nebo toxicky tcinek (9).

2. Pied pfijetim modifikovanych metod (tzn. navrhovanych moznych vylepSeni schvélené zkusebni metody) je tieba
provést posouzeni, které uréi dopad navrhovanych zmén na funkénost zkousky a také miru, v jaké tyto zmény
ovliviiuji ddaje, jez jsou k dispozici pro dalsi slozky procesu validace. V zdvislosti na poctu a povaze navrhova-
nych zmén, na vyslednych tdajich a podkladech pro tyto zmény by mély byt navrhované metody podrobeny bud
témuz procesu validace, jaky je stanoven pro novou zkusebni metodu, nebo pipadné omezenému posouzeni
spolehlivosti a relevantnosti za pouziti stdvajicich standardd funkcnosti (9).

3. Podobné metody (typu ,me-too®) nebo modifikované metody odvozené od kterékoli ze tf validovanych metod
[EpiSkin™ (validovand referencni metoda — VRM), EpiDerm™ SIT (EPI-200) a SkinEthic™ RHE] navrhované
k pouziti v rdmci této ZM je nutno vyhodnotit, aby se stanovila jejich spolehlivost a pfesnost za pouziti latek
zastupujicich cely rozsah Draizeho $kély drazdivosti. Pfi hodnoceni za pouZiti 20 srovnévacich ldtek doporuce-
nych ve standardech funkcnosti (tabulka 1) by navrhované podobné nebo modifikované metody mély mit
hodnoty spolehlivosti a pfesnosti, které jsou srovnatelné nebo lepsi nez hodnoty ziskané pfi pouziti VRM (tabulka
2) (2) (16). Hodnoty spolehlivosti a piesnosti, jichz by mélo byt dosazeno, jsou uvedeny v odstavcich 8 az 12
tohoto dodatku. Seznam srovndvacich latek obsahuje nezatiidéné litky (oznacované v rdmci systému GHS OSN
a podle nafizeni CLP Evropské unie vyrazem ,Bez kategorie®) a zatf{déné latky (patfici v rdmci systému GHS OSN
a podle nafizeni CLP Evropské unie do kategorie 2) (1), které zastupuji riizné tiidy chemickych litek, aby bylo
mozno spolehlivost a pfesnost (citlivost, specifi¢nost a celkovou presnost) navrhované metody porovnat s odpo-
vidajicimi hodnotami VRM. Spolehlivost metody, jakoz i jeji schopnost spravné urcit drazdivé chemické latky
patiici v rdmci systému GHS OSN a podle nafizeni CLP Evropské unie do kategorie 2 a — v zdvislosti na
regulaénim rdmci, pro ktery jsou ziskdvané ddaje urceny — také jeji schopnost spravné urcit litky oznacované
v rdamci systému GHS OSN a podle nafizeni CLP Evropské unie vyrazem ,Bez kategorie je tfeba stanovit jesté
pied jejim pouzitim pro zkouSeni novych zkuSebnich latek.
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Tyto standardy funkcnosti jsou zalozeny na standardech funkénosti vypracovanych stfediskem EC-ECVAM (8),
aktualizovanych v souladu se systémy klasifikace a znaceni litek GHS OSN a CLP Evropské unie (1) (3). Pivodni
standardy funkcnosti byly vymezeny po provedeni valida¢ni studie (21) a byly zalozeny na klasifikaénim systému
EU stanoveném ve smérnici Komise 2001/59/ES ze dne 6. srpna 2001, kterou se po dvacté osmé piizptisobuje
technickému pokroku smérnice Rady 67/548/EHS o sblizovani prévnich a sprévnich pfedpisti tykajicich se
klasifikace, baleni a oznacovani nebezpecnych ldtek (!). Vzhledem k pfijeti systému GHS OSN pro klasifikaci
a oznacovani ldtek i v rdmci EU (nafizeni CLP Evropské unie) (3), k némuz doslo v dobé mezi provedenim
validacni studie a vypracovanim této ZM, byly standardy funkénosti aktualizovdny (8). Tato aktualizace spociva
pfedevsim ve zménéch i) sady srovnavacich latek uvedenych ve standardech funkcnosti a ii) stanovenych hodnot
spolehlivosti a presnosti (2) (23).

STANDARDY FUNKCNOSTI PRO ZKUSEBNI METODY IN VITRO POUZIVANE KE ZKOUSKAM DRAZDENI KUZE
ZA POUZITI REKONSTRUOVANE LIDSKE EPIDERMIS

5.

Standardy funk¢nosti jsou tvofeny témito tfemi prvky (9):
I. Zasadni slozky zkuSebni metody;
II. Minimélni seznam srovndvacich latek;

III. Definované hodnoty pfesnosti a spolehlivosti.

I. Zisadni slozky zkuSebni metody

6.

Patf{ mezi né zdsadni strukturni, funkéni a procedurdlni prvky validované metody, které by mély byt obsazeny
v protokolu navrhované, mechanicky a funkéné podobné nebo modifikované metody. Tyto slozky predstavuji

jedine¢né vlastnosti metody, nejdalezitéjsi procedurdlni podrobnosti a opatieni pro kontrolu kvality. Dodrzovan{
zdsadnich slozek zkuSebni metody pomiize zajistit, aby navrhovand podobnd nebo modifikovand metoda byla
zaloZena na stejnych pojmech jako odpovidajici VRM (9). Zakladni soucdsti zkuSebni metody jsou podrobné
popsdny v odstavcich 16 az 21 ZM a zkouseni by se mélo provadét v souladu s:
— v3eobecnymi podminkami (odstavec 16),
— funkénimi podminkami, mezi néZ patif:

— Zivotaschopnost bunék (odstavec 17),

— bariérovéd funkce (odstavec 18),

— morfologie (odstavec 19),

— reprodukovatelnost (odstavec 20) a

— kontrola kvality (odstavec 21).

II. Minimdlni seznam srovndvacich latek

7.

Srovndvaci latky slouzi k rozhodnuti, zda navrhovand podobnéd nebo modifikovand metoda, u niZ je prokdzino,
ze je strukturdlné a funkéné dostatené podobnd validované referenéni metodé (VRM), nebo kterd predstavuje
drobnou tpravu jedné ze tif validovanych referen¢nich metod, méd srovnatelnou nebo lepsi spolehlivost a presnost
nezli VRM (2) (8) (16) (23). Seznam 20 doporucenych srovndvacich ldtek uvedeny v tabulce 1 obsahuje chemické
latky, které zastupuji rtizné tiidy chemickych ldtek (tzn. kategorie chemickych latek na zdkladé funk¢nich skupin)
a jsou reprezentativnimi zdstupci celého rozsahu Draizeho $kély drézdivosti (od nedrdzdivych az po silné drdzdivé
latky). Tento seznam obsahuje 10 latek patficich v rdmci systému GHS OSN a podle naiizeni CLP Evropské unie
do kategorie 2 a 10 nezatiidénych chemickych latek, z nichz 3 jsou volitelné ltky patiici v rdmci systému GHS
OSN do kategorie 3. V rdmci této zkuSebni metody se litky volitelné kategorie 3 povazuji za litky s oznacenim
,Bez kategoric“. Chemické latky uvedené v tabulce 1 jsou vybrdny z litek pouzitych v rdmci optimalizacni féze,
kterd ndsledovala po prevalidaci, a ve valida¢ni studii VRM, s ohledem na chemickou funk¢nost a skupenstvi (14)
(18). Tyto srovnavaci litky predstavuji minimdlni pocet ldtek, které by se mély pouzivat k hodnoceni presnosti
a spolehlivosti navrhované podobné nebo modifikované metody, ale nemély by se pouzivat k vyvoji novych
metod. V situacich, kdy nékterd z uvedenych latek neni k dispozici, lze pouzit jiné chemické ldtky, u nichz jsou
k dispozici odpovidajici referen¢ni tdaje o jejich pouziti in vivo, pficemz je tfeba vybirat pfedevsim z chemickych
latek pouzitych v rdmci optimaliza¢ni fize, kterd ndsledovala po prevalidaci, nebo ve validacni studii VRM. Je-li to
zddouci, lze minimdln{ seznam srovndvacich latek rozsifit o dalsi latky zastupujici jiné tfidy chemickych latek,
u nichz jsou k dispozici odpovidajici referencni tdaje o pouziti in vivo, za Gcelem dalstho hodnoceni presnosti
navrhované metody.

() Uf. vest. L 225, 21.8.2001, s. 1.
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Minimdlni seznam srovndvacich litek ke stanoveni hodnot pfesnosti a spolehlivosti podobnych nebo

Tabulka 1

modifikovanych metod zkouSeni koZzni drazdivosti za pouZiti rekonstruované lidské epidermis (')

a Kat. in vivo podle
Chemickd ldtka Cislo CAS | Skupenstf | SKOre | Kat VRM GHS OSN/CLP
mn vivo n vitro EVTOpSké e

1-brom-4-chlorbutan 6940-78-9 kapalné 0 Kat. 2 Bez kategorie

diethyl-ftalat 84-66-2 kapalné 0 Bez kate- Bez kategorie
gorie

kyselina naftalen-1-octovd 86-87-3 pevné 0 Bez kate- Bez kategorie
gorie

allyl-fenoxyacetat 7493-74-5 kapalné 0,3 Bez kate- Bez kategorie
gorie

isopropylalkohol 67-63-0 kapalné 0,3 Bez kate- Bez kategorie
gorie

4-(methylthio)benzaldehyd 3446-89-7 kapalné 1 Kat. 2 Bez kategorie

methyl-steardt 112-61-8 pevné 1 Bez kate- Bez kategorie
gorie

heptyl-butyrat 5870-93-9 kapalné 1,7 Bez kate- Bez kategorie
gorie

hexyl-salicylat 6259-76-3 kapalné 2 Bez kate- Bez kategorie
gorie

cinnamaldehyd 104-55-2 kapalné 2 Kat. 2 Bez kategorie

(Volitelnd kat. 3) (3)

dekan-1-ol (%) 112-30-1 kapalné 2,3 Kat. 2 Kat. 2

cyklamenaldehyd 103-95-7 kapalné 2,3 Kat. 2 Kat. 2

1-bromhexan 111-25-1 kapalné 2,7 Kat. 2 Kat. 2

2-(chlormethyl)-4-methoxy-3,5- 86604-75-3 pevné 2,7 Kat. 2 Kat. 2

dimethylpyridin-hydrochlorid

dipropyldisulfid (?) 629-19-6 kapalné 3 Bez kate- Kat. 2
gorie

hydroxid sodny (5 % vod.) 1310-58-3 kapalné 3 Kat. 2 Kat. 2

benzenthiol, 5-(1,1-dimethylethyl)-2- 7340-90-1 kapalné 3,3 Kat. 2 Kat. 2

methyl

3-fenyl-1-methylpiperazin 5271-27-2 pevné 3,3 Kat. 2 Kat. 2

heptanal 111-71-7 kapalné 3,4 Kat. 2 Kat. 2

tetrachlorethen 127-18-4 kapalné 4 Kat. 2 Kat. 2

(") Vybér chemickych litek je zalozen na téchto kritériich: i) litky jsou dostupné na trhu, ii) jsou reprezentativnimi zdstupci celého
rozsahu Draizeho $kdly drdzdivosti (od nedrdzdivych az po silné drazdivé latky), iii) maji jasné definovanou chemickou strukturu,
iv) jsou predstavitelem chemické funkénosti pouzivané ve validaénim procesu a v) nejsou spojeny s mimorddné toxickym profilem
(jako jsou napf. karcinogenni latky nebo latky toxické pro reprodukéni systém) a nejsou spojeny s netnosnymi ndklady na likvidaci.

(%) Chemické latky, které jsou drdzdivé pro kréliky, ale u nichz existuji spolehlivé dikazy o tom, Ze jsou nedrdzdivé pro lidi (31) (32)

(33).

(}) V ramci systému GHS OSN, nikoli podle nafizeni CLP Evropské unie.
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IIl. Definované hodnoty pfesnosti a spolehlivosti

8. Pro ucely stanoveni spolehlivosti a relevantnosti navrhovanych podobnych nebo modifikovanych metod, jez se
maji pfendSet mezi laboratofemi, by mélo byt vSech 20 srovndvacich ldtek uvedenych v tabulce 1 odzkouseno
nejméné tfemi laboratofemi. Pokud se v§ak md navrhovand metoda pouzivat jen v jedné laboratofi, nebude
zkouseni ve vice laboratofich v rdmci validace nutné. Je viak nezbytné, aby byly tyto valida¢ni studie samostatné
vyhodnoceny mezindrodné uzndvanymi valida¢nimi orgdny v souladu s mezindrodnimi smérnicemi (9). V kazdé
laboratofi by se mélo odzkouset vSech 20 srovndvacich litek ve tfech samostatnych provedenich zkousky
vykonanych za pouziti riiznych Sarzi tkdné a s dostatecnym Casovym odstupem. Pii kazdém provedeni zkousky
by se mél pouzit nejméné tii soubézné zkousené tkdnové replikity pro kazdou zkousenou litku, negativni
kontrolu a pozitivni kontrolu.

9. Hodnoty spolehlivosti a pfesnosti navrhované metody by se mély vypocitat s ohledem na vSechna ¢tyfi nize
uvedend kritéria dohromady, pficemz je tieba zajistit, aby se hodnoty spolehlivosti a relevantnosti vypocitavaly
pfedem vymezenym, jednotnym zptsobem:

1) K vypoctu variability a prediktivni schopnosti (pfesnosti) metody v rdmci jedné laboratofe i v rdmci riznych
laboratoff lze pouzit pouze udaje z takovych provedeni zkousky, kterd jsou soucdsti tplné série provedeni.

2) Konecné zati{déni kazdé srovndvaci latky v kazdé zacastnéné laboratofi by mélo vychdzet z primérné hodnoty
zivotaschopnosti bunék v rdmci riiznych provedeni zkousky, kterd jsou soucdsti iplné série provedent.

3) K vypoctu mezilaboratorni variability metody lze pouzit pouze tdaje ziskané pro chemické latky, které byly
podrobeny tplné sérii provedeni zkousky ve vsech zicastnénych laboratofich.

4) Hodnoty pfesnosti by se mély vypocitat na zdkladé jednotlivych laboratornich predikei ziskanych u 20
srovndvacich ltek jednotlivymi zicastnénymi laboratofemi.

V této souvislosti se série provedeni sklidd ze tif samostatnych proveden{ zkousky v jedné laboratofi za pouziti
jedné zkousené litky. Uplnou sérii provedeni se rozumi série provedeni zkousky v jedné laboratofi za pouziti
jedné zkousené latky, kdy vSechna tii provedeni jsou platnd. To znamend, Ze jakékoli neplatné provedeni zptsobi
neplatnost celé série tif provedeni.

Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost

10. Hodnoceni vnitrolaboratorni reprodukovatelnosti by mélo ukdzat 90 % nebo vyssi (=) shodu zatfidéni jednotli-
vych latek (do kategorie 2 v ramci systému GHS OSN a podle nafizeni CLP Evropské unie, respektive mezi latky
s oznacenim ,Bez kategorie®), k nimz se dospélo pii riiznych nezédvislych provedenich zkousek 20 srovndvacich
latek v ramci jediné laboratofe.

Mezilaboratorni reprodukovatelnost

11. Hodnoceni mezilaboratorni reprodukovatelnosti neni zasadné dtilezité, jestlize se md navrhovand metoda pouzivat
pouze v jediné laboratofi. U metod, které se maji pfendset mezi laboratofemi, by shoda zatfidéni jednotlivych
latek (do kategorie 2 v ramci systému GHS OSN a podle nafizeni CLP Evropské unie, respektive mezi latky
s oznaCenim ,Bez kategorie®), k nimz se dospélo pii rtiznych nezavislych provedenich zkousek 20 srovndvacich
latek v ramci nejlépe alespon tif laboratoii, méla byt rovna nebo vyssi (=) nez 80 %.

Prediktivni schopnost (pfesnost)

12. Presnost (citlivosti, specificnost a celkova presnost) navrhované podobné nebo modifikované metody by méla byt
srovnatelnd nebo lepsf nez u VRM s piihlédnutim k dalsim informacim tykajicim se relevantnosti u biologického
druhu, ktery je pfedmétem zdjmu (Tabulka 2). Citlivost by méla byt rovna nebo vyssi () nez 80 % (2) (8) (23).
Avsak dalsi zvlastni omezeni se tykd citlivosti navrhované metody in vitro, kdy pouze dvé chemické latky patfici
v rdmci zkousek in vivo do kategorie 2 (dekan-1-ol a dipropyldisulfid) mohou byt vice nez jednou zdcastnénou
laboratofi nesprdvné zatiidény mezi litky ,Bez kategorie®. Specifi¢nost by méla byt rovna nebo vys3i (=) nez 70 %
(2) (8) (23). Nejsou stanovena zddnd dalsi omezeni, pokud jde o specificnost navrhované metody in vitro, tzn. Ze
kterdkoli ze zticastnénych laboratof{ mize nespravné zatiidit jakékoli ldtky patiici v rdmci zkousek in vivo mezi
latky ,Bez kategorie®, jestlize vyslednd hodnota specificnosti zkusebni metody je v pfijatelném rozsahu. Celkovd
pfesnost by méla byt rovna nebo vyssi (2) nez 75 % (2) (8) (23). Ackoli citlivost VRM vypoctend pro 20
srovnavacich latek uvedenych v tabulce 1 ¢ini 90 %, definovand minimalni hodnota citlivosti pozadovand u jaké-
koli podobné nebo modifikované metody, kterd méd byt povazovéna za platnou, je stanovena na 80 %, jelikoz je
zndmo, Ze jak dekan-1-ol (hrani¢ni létka), tak dipropyldisulfid (falesné negativni litka pii pouZiti VRM) nepfisobi
u lidi drézdivé (31) (32) (33), ackoli pii zkousce na krélicich byly identifikovany jakozto drdzdivé latky. Jelikoz
jsou modely rekonstruované lidské epidermis zalozeny na bunkdch lidského ptvodu, mohou u téchto chemickych
litek predikovat, Ze se jednd o nedrédzdivé litky (oznacené v rémci systému GHS OSN a podle naiizeni CLP
Evropské unie vyrazem ,Bez kategorie®).
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Tabulka 2

Prediktivni hodnoty citlivosti, specificnosti a celkové pfesnosti podobné nebo upravené metody nezbytné

k tomu, aby byla metoda povazovdna za platnou

Citlivost Specifi¢nost Celkovd pfesnost

> 80 % >70% 275%

Kritéria prijatelnosti studie

13. MazZe se stt, Ze jedna nebo nékolik zkousek tykajicich se jedné nebo vice zkousSenych latek nespliuji kritéria

piijatelnosti pro zkouSené a kontrolni litky a/nebo nejsou pfijatelné z jinych diavodi. Za tcelem doplnéni
chybéjicich tdajti je piipustné pro kazdou zkousenou litku provést nejvySe dvé doplikové zkousky (,pfezkou-
Seni“). Pfesngji feceno, jelikoz v piipadé prezkouseni je nutno soubézné provést i zkousky pozitivnich a negativ-
nich kontrol, pro kazdou zkousenou litku je mozno uskute¢nit nejvyse dvé doplitkovd provedeni zkousky.

14. Je mozné, ze se ani po piezkouseni nepodaii ziskat minimdlni pocet tii platnych provedeni zkousky pro kazdou

srovndvaci ldtku v kazdé zacastnéné laboratofi, coz vede ke vzniku netiplné matice tidajt. V takovych piipadech
by méla byt splnéna vSechna tii nasledujici kritéria, aby byly soubory tdajii povazovany za piijatelné:

1) Viech 20 srovnévacich litek by mélo mit alesponi jednu dplnou sérii provedeni zkousky.

2) V kazdé z nejméné tif zdcastnénych laboratoff musi byt dokonceno nejméné 85 % tplnych sérii provedeni
zkousky (pro 20 chemickych latek, tzn. Ze v jedné laboratofi jsou povoleny nejvyse 3 neplatné série provedeni
zkousky).

3) Nejméné 90 % vSech moznych sérii provedeni zkousky z nejméné tif laboratoif musi byt dplnych (pro 20
chemickych létek zkouSenych ve 3 laboratofich, tzn. Ze celkem je povoleno 6 neplatnych sérii provedeni

zkousky).”

3. Doplnuji se dalsi kapitoly, které zngji:

,B.49. ZKOUSKA IN VITRO NA PRITOMNOST MIKROJADER V BUNKACH SAVCU

UvoD

Zkouska in vitro na pfitomnost mikrojader (MNvit) je zkouska genotoxicity pro zji§tovani pfitomnosti mikrojader
v cytoplazmé interfizovych bunék. Mikrojddra mohou pochdzet z acentrickych fragmentl chromozomi (tzn.
fragmentd, jimz chybi centromera) nebo z celych chromozomd, které nejsou pii bunééném déleni schopny se ve
stddiu anafdze rozejit k polim. Zkouska zjistuje ptisobeni klastogennich a aneugennich chemikalii (ldtek a smési)
(1) (2) v burikéch, které prodélaly bunécné déleni béhem expozice nebo po expozici zkousené latce. Tato zkusebni
metoda (ZM) umoziiuje pouzivat protokoly s inhibitorem polymerace aktinu, cytochalasinem B (cytoB), i bez
ného. 5. Piddni cytoB pied cilovou mitézou umoziuje identifikaci a selektivni analyzu Cetnosti vyskytu mikro-
jader v bufikdch, které prodélaly jednu mitézu, protozZe tyto bufiky jsou dvoujaderné (3) (4). Tato ZM rovnéz
umoziiuje pouziti protokold bez blokovani cytokineze, pokud existuji dikazy, Ze analyzovand populace bunék
prodélala mitézu.

Kromé pouziti zkousky MNvit pro identifikaci chemikadlii (litek a smési), které vyvoldvaji vznik mikrojader, Ize
informace o mechanismech poskozeni chromozomt a tvorbé mikrojader ziskat rovnéz pouzitim blokovani
cytokineze, imunochemického znaceni kinetochort nebo hybridizace za pouZiti centromerickych/telomerickych
sond (fluorescenéni hybridizace in situ (FISH)) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16). Postupy znaceni
a hybridizace Ize pouzit, pokud dojde ke zvysené tvorbé mikrojader a zkousejici chce zjistit, zda je toto zvySeni
vysledkem klastogenniho a/nebo aneugenniho pusobeni.

Mikrojddra predstavuji poskozeni pfenesené na dcefiné bunky, zatimco chromozomové aberace zji§téné v meta-
fazovych bunkdch se prendSet nemusi. Jelikoz mikrojédra v interfizovych bufikich lze posuzovat pomérné
objektivng, laboratorni persondl potiebuje pouze zjistit, zda buniky prosly délenim, ¢i nikoli, a kolik bunék
obsahuje mikrojédra. Diky tomu lze prepardty vyhodnotit pomérné rychle a analyzu lze automatizovat. Proto
je praktické hodnotit pfi kazdé zkousce tisice namisto stovek bunék, ¢imz se zvysuje vykonnost této metody.
A kone¢ng, jelikoz mikrojddra mohou vznikat z méné vyvinutych chromozomd, je mozno zjistovat latky, které
vyvoldvaji aneuploidii, jeZ lze obtizné studovat za pouziti béznych zkousek na chromozomové aberace, napf.
podle zkusebni metodiky OECD ¢. 473 (kapitola B.10 této piilohy) (17). Zkouska MNvit viak neumoziuje odliit
chemické litky vyvoldvajici polyploidii od litek vyvoldvajicich klastogenicitu bez specidlnich postupt, jako je
napiiklad metoda FISH popsand v odstavci 2.
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Zkouska MNvit je metoda in vitro, kterd obvykle vyuzivd kultivované lidské buiiky nebo buiniky pochizejici
z hlodavcti. Poskytuje komplexni zdklad pro vySetfovani potencidlu litek poskozovat chromozomy in vitro,
protoZe jejim prostfednictvim Ize detekovat aneugeny i klastogeny.

Zkouska MNvit je robustni a G¢innd u Siroké skdly rtznych typt bunék, za pfitomnosti nebo nepfitomnosti
cytoB. Existuje mnozstvi Gidaji potvrzujicich platnost zkousky MNvit za pouziti rznych bunéénych linii poché-
zejicich z hlodaveid (CHO, V79, CHL/IU a L5178Y) a také za pouziti lidskych lymfocytd (18) (19) (20) (21) (22)
(23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31). Patii mezi né zejména mezindrodni valida¢ni studie koordinované
spolecnosti Société Francaise de Toxicologie Génétique (SFTG) (18) (19) (20) (21) (22) a zpravy z Mezindrodniho
semindfe o zkouSeni genotoxicity (4) (16). Dostupné tdaje byly rovnéz prehodnoceny v retrospektivni validacni
studii v rdmci pfistupu zalozeného na vazeni dikazt, provedené Evropskym stiediskem pro validaci alternativnich
metod (ECVAM) Evropské komise, a zkuSebni metoda byla potvrzena jako védecky platnd védeckym poradnim
vyborem ECVAM (ESAC) (32) (33) (34). Bylo popsdno vyuziti lidské linie lymfoblastoidnich bunék TK6 (35),
bunék HepG2 (36) (37) a primdrnich bunék z embryi syrského kiecka (38), ackoli nebyly pouzity ve valida¢nich
studiich.

DEFINICE

6.

Pouzité definice jsou uvedeny v dodatku 1.

VYCHOZI[ UVAHY

7.

Zkousky provadéné in vitro obecné vyzaduji pouziti exogenniho zdroje metabolické aktivace, pokud nejsou buriky
metabolicky kompetentni s ohledem na zkousené ldtky. Systém exogenni metabolické aktivace zcela nenapodo-
buje podminky in vivo. Je také nutno zabrénit vzniku podminek, které by vedly k uméle pozitivnim vysledkiim, jez
neodrdzeji vlastni mutagenitu zkousené ldtky, a které mohou nastat plisobenim takovych faktort, jako jsou
vyrazné zmény pH nebo osmolality, nebo v disledku vysokych drovni cytotoxicity (39) (40) (41). Pokud
zkousend ldtka zpusobi pfi pfidani zménu pH kultivacniho média, je nutno hodnotu pH upravit, nejlépe pufro-
vanim zésobniho roztoku tak, aby vSechny objemy ve vSech zkousenych koncentracich a pro vsechny kontroly
zustaly stejné.

Pro analyzu indukce vzniku mikrojader je nezbytné, aby probéhla mitéza v exponovanych i neexponovanych
kulturdch. Nejinformativngjsi fazi pro hodnoceni vyskytu mikrojader jsou buriky, které prodélaly jednu mitézu
béhem expozice nebo po expozici zkousené litce.

PODSTATA ZKOUSKY

9.

10.

Bunécné kultury lidského a sav¢iho piivodu jsou vystaveny zkousené litce za pritomnosti exogenniho zdroje
metabolické aktivace i bez ného, pokud ovsem nejsou pouzity bunky s dostate¢nou schopnosti metabolismu. Do
viech zkousek se zafadi soubézné kontroly s rozpoustédlem nebo vehikulem a pozitivni kontrolni latky.

Béhem nebo po expozici zkousené latce se buriky kultivuji dostatecné dlouho, aby poskozeni chromozoma nebo
délictho vieténka vedlo v interfizovych bunkich ke vzniku mikrojader. Pro vyvoldni aneuploidie by méla byt
zkousend ldtka obvykle pfitomna pfi mitéze. Ziskané a obarvené interfizové buriky se analyzuji na pfitomnost
mikrojader. V idedlnim p¥ipadé by méla byt piitomnost mikrojader zjisténa pouze v téch bunkach, které prodélaly
mitdzu béhem expozice zkousené ldtce nebo béhem postexpozicni doby, pokud se pouzivd. V kulturdch, které
byly osetfeny blokdtorem cytokineze, se toho dosdhne tim, Ze se zaznamenaji pouze dvoujaderné buriky. V piipadé
nepiitomnosti blokdtoru cytokineze je nutno prokazat, zZe analyzované buiiky pravdépodobné prodélaly bunécné
déleni béhem expozice nebo po expozici zkouSené litce. U viech protokolt je dalezité prokdzat, ze doslo
k proliferaci bunék jak v kontrolnich, tak v osetfenych kulturdch, a také je tfeba v kulturdch (nebo v paralelnich
kulturdch), u nichz se hodnoti vyskyt mikrojader, posoudit miru cytotoxicity nebo cytostize.

POPIS ZKOUSKY

Prepardty

11

. Lze pouzit kultivované primérni lidské lymfocyty z periferni krve (5) (19) (42) (43) a celou fadu bunénych linif
pochézejicich z hlodaved, napiiklad buitky CHO, V79, CHL/IU a L5178Y (18) (19) (20) (21) (22) (25) (26) (27)
(28) (30). Pouziti jinych bunécnych linii a druhti by mélo byt odiivodnéno na zdkladé jejich prokdzané funkénosti
ve zkousce, jak je popsdno v Casti Kritéria pFijatelnosti’. Jelikoz Cetnost mikrojader v rdmci pfirozeného pozadi
ovlivni citlivost testu, doporucuje se pouzivat druhy bunék s nizkou, stabilni Cetnosti tvorby mikrojader v ramci
pfirozeného pozadi.
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12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

. Lidské lymfocyty z periferni krve by mély byt ziskdny od mladych (pfiblizné ve véku 18-35 let) zdravych
nekufdkd bez jakékoli zndimé neddvné expozice genotoxickym latkdm nebo radiaci. Pokud se spole¢né pouzivaji
buriky pochézejici od vice nez jednoho ddrce, mél by byt pocet darcii uveden. Cetnost mikrojader se zvysuje
s vékem a tato tendence je vyrazngjsi u Zen nez u muzil (44), coZ je tieba vzit v tivahu pfi vybéru ddrcovskych
bunék pro spole¢né pouziti.

Média a podminky kultivace

Pro udrzovani kultur by se méla pouzivat vhodnd kultivatni média a inkubacni podminky (kultivacni nddoby,
koncentrace CO,, teplota a vlhkost). U stabilizovanych buné¢nych linif a kmendi by se méla pravidelné¢ kontro-
lovat stabilita modalni hodnoty poctu chromozomi a mélo by se zji§tovat, zda nejsou kontaminovany myko-
plasmaty. Pokud jsou kultury kontaminované nebo se modalni hodnota poctu chromozomi zménila, nemély by
se doty¢né kultury pouzivat. Je tieba, aby bylo zndmo normdlni trvdni bunécného cyklu pii kultivacnich podmin-
kich pouzitych ve zkusebni laboratofi. V pfipadé pouziti metody s blokovdnim cytokineze by se koncentrace
inhibitoru cytokineze méla optimalizovat pro konkrétni typ bunék a mélo by se prokdzat, Ze tato koncentrace
poskytuje dostatecné mnozstvi dvoujadernych bunék pro vyhodnoceni zkousky.

Pfiprava kultur

Stabilizované bunécné linie a kmeny: bunky se pomnozi z kmenovych kultur, nasadi se do kultiva¢niho média
v takové hustoté, aby pfed odebranim nedosdhly bézné kultury konfluence v monovrstvich a aby suspenzni
kultury nedosdhly nadmérné hustoty, a inkubuji se pfi teploté 37 °C.

Lymfocyty: plnd krev osetfend antikoagulantem (napf. heparinem) nebo oddélené lymfocyty se pted expozici
zkousené ltce a cytoB kultivuji za pfitomnosti mitogenu, napf. fytohemaglutininu (PHA).

Metabolickd aktivace

Pii pouziti bunék s nedostate¢nou endogenni metabolickou schopnosti by se mély pouzit exogenni metabolizujici
systémy. Nejcastéji pouzivanym systémem je kofaktorem dotovand postmitochondridlni frakce (S9) pfipravend
z jater hlodavcd o3etfenych cinidlem vyvoldvajicim tvorbu enzymd, jako je napfiklad Aroclor 1254 (45) (46),
nebo smési fenobarbitonu a f-naftoflavonu (46) (47) (48) (49). Pouziti uvedené smési neni v rozporu se Stock-
holmskou timluvou o perzistentnich organickych znecistujicich latkich (50) a s nafizenim (ES) ¢&. 850/2004
o perzistentnich organickych znecistujicich litkdch (66), pficemz bylo prokdzano, Ze co se tyce vyvoldni tvorby
oxiddz se smiSenou funkci, je tato smés stejné ¢innd jako Aroclor 1254 (46) (47) (48) (49). V kone¢ném
zkuSebnim médiu se frakce S9 obvykle pouzivd v koncentracich od 1 do 10 % (v objemovém vyjadfeni). Stav
systému pro aktivaci metabolismu mize zdviset na chemické tfidé zkousené litky a v nékterych piipadech mize
byt vhodné pouzit vice neZ jednu koncentraci S9.

Geneticky modifikované bunéné linie vylucujici aktivacni enzymy specifické pro prepardty ziskané od lidi
a hlodavcd mohou eliminovat potiebu exogenntho systému pro aktivaci metabolismu a lze je pouzivat jako
zkuebni bunky. V takovych piipadech je nutno volbu pouzitych bunéénych linii védecky zdivodnit, napi.
dulezitosti oxiddz se smiSenou funkci pro metabolismus zkousené litky (51) a jejich schopnosti reagovat na
zndmé klastogeny a aneugeny (viz samostatnd ¢dst Kritéria pfijatelnosti?). Je tieba pocitat s tim, Ze zkousené latky
nemusi byt vyloucenou oxiddzou (vylou¢enymi oxiddzami) se smiSenou funkci metabolizovadny; v tom piipadé by
negativni vysledky neprokazovaly, Ze zkouSend litka nemuize vyvoldvat tvorbu mikrojader.

Piiprava zkousené latky

Pevné chemické latky by se mély pfed pouzitim k oSetfeni bunék rozpustit ve vhodnych rozpoustédlech nebo
vehikulech a popfipadé zfedit. Kapalné ltky lze pfidat pifimo do zkusebnich systémd a/nebo je lze pied pouzitim
k oSetfeni bunék zfedit. Plyny a tékavé litky by se mély zkouset za pouziti vhodné upravenych standardnich
protokold, napiiklad prostfednictvim oSetfeni bunék v neprody$né uzavienych nddobédch (52) (53). Mély by se
pouzivat Cerstvé piipravené zkousSené litky, pokud tdaje o stdlosti neprokazuji moznost skladovani.

Zkusebni podminky:

19.

Rozpoustédla nebo vehikula

Rozpoustédlo nebo vehikulum nesmi reagovat se zkousenou litkou a pfi pouzité koncentraci nesmi byt neslu-
¢itelné s prezitim bunék nebo s udrzenim aktivity S9. Pokud se pouZivaji jind neZ zavedend rozpoustédla nebo
vehikula (jako jsou napiiklad voda, médium pro kultivaci bunék, dimethylsulfoxid), je nutno jejich pouziti
podporit ddaji o jejich kompatibilit¢ se zkousenou litkou a o tom, Ze nejsou genotoxické. Doporucuje se
pokud mozno nejprve zvazit pouziti vodného rozpoustédla nebo vehikula.
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22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Pouzivani cytoB jako blokdtoru cytokineze

béhem expozice zkousené litce nebo béhem postexpozicni doby, pokud se pouzivd. CytoB je ldtka, kterd se
nejcastéji pouzivd k blokovani cytokineze, protoze inhibuje sestaveni aktinu a tim zabrafiuje oddéleni dcefinych
bunék po mitdze, coz vede ke vzniku dvoujadernych bunék (5) (54) (55). Proto lze hodnoceni vyskytu mikrojader
omezit pouze na bunky, které prodélaly mitézu béhem osetfeni zkousenou litkou nebo po ném. Soucasné Ize
méfit ucinek zkousené latky na kinetiku bunécné proliferace. CytoB by se mél pouzivat jako blokdtor cytokineze
pii pouziti lidskych lymfocytti, protoze délky trvani bunééného cyklu budou u riiznych kultur a ddrci proménlivé
a protoze ne viechny lymfocyty budou reagovat na PHA. Pii zkouSeni bunénych linii za tGcelem urceni, zda se
hodnocené buiky rozdélily, se pouzivaji i jiné metody, jez jsou uvedeny niZe (viz odstavec 26).

V laboratofi by se méla stanovit vhodnd koncentrace cytoB pro kazdy druh bunék, aby se dosdhlo optimélni
Cetnosti dvoujadernych bunék v kontrolnich kulturdch s rozpoustédlem/vehikulem. Vhodnd koncentrace cytoB
obvykle ¢inf 3 az 6 mg/ml.

Méfeni bunécné proliferace a cytotoxicity a volba expozi¢nich koncentraci

Pfi urCovdni nejvyssi koncentrace zkusebni ldtky je nutno se vyhnout koncentracim, které maji schopnost
produkovat uméle pozitivni odezvy, napiiklad koncentracim, jez vyvolavaji velmi vysokou cytotoxicitu, vysrdZeni
v kultivaénim médiu a vyrazné zmény pH nebo osmolality (39) (40) (41).

Meéfeni bunéné proliferace se provddi proto, aby bylo zajisténo, Ze osetfené buriky prodélaly béhem zkousky
mitdzu a Ze se jednotlivd odetfeni provadéji pfi vhodnych drovnich cytotoxicity (viz odstavec 29). Cytotoxicita by
méla byt stanovena s metabolickou aktivaci a bez metabolické aktivace u bunék, které vyzaduji metabolickou
aktivaci pomoci relativniho ndrtstu poctu bunék (RICC) nebo relativniho zdvojndsobeni populace (RPD) (piislusné
vzorce viz dodatek 2), pokud se ovSem nepouZivd cytoB. Pfi pouziti cytoB lze cytotoxicitu stanovit za pouZiti
replikacniho indexu (RI) (pfislusny vzorec viz dodatek 2).

Ogsetteni kultur cytoB a méfeni relativnich cetnosti jednojadernych, dvoujadernych a vicejadernych bunék v kultute
piedstavuje pfesnou metodu kvantifikace d¢inku na bunéénou proliferaci a cytotoxického nebo cytostatického
pusobeni litky pouzité k osetfeni kultury (5) a zajistuje, Ze se hodnoti pouze bunky, které prodélaly bunécné
déleni béhem osetfeni nebo po ném.

Ve studiich s cytoB lze cytostdzi nebo cytotoxicitu kvantifikovat podle proliferacniho indexu pfi blokovani
cytokineze (CBPI) (5) (26) (56) nebo mohou byt odvozeny z RI nejméné 500 bunék v kazdé kultufe (pfislusné
vzorce viz dodatek 2). Kdyz se k posouzeni bunétné proliferace pouzivd cytoB, mél by se CBPI nebo RI urit
nejméné u 500 bunék v kazdé kultufe. Tato méfeni lze mimo jiné pouzit k odhadu cytotoxicity porovninim
hodnot u exponované kultury s hodnotami u kontrolni kultury. Uzite¢né informace miize poskytnout i hodnoceni
ostatnich ukazateli cytotoxicity (napf. konfluence, poctu bunék, apoptdzy, nekrdzy, pocitini metafazi).

Ve studiich bez pouziti cytoB je nutno prokdzat, ze hodnocené buiiky v kultufe prodélaly bunécné déleni béhem
oetfeni zkousenou latkou nebo po ném, jinak mohou vznikat falesné negativni odezvy. Mezi metody, které se
doposud pouzivaly k zajisténi toho, aby se hodnotily pouze buriky, které prodélaly bunécné déleni, patii vpraveni
a ndslednd detekce bromdeoxyuridinu (BrdU), ktery umoziuje identifikovat bunky, které se replikovaly (57),
vytvafeni klont, kdyz se buiiky z permanentnich bunéénych linii oSetfuji a hodnoti in situ na mikroskopickém
sklicku (prolifera¢ni index (PI)) (25) (26) (27) (28), nebo méfeni relativniho zdvojndsobeni populace (RPD) ¢i
relativniho nértstu poctu bunék (RICC) nebo jiné osvédéené metody (16) (56) (58) (59) (piislusné vzorce viz
dodatek 2). Uzitetné informace mize poskytnout i hodnoceni ostatnich ukazatelti cytotoxicity nebo cytostdze
(napf. konfluence, poctu bunék, apoptézy, nekrdzy, pocitdni metafazi).

Mély by se vyhodnotit nejméné tii analyzovatelné zkuSebni koncentrace. K tomu muZe byt nezbytné provést
experiment za pouziti vétstho mnozstvi podobnych koncentraci a analyzovat tvorbu mikrojader v téch koncen-
tracich, jez poskytuji vhodny rozsah hodnot cytotoxicity. Alternativni strategie spocivd v provedeni ptedbézné
zkousky cytotoxicity, aby se zazil rozsah pro konecnou zkousku.

Cilem je, aby nejvyssi koncentrace poskytla 55 + 5 % cytotoxicitu. 32. Vys§i tirovné mohou jako sekundarni efekt
cytotoxicity vyvolat poskozeni chromozomu (60). Pokud dochdzi k vyskytu cytotoxicity, mély by zvolené
koncentrace pokryvat Sirokou skdlu hodnot, které zptsobuji rtizné tirovné cytotoxicity od 55 £ 5 % cytotoxicity
az po nizkou nebo Zddnou cytotoxicitu.
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30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

. Pokud nenf zjisténa zddnd cytotoxicita nebo je pozorovan vznik srazeniny, méla by nejvyssi zkusebni koncentrace
odpovidat nejnizsi z hodnot 0,01 M, 5 mg/ml nebo 5 pl/ml. Vzdjemny rozdil mezi jednotlivymi koncentracemi
zvolenymi pro analyzu by obecné nemély Cinit vice nez 10 %. U zkousenych latek, které vykazuji strmé kiivky
zdvislosti odezvy na koncentraci, miize byt nezbytné, zvolit mensi kroky mezi jednotlivymi koncentracemi
zkousené ldtky, aby mohly byt ohodnoceny i kultury se stfednimi a nizkymi rozsahy toxicity.

KdyzZ je limitujicim faktorem rozpustnost, méla by se maximaln{ koncentrace, pokud neni omezena cytotoxicitou,
vyhodnoceni. Hodnoceni precipitace by se mélo provddét takovymi metodami, jako je svételnd mikroskopie,
pfi¢emz je nutno si viimat srazeniny, kterd pfetrvava nebo se objevi béhem kultivace (pted ukoncenim expozice).

Kontroly

Soucisti kazdého experimentu by mély byt soubézné pozitivni kontroly a kontroly s rozpoustédlem/vehikulem pfi
soucasné metabolické aktivaci a bez ni.

Pozitivn{ kontroly jsou nezbytné k prokdzani schopnosti pouzitych bunék a zkusebniho protokolu identifikovat
klastogeny a ancugeny a potvrdit metabolickou schopnost piipravku S9. Pozitivni kontrola by méla vyuzivat
zndmé latky podnécujici tvorbu mikrojader v koncentracich, u nichz se predpoklddd malé, aviak reprodukovatelné
zvy$eni nad hodnoty pozadi, a méla by prokazat citlivost zkuSebniho systému. Koncentrace pozitivni kontroly by
mély byt zvoleny tak, aby byl t¢inek zfetelny, ale aby pii odectu nevysla ihned najevo totoznost kédovaného
preparatu.

Klastogenni ldtka, kterd vyzaduje metabolickou aktivaci (napf. cyklofosfamid, benzo[a]pyren) by se méla pouzit
k prokdzani jak schopnosti metabolismu bungk, tak schopnosti zkusebniho systému zjistit pfitomnost klastogent.
V odtvodnénych pfipadech lze pouzivat i daldi pozitivni kontroly. Jelikoz nékteré pozitivni kontroly, které
vyzaduji metabolickou aktivaci, mohou za urcitych podminek oSetfeni nebo u urcitych bunéénych linii pasobit
i bez exogenni metabolické aktivace, je nutno u zvolené bunécné linie pii zvolenych koncentracich otestovat
potiebnost metabolické aktivace a rovnéz tcinnost pifpravku S9.

V soucasné dobé nejsou zndmy zddné aneugenni ldtky, které by ke svému genotoxickému pisobeni vyzadovaly
metabolickou aktivaci (16). Mezi v soucasnosti uzndvané pozitivni kontroly aneugenniho plisobeni pati{ napiiklad
kolchicin a vinblastin. Jiné chemické ldtky lze pouzit v piipad¢, Ze vyvoldvaji vznik mikrojader vyhradné nebo
pievdzné prostiednictvim aneugenniho ptsobeni. Aby nebyly nutné dvé pozitivni kontroly (na klastogenicitu
a aneugenicitu) bez metabolické aktivace, miize kontrola aneugenicity slouZit jako pozitivni kontrola bez pouziti
piipravku S9 a kontrolu klastogenicity lze vyuzit k testovdni vhodnosti pouzitého systému metabolické aktivace.
Pozitivni kontrola na klastogenicitu a aneugenicitu by se mély pouzivat u bunék, které nevyzaduji pouZiti
piipravku S9. Navrhované pozitivni kontroly jsou uvedeny v dodatku 3.

Lze zvazit pouziti pozitivni kontroly souvisejici s urcitou chemickou tifdou, pokud jsou k dispozici vhodné
chemické latky. Vsechny pouzité pozitivni kontroly by mély byt vhodné pro dany druh bunék a podminky
aktivace.

Studie by méla zahrnovat kontroly s rozpoustédlem/vehikulem p#i kazdém odbéru bunék k vyhodnoceni. Kromé
toho by se mély pouzivat rovnéz neoSetfené negativni kontroly (bez rozpoustédlafvehikula), pokud nejsou

pouzitych koncentracich nevyvoldvd Zddné genotoxické ani jiné Skodlivé cinky.

ZKUSEBNI POSTUP

Harmonogram aplikace

37

38.

. Aby se maximalizovala pravdépodobnost detekce aneugenni nebo klastogenni ldtky ptsobici v urcitém stadiu

bunéného cyklu, je dalezité, aby byl dostatecny pocet bun¢k o3etfen zkouSenou latkou ve vSech fazich jejich
bunéénych cykld. Harmonogram aplikace pro bunécné linie a primarni bunééné kultury se proto mtize ponckud
lisit od harmonogramu aplikace u lymfocytt, které k zahdjeni svého bunétného cyklu potiebuji mitogenni
stimulaci, pficemz o jednotlivych harmonogramech pojednavaji odstavce 41 az 43 (16).

Teoretické tivahy spolu s publikovanymi tdaji (18) ukazuji, Ze vétsina aneugennich a klastogennich ldtek bude
detekovéna za pouziti kritkodobé expozice v trvni 3 az 6 hodin za pfitomnosti i nepfitomnosti piipravku S9, po
niZ ndsleduje odstranéni zkousené litky a doba ristu v délce 1,5 az 2,0 buné&nych cykld (6). Vzorky bunék se
odebiraji v dobé odpovidajici asi 1,5ndsobku az 2,0ndsobku trvani bézného bunétného cyklu (tzn. bez aplikace
zkousené latky), bud’ po zacdtku nebo na konci aplikace (viz tabulka 1). Intervaly odbéru vzorkd nebo obnovy
kultur lze prodlouzit, pokud je zndmo nebo existuje podezieni, Ze zkousend ldtka ovliviiuje trvani bunéného
cyklu (napiiklad pfi zkouseni analogli nukleosidd).
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39

40.

. Vzhledem k moznému cytotoxickému piisobeni piipravkl S9 na kultivované sav¢i buriky se prodlouzend expo-
zice v trvani 1,5ndsobku az 2,0ndsobku béznych bunécnych cyklt pouzivd jen za nepfitomnosti S9. Pfi prodlou-
zené expozici existuji moznosti, které dovoluji osetfit bunky zkousenou litkou za nepiitomnosti nebo za
piftomnosti cytoB. Tyto moznosti jsou urCeny pro situace, kdy mohou byt obavy ohledné moznych interakef
mezi zkousenou litkou a cytoB.

Navrhované harmonogramy expozice bunék jsou uvedeny v tabulce 1. Tyto obecné harmonogramy expozice lze
upravit v zdvislosti na stabilité a reaktivité zkousené latky nebo zvldstnich ristovych charakteristikdch pouzitych
bunék. Veskeré expozice by mély byt zahdjeny a ukonceny v okamziku, kdy pocet bunék exponencidlné nartstd.
Tyto harmonogramy jsou podrobnéji uvedeny v nasledujicich odstavcich 41 az 47.

Tabulka 1

Doby expozic a odbéru bunék k vyhodnoceni v rimci zkousky MNvit

Lymfocyty, primdrni bunky | + S9 Expozice po dobu 3-6 hod. za piitomnosti S9;

a

s cytoB

bunécné linie oSetfené . . 1
odstranéni S9 a expozitniho média;
doplnéni Cerstvého média a cytoB;

odbér k vyhodnoceni po uplynuti doby odpovidajici 1,5ndsobku
az 2,0ndsobku trvani béznych bunétnych cykld.

-S9 Expozice po dobu 3-6 hod.;
Krétkd expozice | odstranéni expozicniho média;
doplnéni Cerstvého média a cytoB;

odbér k vyhodnoceni po uplynuti doby odpovidajici 1,5ndsobku
az 2,0ndsobku trvani béznych bunéénych cykla.

-9 Moznost A: Expozice po dobu odpovidajici 1,5ndsobku az 2,0na-

Prodlouzend sobku trvdni béznych bunénych cykli za pfitomnosti cytoB;

expozice odbér k vyhodnoceni na konci doby expozice.

Moznost B: Expozice po dobu odpovidajici 1,5ndsobku az 2,0nd-
sobku trvani béznych bunécnych cykla;

odstranéni zkusebni latky;

doplnéni Cerstvého média a cytoB;

odbér k vyhodnoceni po uplynuti doby odpovidajici 1,5ndsobku
az 2,0ndsobku trvani béznych bunétnych cykli.

Bu

néné linie odetfené bez cytoB

(Harmonogramy jsou shodné s harmonogramy uvedenymi vyse s vyjimkou toho, Ze se nepfiddvd Zadny cytoB.)

Lymfocyty, primdrni bufiky a bunécné linie s cytoB

41

42.

43.

. U lymfocyti je nejucinnéjsi zahdjit expozici zkousené ldtce za 44-48 hodin po stimulaci PHA, az zmizi synchro-
nizace cykld (5). Pfi dvodni zkousce se nechd na bunky ptsobit zkouSend litka po dobu 3 az 6 hodin za
nepiitomnosti a za pritomnosti S9. ZkuSebni médium se odstrani a nahradi Cerstvyym médiem obsahujicim
cytoB a buiky se odeberou k vyhodnoceni po uplynuti doby odpovidajici 1,5ndsobku az 2,0ndsobku trvani
béznych bunéénych cykla.

Pokud jsou obé tvodni zkousky s kritkou expozici (3-6 hod.) negativni nebo nejednoznacné, pouzije se naslednd
prodlouzend expozice bez pfitomnosti S9. K dispozici jsou dvé moznosti provedeni zkousky, pficemz obé jsou
stejné piijatelné. Muze vSak byt vhodngjsi postupovat podle moznosti A pro stimulované lymfocyty, kde mize
exponencidlni ndrist poctu bunék zacit 96 hodin po stimulaci klesat. Pfi pouziti moznosti B by také bunécné
kultury nemély pied konecnym odbérem vzorku dosdhnout konfluence.

— Moznost A: Buiiky jsou vystaveny pisobeni zkousené litky po dobu odpovidajici 1,5ndsobku az 2,0ndsobku
trvani béznych bunéénych cyklt a odeberou se k vyhodnoceni na konci doby expozice.

— Moznost B: Butiky jsou vystaveny pusobeni zkousené litky po dobu odpovidajici 1,5ndsobku az 2,0ndsobku
trvani béznych bunénych cykld. Zkusebni médium se odstrani a nahradi cerstvym médiem a buiky se
odeberou k vyhodnoceni po uplynuti doby odpovidajici 1,5ndsobku az 2,0ndsobku trvani béznych bunénych
cykld.

Primérni buiiky a bunéné linie je nutno oSetfit stejnym zptisobem jako lymfocyty kromé toho, Ze neni nutno je
stimulovat pomoci PHA po dobu 44-48 hodin. Jiné bunky nez lymfocyty by mély byt vystaveny plsobeni
zkousené latky tak, aby v okamziku ukonceni studie byly bufky stile ve fdzi rlstu, pii které se jejich pocet
exponencidlné zvysuje.
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Bunécné linie bez cytoB

44

45

46.

. Buiky je nutno vystavit ptsobeni zkousené litky po dobu 3-6 hodin za pf{tomnosti a nepfitomnosti S9.
Zkudebni médium se odstrani a nahradi Cerstyym médiem a buiiky se odeberou k vyhodnoceni po uplynuti
doby odpovidajici 1,5ndsobku az 2,0ndsobku trvani béznych bunétnych cykli.

. Pokud jsou obé tivodni zkousky s kratkou expozici (3-6 hod.) negativni nebo nejednoznacné, pouzije se ndslednd
prodlouzend expozice (bez piitomnosti S9). K dispozici jsou dvé moznosti provedeni zkousky, pficemz obé jsou
stejné piijatelné.

— Moznost A: Buiiky jsou vystaveny piisobeni zkousené litky po dobu odpovidajici 1,5nasobku az 2,0ndsobku
trvani béznych bunécnych cyklt a odeberou se k vyhodnoceni na konci doby expozice.

— Moznost B: Buiiky jsou vystaveny pusobeni zkousené litky po dobu odpovidajici 1,5ndsobku az 2,0ndsobku
trvani béznych bunécnych cykla. Zkusebni médium se odstrani a nahradi Cerstyym médiem a bunky se
odeberou k vyhodnoceni po uplynuti doby odpovidajici 1,5ndsobku az 2,0ndsobku trvani béznych bunétnych
cykli.

Na konci doby expozice v trvani 3-6 hodin se v monovrstvich mohou vyskytovat mitotické buriky (které se
vyznacuji okrouhlym tvarem a odchlipovanim od povrchu). Jelikoz lze tyto mitotické buniky snadno oddélit,
mohou byt pfi odstranéni média obsahujictho zkousenou ldtku ztraceny. Tyto buriky je tfeba pfi promyvani
kultur shromdzdit a vratit je zpét, aby pii odbéru k vyhodnoceni nedoslo ke ztrdté bunék, které se nachdzeji ve
fazi mitdzy a jsou ohrozeny vznikem mikrojader.

Pocet kultur

47

. Pro kazdou koncentraci zkousené litky a v piipadé kultur s vehikulem/rozpoustédlem a kultur negativnich
kontrol je nutno pouzit duplicitni kultury. Pokud lze na zékladé ptedeslych laboratornich tGdaji prokdzat mini-
mélni rozdil mezi duplicitnimi kulturami, maZze byt piijatelné pouzit jen po jedné kultute. V piipadé pouziti vidy
jen jedné kultury se doporucuje analyzovat zvyseny pocet koncentraci.

Odbér bunék a pFiprava prepardtii

48

49.

. Buniky z kazdé kultury se odebiraji a zpracovdvaji zvlast. Piiprava bunék muiZze zahrnovat hypotonizaci, ale tento
krok neni nutny, pokud se dosdhne odpovidajictho rozsiteni bunék jinym zptsobem. Pfi piipravé preparitl lze
pouzit rtizné postupy za piedpokladu, zZe zajisti ziskdni vysoce kvalitnich bunéénych preparétd pro vyhodnoceni.
Cytoplazmu bunék je nutno uchovat, aby bylo mozné provést detekci mikrojader a (v piipadé metody s bloko-
vanim cytokineze) spolehlivou identifikaci dvoujadernych bunék.

Prepardty lze barvit pomoci riiznych metod, jako je Giemsa nebo pouziti fluorescencni barviv se specifickou
vazbou na DNA (59). Pouzitim barviva se specifickou vazbou na DNA (jako je napf. akridinové oranZ (61) nebo
Hoechst 33258 a pyronin-Y (62)) se lze vyhnout nékterym artefaktim spojenym s pouzitim barviva bez specifické
vazby na DNA. Jsou-li pfedmétem zdjmu informace o mechanismu vzniku mikrojader, Ize k identifikaci jejich
obsahu (chromozom nebo chromozomadlni fragment) vyuzit protildtky proti kinetochortim, hybridiza¢ni metodu
FISH vyuzivajici pan-centromerické DNA-sondy, piipadné znaceni in situ pomoci primert se specifickou pan-
centromerickou vazbou spolu s vhodnym kontrastnim barvenim DNA (15) (16). K rozliSeni mezi klastogeny
a aneugeny lze pouzit i jiné metody, pokud se ukdzaly jako Gcinné.

Analyza

50

51.

. Vsechny prepardty véetné preparétd s rozpoustédlem/vehikulem a prepardti kontrol by mély byt pfed analyzou
pod mikroskopem nezdvisle oznaceny kédem. Nebo lze kédované vzorky analyzovat za pouziti validovaného
automatického systému pro pritokovou cytometrii nebo systému pro analyzu obrazu.

V piipadé kultur odetfenych pomoci cytoB by se méla analyzovat ¢etnost vyskytu mikrojader nejméné u 2 000
dvoujadernych bunék pro kazdou koncentraci (nejméné u 1 000 dvoujadernych bunék z kazdé kultury; po dvou
kulturdch pro kazdou koncentraci). V piipadé pouziti vidy jen jedné kultury by se mélo z kazdé kultury
vyhodnotit alespont 2 000 dvoujadernych bunék pro kazdou koncentraci. Pokud je k dispozici k vyhodnoceni
pro kazdou koncentraci podstatné méné nez 1 000 dvoujadernych bunék z kazdé kultury (respektive nez 2 000,
jestlize se pouzije jen jedna kultura) a neni-li zji§tén vyrazny ndriist vyskytu mikrojader, musi se zkouska
zopakovat za pouZiti vétstho poctu bunék nebo pfi méné toxickych koncentracich (podle toho, co z téchto
dvou moznosti pfipadd v Gvahu). Je tieba dbdt na to, aby se nezapocitivaly dvoujaderné bunky, které maji
nepravidelny tvar nebo jejichz dvé jadra se svou velikosti navzdjem znacné lisf; také se nesméji za dvoujaderné
buniky mylné povazovat nedostatecné rozsifené jednojaderné butiky. Buniky obsahujici vice nez dvé hlavni jadra
by se neméla analyzovat na pitomnost mikrojader, jelikoz zdkladni cetnost mikrojader muze byt v téchto
bunkdch vyssi (63) (64). Zapocteni jednojadernych bunék je piijatelné, pokud se prokdze, Ze zkousend latka
naru$uje piisobeni cytoB.
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52

53.

. U bunécnych linif zkousenych bez osetfeni cytochalasinem B by se méla vyhodnotit Cetnost mikrojader alespori
u 2 000 bunék pro kazdou koncentraci (alesport u 1 000 bunék z kazdé kultury; po dvou kulturdch pro kazdou
koncentraci). Pfi pouZiti pouze jedné kultury pro kazdou koncentraci by se mélo vyhodnotit nejméné 2 000
bunék z dané kultury.

P pouziti cytoB by se méla ur¢it hodnota CBPI nebo RI k posouzeni bunécné proliferace (viz dodatek 2) za
pouziti nejméné 500 bun¢k z kazdé kultury. Kdyz se expozice provaddi bez pitomnosti cytoB, je nezbytné
prokdzat, ze hodnocené bunky prodélaly proliferaci, jak je vysvétleno v odstavcich 24 az 27.

Kritéria prijatelnosti

54. Laboratof, kterd navrhuje pouZzivdni zkousky MNvit popsané v této ZM, by méla prokdzat svou schopnost

55.

56.

57.

spolehlivé a presné detekovat chemické litky se zndmym aneugennim a klastogennim pisobenim, pfi pouZiti
metabolické aktivace i bez ni, jakoZ i zndmé negativni latky za pouziti srovndvacich latek uvedenych v dodatku 3.
Svou schopnost spravné provadét tuto ZM by méla laboratof prokdzat predlozenim dukazd, Ze buriky, u nichz
vyhodnocuje tvorba mikrojader, prodélaly jedno jaderné déleni, pokud se zkouska provadi bez pouziti cytoB.

Jako srovnédvaci litky se doporucuje pouzivat chemické latky uvedené v dodatku 3. Nahradni nebo dalsi chemické
latky 1ze rovnéz pouzivat, pokud jsou zndmy jejich Gcinky, pokud vyvoldvaji tvorbu mikrojader stejnym mecha-
nismem pusobeni a pokud je prokdzdno, Ze maji vztah k chemickym ldtkdm, které se budou testovat za pouZiti
postupu MNvit. Soucdsti zdtivodnéni maze byt validaéni studie vyuZivajici sirokou $kdlu litek nebo zaméfend na
uz§i spektrum na zdkladé chemické tiidy zkousené litky nebo zkoumaného mechanismu vzniku poskozeni.

Kontrola s rozpoustédlem/vehikulem a neosetfené kultury by mély poskytovat reprodukovatelné nizké a konzis-
tentni ¢etnosti mikrojader (obvykle 5-25 mikrojader na 1 000 bunék v piipadé druhi bunék uvedenych v odstavci
11). Jiné druhy bunék mohou mit odli§né rozsahy odezvy, které by mély byt stanoveny pii validaci jejich
pouzivéni v ramci zkousky MNvit. Udaje z negativnich kontrol, kontrol s rozpoustédlem a pozitivnich kontrol
by mély slouzit ke stanoveni dosavadnich kontrolnich rozmezi. Tyto hodnoty by se mély pouzit pii rozhodovani
o vhodnosti zafazeni soubéznych negativnich nebo pozitivnich kontrol do experimentu.

Jsou-li pro provedeni zkousky navrhovdny mensi zmény protokolu (napf. pouZiti automatizovanych namisto
rucnich postupt vyhodnocovéni, pouziti nového druhu bunék), je nutno prokdzat Gcelnost této zmény, nezli
1ze upraveny protokol povazovat za piijatelny k pouziti. Soucasti prokdzani ticelnosti je dikaz, Ze Ize zjistit hlavni
mechanismy poskozeni chromozomi a zvySeni nebo sniZeni jejich poctu a Ze lze dosdhnout odpovidajicich
pozitivnich i negativnich vysledkl u tfidy jednotlivé litky nebo Sirokého spektra latek, které se maji testovat.

UDAJE A VYKAZOVANI

Zpracovdni vysledkii

58

59.

60.

61.

. Pokud se pouzivd technika blokovédni cytokineze, slouzi k hodnoceni indukce vzniku mikrojader jen Cetnost
dvoujadernych bunék s mikrojddry (nezdvisle na poctu mikrojader v kazdé burice). Pocitdni bunék s jednim,
dvéma nebo vice mikrojddry by mohlo poskytnout uzite¢né informace, ale neni povinné.

Soubézné by se mélo provadét méfeni cytotoxicity ajnebo cytostdze u vSech oSetfenych kultur a u kontrolnich
kultur s rozpoustédlem/vehikulem (58). P¥ pouziti metody s blokovanim cytokineze, by se mély vypocitat
hodnoty CBPI nebo RI u vSech oSetfenych a kontrolnich kultur jako ukazatele zpozdéni bunééného cyklu.
V piipadé nepiitomnosti cytoB by se mély pouzit hodnoty RPD, RICC nebo PI (viz dodatek 2).

Je nutno uvést tdaje za jednotlivé kultury. Kromé toho se viechny tdaje shrnou do tabulky.

Chemické latky, které vyvoldvaji vznik mikrojader pii zkousce MNvit, maji tento Gc¢inek proto, ze vyvoldvaji
poskozeni chromozom, ztritu chromozomu nebo kombinaci obou téchto déjii. Pfi urCovéni, zda je mecha-
nismus vyvoldni tvorby mikrojader dusledkem klastogenntho a/nebo aneugenniho ptisobeni, lze uplatnit dalsi
analyzu za pouziti protildtek proti kinetochortim, sond in situ se specifickou vazbou na centromery nebo jinych
metod.

Hodnoceni a interpretace vysledkil

62

. Z4dné ovéfeni jednoznacné pozitivni nebo negativni odezvy pomoci dodate¢né zkousky neni nutné. Nejedno-
znacné vysledky lze objasnit analyzou dalstho 1 000 bunék ze vsech kultur, aby se zabrédnilo ztrdté zaslepeni.
Pokud tento piistup vysledek neobjasni, mélo by se provést dal3i testovani. Pii ndslednych experimentech by se
mélo zvézit upraveni parametrli studie u rozsifeného nebo ztizeného rozsahu podminek podle toho, co pfichdzi
v Gvahu. Mezi parametry studie, které lze piipadné upravit, patii velikost kroku mezi jednotlivymi zkusebnimi
koncentracemi, nacasovani expozice a odbéru bunék k vyhodnoceni ajnebo podminky metabolické aktivace.
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63. Existuje nékolik kritérif pro stanoveni pozitivniho vysledku, napifklad s koncentraci souvisejici nebo statisticky
vyznamné zvySeni poctu bunék obsahujicich mikrojddra. Nejprve je nutno posoudit biologicky vyznam vysledka.
Pfi hodnoceni vyznamu biologické odpovédi mize byt voditkem posouzeni, zda jsou zji§téné hodnoty uvnitf
nebo vné rozsahu dosavadnich hodnot kontrol. Pfi hodnoceni vysledkd zkousky 1ze jako pomtcku pouzit vhodné
statistické metody (65). Vysledky statistickych testd je vSak tieba posuzovat s ohledem na zdvislost odezvy na
dévku. V tvahu je nutno vzit také reprodukovatelnost a dosavadni tdaje.

64. Ackoli vétsina experimenti poskytne jednoznacné pozitivni nebo negativni vysledky, v nékterych piipadech
neumozni soubor ddaji vyslovit kone¢ny vyrok o ptsobeni zkousené litky. Tyto dvojznacné nebo sporné odezvy
se mohou vyskytovat bez ohledu na to, kolikrdt je experiment opakovdn.

65. Pozitivni vysledky zkousky MNvit znamenaji, Ze zkouSend litka vyvolavd v kultivovanych sav¢ich bunkdch
poskozeni nebo ztritu chromozomu. Negativni vysledky znamenaji, Ze zkouSend ldtka za pouzitych podminek
zkousky nevyvoldvd poskozeni chromozomt a/nebo ndrtst ¢i pokles poctu kultivovanych savcich bunék.

Protokol o zkousce

66. Protokol o zkousce musi obsahovat alespoti tyto informace, pokud jsou pro provedeni studie vyznamné:

Zkousend ldtka:

— identifika¢ni ddaje a registracni ¢islo CAS a &islo ES,

— skupenstvi a istota,

— fyzikdlné-chemické vlastnosti vyznamné pro provedeni studie,

— reaktivita zkouSené litky s rozpoustédlem/vehikulem nebo médiem pro kultivaci bunék.

Rozpoustédlo/vehikulum:
— zdivodnéni vybéru rozpoustédla/vehikula,

— rozpustnost a stdlost zkousené litky v rozpoustédle/vehikulu.

Buriky:

— druh a zdroj pouzitych bungk,

— vhodnost pouzitého druhu bunék,

— nepiftomnost mykoplasmat, pokud pfipadd v tvahu,

— informace o trvani bunéného cyklu, dobé zdvojndsobeni populace nebo proliferatnim indexu,
— pii pouziti lymfocytl je pfipadné nutno uvést pohlavi, vék a pocet ddrct krve,

— pii pouziti lymfocytl je nutno uvést, zda se exponuje plnd krev nebo odstiedéné lymfocyty,
— pocet pruchodd, pokud pfipadd v Gvahu,

— metody udrzovani bunénych kultur, pokud pfipadd v tvahu,

— modélni hodnota poctu chromozomd,

— bézné trvani bunécného cyklu (u negativni kontroly).

Zkusebni podminky:
— totoznost ldtky blokujici cytokinezi (napf. cytoB), pokud je pouzita, a jeji koncentrace a trvani expozice bunék,

— zdivodnéni volby koncentraci a poctu kultur véetné daji o cytotoxicité a omezenich rozpustnosti, jsou-li
tyto informace k dispozici,
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slozeni média, pfipadné koncentrace CO,,

hodnoty koncentrace zkousené latky,

koncentrace (a/nebo objem) pfidaného vehikula a zkousené litky,
teplota a doba inkubace,

trvdni expozice,

doba od expozice do odbéru bunék k vyhodnocent,

hustota bunék pii naockovani média, pokud pfipadd v tvahu,

druh a sloZeni metabolického aktivacniho systému vcetné kritérif pFijatelnosti,
latky pouzité jako pozitivni a negativni kontrola,

metody piipravy prepardti a pouzity postup barveni,

kritéria pro identifikaci mikrojader,

pocty analyzovanych bunék,

metody méfeni cytotoxicity,

jakékoli doplitkové informace tykajici se cytotoxicity,

kritéria pro oznaceni studii za pozitivni, negativni nebo dvojznacné,
pouzité metody statistické analyzy,

tam, kde je to vhodné, je nutno uvést rovnéz metody (napiiklad vyuziti protildtek proti kinetochoriim), které
slouzi k urceni, zda mikrojddra obsahuji celé nebo rozlimané chromozomy.

Vysledky:

pouzity zpusob méfeni cytotoxicity, napi. CBPI nebo RI nebo v piipadé metody blokovani cytokineze,
respektive RICC nebo RPD nebo PI, pokud se metody blokovani cytokineze nepouzivaji, popiipadé jiné
poznatky, napf. konfluence bunék, apoptdza, nekrdza, pocitani metafdzi, ¢etnost dvoujadernych bunék,
znamky precipitace,

hodnoty pH a osmolality zkusebniho média, pokud jsou zjistény,

vymezeni piijatelnych bunék pro analyzu,

rozlozeni jednojadernych, dvoujadernych a vicejadernych bunék, pokud se pouzivd metoda blokovéni cyto-
kineze,

pocet bunék s mikrojadry uvedeny zvlast u kazdé osetfené a kontrolni kultury a piipadné urcent, zda se jednd
o dvoujaderné nebo jednojaderné buiky,

pokud mozno zdvislost odezvy na koncentraci,

chemické tdaje (koncentrace a rozpoustédla) soubéznych negativnich kontrol (s rozpoustédlem/vehikulem)
a pozitivnich kontrol,

,,,,,,

a pozitivnich kontrol s uvedenim rozsahti, stfedni hodnoty, smérodatné odchylky a intervalu spolehlivosti
(napt. 95 %),

statistickd analyza, piipadné p hodnoty.

Rozbor vysledkii

Zdvéry
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Dodatek 1
Definice

Aneugen: jakdkoli litka nebo proces, ktery v interakci se slozkami mitotického a meiotického cyklu bunééného déleni
vede k aneuploidii v buikich nebo organismech.

Aneuploidie: jakdkoli odchylka od normélniho diploidniho (nebo haploidniho) poctu chromozomi o jeden nebo vice
chromozomd, aviak nikoli o celou sadu (nebo vice sad) chromozomt (polyploidie).

Apoptéza: programovand bunécnd smrt, kterd se vyznacuje fadou krokd vedoucich k rozpadu bunék na membranové
vazané &asti, které jsou poté odstranény fagocytézou nebo rozkladem.

Bunécnd proliferace: zvySovani poctu bunék v dasledku jejich mitotického déleni.

Centromera: oblast DNA v chromozomu, kde se stykaji obé chromatidy a k niz jsou bok po boku pfipojeny oba
kinetochory.

Klastogen: jakakoli ltka nebo proces, ktery zpusobuje strukturdlni chromozomadlni aberace v populacich bunék nebo
organisma.

Cytokineze: proces rozdéleni buriky ihned po mitdze, ¢imz vzniknou dvé dcefiné bunky, z nichz kazdd obsahuje jedno
jadro.

Proliferacni index pfi blokovdni cytokineze (CBPI): podil poctu bunék z druhého déleni v o3etiené populaci k jejich poctu
v neodetfené kontrole (pfislusny vzorec viz dodatek 2).

Cytostdze: inhibice riistu bunék (pfislusny vzorec viz dodatek 2).

Cytotoxicita: Skodlivé dcinky na strukturu nebo funkci bunky, které nakonec zptsobi jeji smrt.

Genotoxicky: obecny termin zahrnujici vSechny typy poskozeni DNA nebo chromozomi véetné jejich rozldmadni,
prestavby aduktd, mutaci, chromozomalnich aberaci a aneuploidie. Ne vSechny druhy genotoxickych acinka zpiisobuji
mutace nebo stdlé poskozeni chromozomdi.

Interfdzové bufiky: buiky, které se nenachdzeji ve stddiu mitdzy.

Kinetochor: struktura obsahujici proteiny, jeZ se vytvaii u centromery chromozomu, na kterou se pii déleni bunék
napojuji vldkna délictho vieténka, coZ umoziuje spravny pohyb dcefinych chromozomt k pélim dcefinych bunék.

Mikrojddra: mald jadra existujici oddélené od hlavnich jader a vedle nich, vytvdfend béhem telofdze mitézy (meidzy)
nereplikujicimi se (lagging) chromozomovymi fragmenty nebo celymi chromozomy.

Mitdza: proces déleni bunééného jddra, ktery se obvykle ¢leni na profazi, prometafdzi, metafdzi, anafdzi a telofdzi.

Mitoticky index: pomér bunék v metafdzi vydéleny celkovym poctem bunék zjisténych v populaci bunék; udava stupen
bunécné proliferace této populace.

Mutagenni: produkujici dédicné zmény sekvence (sekvenci) part bdzi DNA v genech nebo struktury chromozomu
(chromozomalni aberace).

Nondisjunkee: déj, pii kterém se parové chromatidy nerozlouci a spravné nerozdéli do vznikajicich dcefinych bunék,
coz vede ke vzniku dcefinych bunék s abnormalnimi pocty chromozomdi.

Polyploidie: numerické chromozomalni aberace v butikdch nebo organismech, které se tykaji celé sady (celych sad)
chromozomd, na rozdil od jednoho chromozomu nebo jednotlivych chromozomi (aneuploidie).

Proliferacni index (PI): metoda pro méfeni cytotoxicity bez pouziti cytoB (pifslusny vzorec viz dodatek 2).
Relativni ndriist poctu bunék (RICC): metoda pro méfeni cytotoxicity bez pouziti cytoB (pfislusny vzorec viz dodatek 2).

Relativni zdvojndsobeni populace (RPD): metoda pro méfeni cytotoxicity bez pouziti cytoB (piislusny vzorec viz
dodatek 2).

Replikacni index (RI): podil poctu dokoncenych cyklti bunééného déleni v oSetfené kultufe k jejich poctu v neosetiené
kontrole béhem expozi¢ni doby a obnovy kultury (pfislusny vzorec viz dodatek 2).

Zkousend ldtka: Jakdkoli litka nebo smés, kterd se zkousi za pouziti této zkusebni metody.
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Dodatek 2
Vzorce pro hodnoceni cytotoxicity

1. Pfi pouziti ¢ytoB by mélo byt hodnoceni cytotoxicity zaloZzeno na proliferacnim indexu pii blokovéni cytoki-
neze (CBPI) nebo na replikatnim indexu (RI) (16) (58). Hodnota CBPI uddvd priimérny pocet bunénych cyklt na
buniku v dobé jejtho vystaveni cytochalasinu B a lze ji pouzit k vypoctu proliferace bunék. Hodnota RI uddvd
relativni pocet jader v oSetfenych kulturdch ve srovnéni s kontrolnimi kulturami a Ize ji pouzit k vypoctu procenta
cytostdze:

% cytostdze = 100 — 100{(CBPI; — 1) + (CBPI. — 1)}
pficemz:

T = kultura osetfend zkousenou litkou
C = kontrolni kultura s vehikulem

kde:

((pocet jednojadernych bunék) +
(2 x pocet dvoujadernych bunék) + (3 x pocet vicejadernych bunék))

CBPI =
(celkovy pocet bunék)

Hodnota CBPI = 1 (vSechny buriky jsou jednojaderné) tedy odpovidd 100 % cytostdzi.

Cytostdze = 100 — RI

x 100

RI — ((pocet dvoujadernych bunék) + (2 x pocet vicejadernych bunék)) + (celkovy pocet bunék),
= T

((pocet dvoujadernych bunék) + (2 x pocet vicejadernych bunek)) + (celkovy pocet bunék)

T = odetfené kultury
C = kontrolni kultury

2. Hodnota RI = 53 % tedy znamend, Ze v porovnani s poctem bunék, z nichZz v kontrolni kultufe vznikly
rozdélenim dvoujaderné a vicejaderné buriky, se v oetfeni kultufe rozdélilo pouze 53 % tohoto poctu, coZ znamend
47 % cytostazi.

3. Kdyz se cytoB nepouzije, doporucuje se hodnotit cytotoxicitu na zdkladé relativniho ndrastu poctu bunék (RICC)
nebo relativniho zdvojndsobeni populace (RPD) (58), jelikoz oba tyto ukazatele zohlediuji pomér bunécné populace,
kterd se rozdélila.

(zvySenipoctu bunék v oSetfenych kulturdch (kone¢ny stav — pocdte¢ni stav))

x 100
(zvyseni poctu bunék v kontrolnich kulturdch (koneény stav — pocdte¢ni stav))

RICC =

(pocet zdvojndsobeni populace v osetfenych kulturdch)

RPD = 100

(pocet zdvojndsobeni populace v kontrolnich kulturdch)

kde:
Zdvojnésobeni populace = [log (pocet bunék po osetfeni + pocate¢ni pocet bunék)] + log 2
4. Hodnota RICC nebo RPD ve vysi 53 % tedy znamend 47 % cytotoxicitu/cytostdzi.

5. Za pouziti indexu proliferace (PI) Ize posoudit cytotoxicitu spocitdnim klont tvofenych 1 buiikou (cl1), 2
bunikami (cl2), 3 az 4 bunikami (cl4) a 5 az 8 buikami (cl8)

(Ixdl) + (2xc2) + (3xc4) + (4xcl8))
(dl + d2 + d4 + ds)

PI =

6. Hodnota PI se pouziva jako cenny a spolehlivy parametr cytotoxicity i pro bunécné linie kultivované in situ
bez piftomnosti cytoB (25) (26) (27) (28).
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Dodatek 3

Srovndvaci litky doporucené pro hodnoceni funk¢nosti (1)

Kategorie Chemickd ldtka Cislo CAS Cislo ES
1. Klastogeny pusobici bez metabolické aktivace
cytarabin 147-94-4 205-705-9
mitomycin C 50-07-7 200-008-6
2. Klastogeny vyzadujici metabolickou aktivaci
benzo[a]pyren 50-32-8 200-028-5
cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
3. Aneugeny
kolchicin 64-86-8 200-598-5
vinblastin 143-67-9 205-606-0
4. Negativni latky
bis(2-ethylhexyl)ftalat 117-81-7 204-211-0
kyselina nalidixovd 389-08-2 206-864-7
pyren 129-00-0 204-927-3
chlorid sodny 7647-14-5 231-598-3

(") Srovndvaci litky jsou chemické litky doporucené k pouziti. Chemické litky uvedené v seznamu srovndvacich litek je mozno

nahradit jinymi litkami nebo lze do seznamu doplnit dalsi litky, pokud jsou zndmy jejich acinky a pokud vyvolavaji tvorbu
mikrojader stejnym mechanismem pésobeni a pokud je prokdzano, ze maji vztah k chemickym latkdm, které se budou testovat za
poutziti postupu MNvit. V zédvislost na tGi¢elu mize byt soucdsti zdiivodnéni také valida¢ni studie vyuzivajici Sirokou skalu latek nebo
zaméfend na uz§i spektrum na zdkladé chemické tiidy zkousené litky nebo zkoumaného mechanismu vzniku poskozeni.

B.50. SENZIBILIZACE KUZE: ZKOUSKA S VYSETRENIM LOKALNICH LYMFATICKYCH UZLIN: DA

UvVOoD

1.

Metodiky OECD pro testovani chemickych latek a zkusebni metody EU jsou pravidelné pfezkoumdvany s ohledem
na védecky pokrok, zmény regulacnich potfeb a dobré Zivotni podminky zvitat. Prvni zkusebni metoda (ZM)
(kapitola B.42 této pilohy) pro stanoveni senzibilizace kiize u mysi, tzv. zkouska s vysetfenim lokdlnich lymfa-
tickych uzlin (LLNA; zkuSebni metodika OECD ¢&. 429) byla revidovdna (1). Podrobnosti o validaci metody LLNA
a prehled souvisejicich praci byly publikovany (2)(3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). V rdmci metody LLNA se k méfeni
proliferace lymfocytl vyuzivaji radioizotopy thymidinu nebo jodu, a proto md tato zkouska omezené pouZiti,
pokud ziskdni, pouZzivini nebo likvidace radioaktivnich litek pfedstavuji problém. Metoda LLNA: DA (kterou
vyvinula firma Daicel Chemical Industries, Ltd.) je neradioaktivni modifikaci metody LLNA, kterd kvantifikuje
obsah adenosintrifosfitu (ATP) prostiednictvim bioluminiscence, jeZ slouZi jako indikdtor proliferace lymfocyti.
Zkudebni metoda LLNA: DA byla ovéfena, ptezkoumdna a doporuCena mezindrodni komisi pro vzdjemné
hodnoceni jakozto metoda, kterd je s urcitymi omezenimi povazovana za uzite¢nou pro identifikaci chemickych
latek zptsobujicich nebo naopak nezptsobujicich senzibilizaci kaze (10) (11) (12) (13). Tato ZM je urcena
k hodnoceni potencidlu chemikalii (litek a smési) zpisobovat senzibilizaci kiize u zvifat. ZkuSebni metoda
podle kapitoly B.6 této piilohy a zkuSebni metodiky OECD ¢. 406 vyuZzivd zkousek na morcatech, a to zvlasté
maximalizaéni zkousku na morcatech a Bithlertv test (14). Zkusebni metoda LLNA (podle kapitoly B.42 této
piilohy a zkusebni metodiky OECD ¢. 429 a jeji dvé neradioaktivni modifikace, metoda LLNA DA (podle kapitoly
B.50 této piilohy a zkuSebni metodiky OECD ¢. 442 A) a metoda LLNA: BrdU-ELISA (podle kapitoly B.51 této
piilohy a zku3ebni metodiky OECD ¢. 442 B) poskytuji vyhody ve srovndni se zkouskami na morcatech podle
kapitoly B.6 a zkusebni metodiky OECD ¢. 406 (14), pokud jde o sniZeni poctu vyuZzivanych zvifat a zdokonaleni
zptisobu jejich vyuzivani.

Podobn¢ jako metoda LLNA i metoda LLNA: DA zkoumd indukéni fézi senzibilizace kiiZze a poskytuje kvanti-
tativni ddaje, které jsou vhodné pro hodnoceni zdvislosti odezvy na ddvce. Schopnost detekovat latky senzibili-
zujici kzi bez nutnosti pouziti radioizotopti pro znaceni DNA navic odstrafiuje moznost expozice radioaktivité
pii praci a problémy s likvidaci odpadi. To zase milZe umoznit zvySené vyuZivini mysi k detekovani ldtek
senzibilizujicich kizi, coz by mohlo ddle snizit vyuzivini morcat k testovani potencidlu chemickych latek zptiso-
bovat senzibilizaci kiize (tzn. metodou podle kapitoly B.6 a zkusebni metodiky OECD ¢. 406 (14).

DEFINICE

3.

Pouzité definice jsou uvedeny v dodatku 1.
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4.

Zkusebni metoda LLNA: DA je modifikovanou metodou LLNA, kterd s ur¢itymi omezenimi slouzi k identifikaci
chemickych latek, jez mohou zplisobovat senzibilizaci kiize. To vSak nutné neznamend, ze by se metoda LLNA:
DA méla pouzivat ve viech pfipadech namisto metody LLNA nebo namisto zkousek na morcatech (tzn. podle
kapitoly B.6 této piilohy a zkusebni metodiky OECD ¢. 406 (14); znamend to spiSe, Ze tato metoda md stejnou
hodnotu a Zze ji lze pouzit jako alternativni metodu, jejiz pozitivni ani negativni vysledky obvykle jiz nevyzaduji
74dné dalsi potvrzovdni (10) (11). ZkuSebni laboratoi by méla pfed provedenim studie zohlednit vSechny
dostupné informace o zkousSené ldtce. Mezi tyto informace patii totoznost a chemickd struktura zkousené ldtky,
jeji fyzikdlné-chemické vlastnosti, vysledky jakychkoli jinych zkousek toxicity in vitro a in vivo za pouziti zkousené
latky a toxikologické tidaje o strukturné piibuznych latkdch. Tyto informace je nutno posoudit, aby se zjistilo, zda
je metoda LLNA: DA vhodnd pro danou litku (s ohledem na neslucitelnost nékterych druht chemickych ltek
s metodou LLNA: DA (viz odstavec 5)), a také aby se usnadnila volba davkovani.

Zkusebni metoda LLNA: DA je metodou in vivo, a tudiz neeliminuje pouzivani zvifat pii hodnoceni alergického
kontaktniho senzibilizujictho ptsobeni. Umoziiuje viak omezit vyuZivdni zvifat pro tento Gcel ve srovndni se
zkouskami na morcatech (podle kapitoly B.6 a zkuSebni metodiky OECD ¢. 406 (14). Kromé toho metoda LLNA:
DA nabizi podstatné zlepSeni zptisobu zachdzeni se zvifaty (méné bolesti a utrpeni), kterd se vyuzivaji ke zkouseni
kontaktni alergické senzibilizace, jelikoz na rozdil od metody podle kapitoly B.6 a zkusebni metodiky OECD
¢. 406 metoda LLNA: DA nevyzaduje umélé vyvoldni kozni precitlivélosti. Ale i pfes vyhody, které md metoda
LLNA: DA ve srovnédn{ s metodou popsanou v kapitole B.6 a zkusebni metodice OECD ¢. 406 (14), existuji urcitd
omezeni, kterd si mohou vyzddat pouZiti metody popsané v kapitole B.6 nebo zkusebni metodice OECD ¢. 406
(napf. falesné negativni vysledky pii pouziti metody LLNA pro urcité kovy, fale$né pozitivni vysledky u ur¢itych
latek zptsobujicich podrazdéni kize (jako jsou napiiklad nékteré chemikalie typu povrchové aktivnich latek) (6) (1
a kapitola B.42 této piflohy) nebo rozpustnost zkousené ldtky). Kromé toho si pouziti zkousek na morcatech (tzn.
podle kapitoly B.6 této piflohy nebo zkusebni metodiky OECD ¢. 406 (14) mohou vyzddat také nékteré tifdy
chemickych ldtek nebo latky obsahujici funkéni skupiny, u nichz je prokdzdno, ze mohou zpiisobovat zkresleni
vysledkt (16). Doporucuje se, aby se omezeni zjisténd u metody LLNA (1 a kapitola B.42 této piilohy) vztahovala
rovnéz na metodu LLNA: DA (10). Pouziti metody LLNA: DA navic nemusi byt vhodné pro zkouseni latek, které
ovliviwyji hladiny ATP (napf. latek, jez pusobi jako inhibitory ATP), nebo latek, které ovliviiuji presnost méfeni
intraceluldrniho ATP (napf. pfitomnost enzymi snizujicich hladinu ATP nebo pfitomnost extracelulirniho ATP
v lymfatickych uzlindch). S vyjimkou téchto zndmych omezeni by méla byt metoda LLNA: DA pouzitelnd
k testovani jakychkoli ldtek, nejsou-li s témito ldtkami spojeny vlastnosti, které mohou nepiiznivé ovlivnit
piesnost metody LLNA: DA. Kromé toho je tfeba zvdZzit moznost hrani¢nich pozitivnich vysledk pii ziskdni
hodnot indexu stimulace (SI) v rozmezi od 1,8 do 2,5 (viz odstavce 31 az 32). To je zalozeno na validacni
databdzi 44 litek za pouziti hodnot SI > 1,8 (viz odstavec 6), u kterych metoda LLNA: DA sprdvné identifikovala
vSech 32 ldtek identifikovanych jako senzibilizujici litky metodou LLNA, ale nespravné identifikovala tfi z 12
latek identifikovanych metodou LLNA jako nesenzibilizujici litky s hodnotami SI v rozmezi od 1,8 do 2,5 (tzn.
hrani¢ni pozitivni) (10). Jelikoz vSak byl stejny soubor tdaji pouzit k stanoveni hodnot SI a k vypoctu predik-
tivnich vlastnosti zkousky, mohou uvedené vysledky pfedstavovat nadhodnoceni skutecnych prediktivnich vlast-
nosti této metody.

PODSTATA ZKUSEBN{ METODY

6.

Zékladni podstata metody LLNA: DA spocivd v tom, Ze senzibilizujici latky vyvoldvaji proliferaci lymfocytd
v lymfatickych uzlindch drenujicich misto aplikace zkousené latky. Tato proliferace je imérnd ddvce a potencidlu
aplikovaného alergenu a pfedstavuje jednoduchy prosttedek k ziskdni kvantitativntho tidaje o mife senzibilizace.
Proliferace se méf{ porovninim primérné proliferace u kazdé zkuSebni skupiny s pramérnou proliferaci
u kontrolni skupiny s vehikulem. Ur¢i se pomér primérné proliferace u kazdé z exponovanych skupin k primeérné
proliferaci u soubézné testované kontrolni skupiny s vehikulem, nazyvany index stimulace (SI), pficemz jeho
hodnota by méla byt > 1,8, aby bylo opravnéné dalsi hodnoceni zkousené litky jako potencidlniho senzibilizdtoru
kaze. Zde popsané postupy jsou zaloZeny na pouziti méfeni obsahu ATP za pouZiti bioluminescence (o niz je
zndmo, Ze jeji intenzita je umérnd poctu Zivych bunék) 17) k indikaci zvySeného poctu proliferujicich bunék
lymfatickych uzlin drenujicich aurikuldrni oblast (18) (19). Bioluminescenéni metoda vyuzivd enzym luciferdzu ke
katalyzaci tvorby svétla z ATP a luciferin v rdmci této reakce:

ATP + Luciferin + O, Jﬁ&) Oxyluciferin + AMP + PP, + CO, + Light

Intenzita vyzafovaného svétla je pfimo Umérnd koncentraci ATP a méfi se pomoci luminometru. Zkouska
zaloZend na pouzitf luciferinu a luciferdzy je citlivou metodou pro uréeni mnozstvi ATP, kterd se pouziva k Siroké
skdle ucelt (20).

POPIS ZKOUSKY

Volba druhu zvifat

7.

Vhodnym druhem pro tuto zkousku je mys. Valida¢ni studie metody LLNA: DA byly provaddény vyhradné
s kmenem CBA[], ktery je proto povazovan za upfednostiiovany kmen (12) (13). Pouzivaji se mladé dospélé
samice my$i, které musi byt nullipary a nesméji byt biezi. Pi zahdjeni studie by zvifata méla byt pfiblizné 8 az 12
tydnt stard, pficemz odchylky v hmotnosti zvifat by mély byt pouze minimdlni a nemély by prekrocit 20 %
primérné hmotnosti. Piipadné lze pouZivat i jiné kmeny a samce, pokud je k dispozici dostatek tdaji, které
dokazuji, Ze v rdmci reakci neexistuji u metody LLNA: DA vyznamné specifické odlisnosti mezi kmeny a/nebo
pohlavimi.
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Podminky chovu a krmeni

8.

Mysi by mély byt chovany ve skupindch (21), neni-li pfedlozeno dostatené védecké zdivodnéni, pro¢ by mély
byt chovany jednotlivé. Teplota v mistnosti pro pokusnd zvitata by méla byt 22 + 3 °C. Ackoli by relativni vlhkost
vzduchu méla byt minimdlné 30 % a pokud mozno by kromé doby tklidu mistnosti neméla pfeséhnout 70 %,
cilem by méla byt hodnota 50-60 %. Osvétleni by mélo byt umélé se stiidanim 12 hodin svétla a 12 hodin tmy.
Ke krmeni lze pouzivat béznou laboratorni stravu a k piti by mély mit mysi k dispozici neomezené mnozstvi
vody.

Pfiprava zvirat

9.

Zvifata se ndhodné vyberou, pro usnadnéni individudln{ identifikace se oznaci (nesmi se viak pouzit Zddnd forma
znaceni usi) a chovaji se v klecich minimalné pét dnii pred zacdtkem aplikovdni zkousené litky, aby se mohla
pfizplsobit laboratornim podminkdm. Pfed zacdtkem aplikace latky se viechna zvifata vysetii, aby se ovéfilo, Ze
nemaji Zadné pozorovatelné kozni léze.

Piiprava ddvkovacich roztokd

10.

Pevné chemické litky by se mély pfed nanesenim na ucho mysi rozpustit nebo suspendovat ve vhodnych
rozpoustédlech nebo vehikulech a popiipadé ziedit. Kapalné latky lze aplikovat bez piisad nebo je lze pred
dévkovanim rozpustit. Nerozpustné latky, jaké se nejcastéji pouzivaji k vyrobé zdravotnickych prostiedki, by
mély byt vystaveny intenzivni extrakci ve vhodném rozpoustédle, aby se pied nanesenim na ucho mysi odhalily
viechny extrahovatelné slozky, které je nutno testovat. Zkousené latky by se mély pfipravovat kazdy den cerstvé,
pokud tdaje o stdlosti neprokazuji pfijatelnost jejich skladovani.

Kontrola spolehlivosti

11.

12.

13.

14.

K prokdzani fddné funk¢nosti zkousky slouzi pozitivni kontrolni chemikdlie, a to tak, Ze reaguji s dostate¢nou
a reprodukovatelnou citlivosti na zkousenou senzibilizujici ldtku, u niZ je dobfe popsdna sila odezvy. Zafazeni
soubézné pozitivni kontroly se doporucuje proto, Ze prokazuje zpisobilost laboratore tispésné provést kazdou
zkousku a umoznuje posoudit vnitrolaboratorni a mezilaboratorni reprodukovatelnost a srovnatelnost. Nékteré
regula¢ni orgny také vyzaduji pii kazdé studii pozitivni kontrolu, a proto se uzivatelim doporucuje pied
provedenim zkousky LLNA: DA piislusné orgdny konzultovat. Doporucuje se tudiz bézné pouzivat soubéznou
pozitivni kontrolu, aby nebylo nutné dalsi zkouseni na zvitatech ke splnéni pozadavki, které by mohly vzniknout
pii pouzivani periodické pozitivni kontroly (viz odstavec 12). Pozitivni kontrola by méla v rdmci metody LLNA:
DA vyvolat pozitivni odezvu pii Grovni expozice, u které se ocekdvd zvySeni indexu stimulace (SI) > 1,8 ve
srovndni s negativni kontrolni skupinou. Ddvka pozitivni kontroly by méla byt zvolena tak, aby nevyvolala
nadmérné podrdzdéni kiize nebo systémovou toxicitu a pfitom aby indukce byla reprodukovatelnd, avsak nikoli
nadmérnd (tzn. Ze hodnota SI > 10 by byla povazovdna za pili§ velkou). K upfednostiovanym ldtkim pro
pozitivni kontrolu patif 25 % roztok 2-benzylidenoktanalu (reg. ¢. Chemical Abstracts Service (CAS) 101-86-0)
nebo eugenolu (Cislo CAS 97-53-0) v acetonu s olivovym olejem (v objemovém poméru 4:1). Mohou existovat
urcité okolnosti, za nichZ lze pfi fadném zdavodnéni pouzit i jiné pozitivni kontrolni ldtky, které splnuji vyse
uvedend kritéria.

I kdyz se zafazeni skupiny soubéznych pozitivnich kontrol doporucuje, mohou existovat situace, kdy mize byt
periodické testovdni (tzn. v intervalech < 6 mésict) pozitivnich kontrol vhodné u laboratoti, které provadgji
pozitivnich kontrol, kterd prokazuje schopnost laboratore ziskat pii pouziti pozitivnich kontrol reprodukovatelné
a piesné vysledky. Odpovidajici zbéhlost v pouzivini metody LLNA: DA lze Gspésné prokdzat dosaZenim shod-
nych pozitivnich vysledkd pfi pouziti pozitivni kontroly alespon v 10 nezdvislych zkouskdch provedenych béhem
piiméfené doby (tzn. béhem méné nez jednoho roku).

Skupina soubéznych pozitivnich kontrol by se méla zafradit vzdy, kdyz dojde k procedurdlni zméné metody
LLNA: DA (napf. pii zméné slozeni vyskoleného persondlu, pii zméné materidli a/nebo ¢inidel ¢ vybaveni, jez se
pouzivaji v ramci zkuSebni metody, nebo pfi zméné zdroje pokusnych zvifat), pficemz takové zmény by se mély
vzdy zdokumentovat v laboratornich zprévach. Pfi urCovani nezbytnosti vytvofit novou databdzi ke zdokumen-
tovani shodnosti vysledkt pozitivnich kontrol by se mél zvézit dopad téchto zmén na piiméfenost dosavadni
databéze.

Zkousejici by si méli uvédomit, Ze rozhodnuti pouZivat pozitivni kontroly periodicky namisto soubézné md
zdvazné dopady na pfiméfenost a piijatelnost negativnich vysledkd studie ziskanych bez soubéznych pozitivnich
kontrol béhem intervalu mezi jednotlivymi periodickymi pouzitimi pozitivnich kontrol. Napiiklad obdrzeni
falesné negativniho vysledku pii periodickém pouzivani pozitivnich kontrol miaze zpochybnit negativni vysledky
zkousené latky ziskané v obdobi mezi posledni pfijatelnou periodickou studif pozitivnich kontrol a nepfijatelnou
periodickou studif pozitivnich kontrol. Disledky, jeZ z toho vyplyvaji, je tieba peclivé zvazit pfi rozhodovéni, zda
do zkoumdni zafadit soub&zné pozitivni kontroly, nebo pouzivat pouze periodické pozitivni kontroly. Je také
nutno vzit v Gvahu moznost pouzit v rdmci skupiny soubéznych pozitivnich kontrol méné zvitat, jestlize je to
védecky opodstatnéné a jestlize laborator na zdkladé svych vlastnich dosavadnich tidaji prokaze, ze lze pouzivat
méné mys{ (22).
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16.

. Ackoli by se pozitivni kontroly mély zkouset ve vehikulu, o némz je zndmo, Ze vidy vyvoldvd shodnou reakci
(napf. aceton s olivovym olejem v objemovém poméru 4:1), mohou nastat urcité situace, kdy je z divoda
pozadovanych v pravnich pfedpisech nezbytné provést zkousku s pouzitim nestandardniho vehikula (klinicky/
chemicky relevantni sloZeni) (23). Pokud se soubéznd pozitivni kontrola zkousi v jiném vehikulu nez zkousend
latka, méla by byt soucdsti zkousky se soubéznou pozitivni kontrolou také samostatnd kontrola s vehikulem.

V piipadech, kdy se hodnoti ldtky, které patii do urcité tiidy chemickych litek nebo vykazuji urcitou kalu odezev,
mohou byt uZzite¢né také srovndvaci latky, jelikoZz mohou prokdzat, Ze zkusebni metoda je schopna spravné zjistit
potencidl téchto druht ldtek vyvoldvat senzibilizaci kazZe. Vhodné srovnavaci latky by mély mit tyto vlastnosti:
— strukturdlni a funkéni podobnost s tiidou, do niz patii zkousend ldtka,

— zndmé fyzikdlné-chemické vlastnosti,

— podklady ze zkousky LLNA: DA,

— podklady ziskané pfi pouziti jinych zvifecich model a/nebo lidi.

ZKUSEBNI POSTUP

Po
17

18.

19.

20.

cet zvifat a ddvkovani

. Na kazdou dévkovou skupinu se pouziji alespon Ctyfi zvifata, pficemz se pouZziji minimdlné tii koncentrace
zkousené latky, dile se pouZije soubéznd negativni kontrolni skupina, k jejiz expozici se pouZije pouze vehikulum
zkousené latky, a pozitivni kontrola (soubéznd nebo z neddvné jiné zkousky — v zdvislosti na postupech dané
laboratofe pfi zohlednéni odstavcd 11-15). Mélo by se zvazit zkouseni vétsiho poctu dévek pozitivni kontroly,
a to zejména v pifpadé, Ze se pozitivni kontrola nepouZivd soustavné. Se zvifaty v kontrolnich skupindch by se
s vyjimkou aplikace zkousené litky mélo zachdzet stejné jako se zvifaty v exponovanych skupindch.

Volba dévkovani a vehikula by méla byt zaloZena na doporucenich uvedenych v literatufe — (2) a (24). Po sobé
jdouci davky se bézné vybiraji z vhodné fady koncentraci, napiiklad 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5%, 2,5 %, 1 %,
0,5 % atd. Volba této fady koncentraci by méla byt dostatecné védecky zdtvodnéna. PFi vybéru tif po sobé
jdoucich koncentraci je tieba zvézit veskeré existujici toxikologické informace (napf. o akutni toxicité a kozni
drédzdivosti) a informace o struktufe a fyzikdlné-chemickych vlastnostech zkousené ldtky (a/nebo strukturné
piibuznych latek), jsou-li k dispozici, aby nejvyssi koncentrace maximalizovala expozici, aniz by soucasné vyvolala
systémovou toxicitu a/nebo nadmérné lokalni podrdzdéni kiuze (24) (25). Nejsou-li takové informace k dispozici,
muze byt nezbytné provést tivodni pfedbéznou screeningovou zkousku (viz odstavce 21 az 24).

Vehikulum by nemélo nepiiznivé ovliviiovat ani jinak zkreslovat vysledky zkousky a mélo by byt vybrano tak, aby
se maximalizovala rozpustnost umoznujici dosdhnout nejvyssi mozné koncentrace a zdroven pfipravit roztok
nebo suspenzi, jez jsou vhodné pro aplikaci zkousené latky. K doporucenym vehikulim patif aceton s olivovym
olejem (v objemovém poméru 4:1), N,N-dimethylformamid, ethyl(methyl)keton, propan-1,2-diol a dimethylsul-
foxid (6), avsak pii dostateném védeckém zdiivodnéni lze pouzit i jind vehikula. V urcitych situacich maze byt
nezbytné pouzit jako dopliujici kontrolu klinicky relevantni rozpoustédlo nebo bézné prodejny piipravek obsa-
hujici zkouSenou latku. Zvldsté je tieba dbdt na to, aby byly hydrofilni litky zapracovény do takového vehikula,
které zvlh¢i kazi a nestece ihned z pokozky. Toho lze doséhnout pouzitim vhodnych solubilizért (jako je napf.
1 % Pluronic® L92). Neni tudiz vhodné pouzivat zcela vodnd vehikula.

Zpracovani lymfatickych uzlin z jednotlivych mys$i umoziiuje posoudit variabilitu mezi jednotlivymi zvifaty
a provést statistické porovndn{ rozdilu mezi hodnotami zkousené litky a hodnotami naméfenymi u kontrolni
skupiny se samotnym vehikulem (viz odstavec 33). Posoudit moznost snizit pocet mysi v pozitivni kontrolni
skupiné je kromé toho vhodné jen tehdy, kdyz se zaznamenavaji idaje od jednotlivych zvifat (22). Sbér adaji od
jednotlivych zvifat navic vyZaduji i nékteré regulacni orgdny. Pravidelny sbér tdaji od jednotlivych zvifat je
vyhodngjsi z hlediska dobrych Zivotnich podminek zvitat, jelikoz nevyzaduje duplicitni zkouseni, které by bylo
nezbytné, pokud by vysledky pro urcitou zkousenou ldtku, jez byly pivodné shromdzdény jednim zpisobem
(napf. za pouziti souhrnnych ddaji od vech zvitat), mély byt pozdéji posouzeny regulatnimi organy s jinymi
pozadavky (napf. vyzadujicimi pouziti tidajia od jednotlivych zvifat).

Pfedb&Znd screeningovia zkouska

21

. Nejsou-li k dispozici informace pro stanoveni nejvyssi davky, kterd ma byt predmétem zkousky (viz odstavec 18),
méla by se provést predbéznd screeningovd zkouska umoznujici vymezit vhodné dévkovdni, které se bude
metodou LLNA: DA zkouset. Ucelem predbéiné screeningové zkousky je poskytnout voditko pro volbu maxi-
mélniho ddvkovéni, které se md pouZit v hlavni studii LLNA: DA, pokud nejsou k dispozici informace o koncen-
traci, kterd vyvoldvd systémovou toxicitu (viz odstavec 24) a/nebo nadmérné lokdlni podrdzdéni kize (viz
odstavec 23). Maximdln{ zkousenou dévkou by mélo byt 100 % zkousené latky v pifpadé kapalin, respektive
maximalni moznd koncentrace v pifpadé pevnych latek nebo suspenzi.
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22

. Pfedbéznd screeningovd zkouska se provadi za stejnych podminek jako hlavni studie LLNA: DA aZ na to, Ze se
nehodnoti proliferace bunék z lymfatickych uzlin a lze pouzit méné zvitat na davkovou skupinu. Navrhuje se
pocet jednoho az dvou zvifat na ddvkovou skupinu. VSechny mysi se denné pozoruji, zda nevykazuji klinické
piiznaky systémové toxicity nebo lokdlniho podrdzdéni v misté aplikace. Pfed zahdjenim zkousky a pied jejim
ukoncenim (den 8) se zaznamenaji hodnoty télesné hmotnosti zvifat. Na obou usich kazdé mysi se sleduje vyskyt
erytému, ktery se vyhodnoti podle tabulky 1 (25). Tloustka ucha se zméfi tloustkomérem (napi. digitdlnim
mikrometrem nebo tloustkomérem s kruhovou stupnici) v den 1 (pfed aplikaci prvni ddvky), v den 3 (pfibl.
48 hodin po prvni dédvce) a v den 7 (24 hodin pfed ukoncenim) a v den 8. Kromé toho Ize v den 8 urcit tloustku
ucha na zdkladé stanoveni hmotnosti ¢dsti ucha vyseknuté specidlnimi klestémi, coz by se mélo provadét az poté,
co se zvifata humdnné usmrti. Zndmkou nadmérného lokdlntho podrdzdéni je zarudnuti ohodnocené 3 nebo vice
body a/nebo zvyseni tloustky ucha o 25 % nebo vice v kterykoli den méfeni (26) (27). Jako nejvyssi dévka se pro
hlavni studii LLNA: DA zvoli nejblizsi nizsi ddvka v rdmci fady koncentraci zjisténych p#i pfedbézné screeningové
zkousce (viz odstavec 18), kterd nevyvoldvd systémovou toxicitu ajnebo nadmérné lokdlni podrazdéni kize.

Tabulka 1

Bodové hodnoceni erytému

Pozorované piiznaky Bodové ohodnoceni
Z4dny erytém 0
Velmi slaby erytém (sotva patrny) 1
Ztetelné viditelny erytém 2
Mirny az vyrazny erytém 3
Tézky erytém (silné zarudnuti) nebo tvorba piiskvaru znemoziujici posouzeni erytému 4

23

24.

. Kromé 25 % zvyseni tloustky ucha (26) (27) se k identifikaci drdzdivych latek pfi zkousce LLNA pouziva také

statisticky vyznamné zvySeni tloustky ucha u my3i ze zkusebni skupiny ve srovndni s kontrolnimi zvifaty (28)
(29) (30) (31) (32) (33) (34). Ackoli mohou nastat piipady statisticky vyznamného zvyseni, i kdyz se tloustka
ucha zvysi o méné nez 25 %, nebyly tyto piipady spojeny vyhradné s nadmérnym podrdzdénim (30) (31) (32)
(33) (34).

O systémové toxicité (35) mohou pii pouziti v rdmci integrovaného hodnoceni svéd¢it tyto poznatky z klinického
pozorovéni, a tudiZ mohou indikovat maximalni dévku, kterd by se méla pouzit v hlavni studii LLNA: DA: zmény
fungovani nervového systému (napf. piloerekce, ataxie, ties a kieCe), zmény chovéni (napf. agresivita, zména
¢innosti tykajicich se péce o srst, vyraznd zména Grovné aktivity), zmény zpiisobt dychdni (tj. zmény frekvence
a intenzity dychéni, napt. dusnost, lapdni po dechu a chropy) a zmény v pfijimani potravy a vody. Pfi hodnoceni
je navic nutno brdt v Gvahu zndmky letargie a/nebo absence reagovani, veskeré klinické ptiznaky vice nez mirné
nebo momentdlni bolesti ¢ utrpeni nebo snizeni télesné hmotnosti ode dne 1 do dne 8 o vice nez 5 % a také
umrtnost. Umirajici zvifata nebo zvifata, kterd jevi zndmky silné bolesti a utrpeni, by se méla humédnné usmrtit
(36).

Harmonogram zkousek v ramci hlavni studie

25

. Harmonogram zkousky je ndsledujici:

— Den 1: Kazdé zvife se zvdzi a zaznamend se jeho hmotnost a jakékoli poznatky z klinického pozorovani. Na
hibet kazdého ucha se ¢tyfmi aZ péti tahy Stétecku namoceného do 1 % vodného roztoku natrium-dodecyl-
sulfitu (SLS) nanese tento roztok tak, aby pokryl celou plochu hibetu ucha. Jednu hodinu po naneseni
roztoku SLS se na hibet kazdého ucha aplikuje 25 pl vhodné zfedéného roztoku zkousené latky, samotné
vehikulum nebo pozitivni kontrola (tu lze provddét bud soubéziné, nebo lze pouZit pozitivni kontrolu
z neddvné jiné zkousky — v zdvislosti na postupech dané laboratofe pii zohlednéni odstavcti 11-15).

— Den 2, den 3 a den 7: Zopakuje se postup predbézného osetfeni 1 % vodnym roztokem SLS a naneseni
zkousené latky provedeny v den 1.

— Den 4, den 5 a den 6: Z4dna aplikace.

— Den 8: Zaznamend se hmotnost kazdého zvifete a jakékoli poznatky z klinického pozorovéni. Pfiblizné 24 az
30 hodin po zahdjeni aplikace v den 7 se zvifata humdnné usmrti. U kazdé mysi se vyjmou lymfatické uzliny
drenujici aurikuldrni oblast obou usi a zpracuji se ve fosfitovém pufrovém fyziologickém roztoku (PBS) od
kazdého zvifete zvlast. Podrobnosti a grafické zndzornéni vyhledani uzlin a jejich disekce lze nalézt v litera-
tufe (22). Pro tcely dalstho sledovani lokdlni kozni reakce v rdmci hlavni studie lze do protokolu studie
zafadit i dal$i parametry, jako je bodové ohodnoceni erytému ucha nebo tdaje o tloustce ucha (ziskané bud
pomoci tloustkoméru, nebo na zdkladé stanoveni hmotnosti ¢asti ucha vyseknuté specidlnimi klestémi pii
pitve).
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Pfiprava bunéénych suspenzi

26

. Od kazdé mysi se pripravi jednobunénd suspenze obsahujici buniky z vynatych lymfatickych uzlin drenujicich
oblast obou usi; suspenze se piipravi tak, Ze se lymfatické uzliny vlozi mezi dvé podloznd sklicka a lehkym tlakem
se rozdrti. Po potvrzeni, Ze je tkdil rozprostiena v tenké vrstvé, se sklicka odtdhnou od sebe. Tkdné z obou skli¢ek
se suspenduji v roztoku PBS tak, ze se kazdé sklicko podrzi naklonéné nad Petriho miskou a oplachuje se
roztokem PBS pii soucasném seskrabovani tkdné ze sklicka stérkou na bunky. Kromé toho jsou lymfatické uzliny
u zvifat z negativni kontrolni skupiny malé, takZe je tfeba postupovat opatrné, aby se zabrdnilo jakémukoli
umélému ovlivnéni hodnot SI. K opldchnuti obou sklicek by se mél pouzit celkovy objem 1 ml PBS. Suspenzi
bunék lymfatickych uzlin je nutno v Petriho misce zlehka homogenizovat stérkou na bunky. Mikropipetou se pak
nabere 20pL pomérny dil suspenze bunék z lymfatickych uzlin — pficemz je tfeba nenabrat membranu, kterd je
viditelnd pouhym okem — a nésledné se smisi s 1,98 ml PBS, abychom dostali 2 ml vzorku. Druhy vzorek
o objemu 2 ml se pak pfipravi stejnym zptisobem, aby vzniky od kazdého zviiete dva vzorky.

Stanoveni bunéné proliferace (méfeni obsahu ATP v lymfocytech)

27

. Zvyseni obsahu ATP v lymfatickych uzlindch se zjistuje metodou, kterd je zaloZena na pouziti luciferinu a luci-
ferdzy, za pomoci soupravy pro méfeni obsahu ATP, kterd méfi bioluminescenci v relativnich jednotkdch lumi-
niscence (RLU). U vSech jednotlivych zvifat je nutno dodrzet stejnou dobu od usmrceni do zméfeni obsahu ATP,
kterd by méla ¢init pfiblizné 30 minut, protoZe se md za to, Ze obsah ATP postupné klesd v zdvislosti na dobé
uplynulé od usmrceni zvifete 12). Proto je nutno celou fadu dkont od vynéti aurikuldrnich lymfatickych uzlin az
do zméfeni obsahu ATP dokon¢it do 20 minut podle pfedem stanoveného harmonogramu, ktery je u kazdého
zvifete stejny. Luminescenci ATP je nutno zméfit u kazdého 2 ml vzorku, takze se ziskaji dvé hodnoty ATP za
kazdé zvife. Pak se ur¢i primérnd luminescence ATP, kterd se pouzije v ndslednych vypoctech (viz odstavec 30).

ZISKANE POZNATKY

Poznatky z klinického pozorovéini

28

. Kazdd mys se jednou denné peclivé vysetf, zda nevykazuje jakékoli klinické piiznaky lokdlntho podrdzdéni
v misté aplikace nebo pfiznaky systémové toxicity. VSechny ziskané poznatky se systematicky zaznamenaji,
pfi¢emz zaznamy se vedou zvld$t za kazdou mys. Pliny sledovdni by mély obsahovat kritéria umoziujici rychle
identifikovat mysi, jez vykazuji zndmky systémové toxicity, nadmérného lokédlniho podrazdéni pokozky nebo
poleptani kuze, aby mohly byt usmrceny (36).

Hodnoty télesné hmotnosti

29

. Jak je uvedeno v odstavci 25, télesnou hmotnost jednotlivych zvifat je nutno zjistit na zacdtku zkousky a v dobé
planovaného huménniho usmrceni zvifete.

VYPOCET VYSLEDKU

30

31.

32.

33.

. Vysledky za kazdou exponovanou skupinu se vyjadii jako primérny index stimulace (SI). Hodnota SI se stanovi
jako podil primérné hodnoty RLU na zvife jak u kazdé exponované skupiny, tak u pozitivni kontrolni skupiny,
a prumérné hodnoty RLU na zvife u kontrolni skupiny s rozpoustédlem/vehikulem. Primérnd hodnota SI
u kontrolnich skupin s vehikulem je pak rovna 1.

Pii rozhodovani o vysledku zkousky se za pozitivni vysledek povazuje, pokud hodnota SI > 1,8 10). Pfi rozho-
dovini, zda hrani¢ni vysledek (tzn. hodnotu SI v rozmezi od 1,8 do 2,5) prohldsit za pozitivni, lze také pouzit
miru zdvislosti odezvy na ddvce, statistickou vyznamnost a jednotnost vysledki kontrol s rozpoustédlem/vehi-
kulem a pozitivnich kontrol (2) (3) (37).

U hrani¢ni pozitivni odezvy v rozmezi hodnot SI od 1,8 do 2,5 mohou uzZivatelé zvézit dalsi informace, napiiklad
zdvislost odezvy na ddvce, zndmky systémové toxicity nebo nadmérného podrdzdéni, a tam, kde je to vhodné,
také statistickou vyznamnost spolu s hodnotami SI, aby se potvrdilo, Ze jsou takové vysledky pozitivni (10). Méla
by se rovnéz vénovat pozornost riznym vlastnostem zkousené litky vcetné toho, zda se jeji struktura podobd
struktufe zndmych senzibilizdtort kiize, zda u mysi zptsobuje nadmérné lokdlni podrazdéni kize, a také povaze
zji§téné zdvislosti odezvy na ddvce. Témito faktory a dalsimi aspekty, které je tfeba zvazit, se podrobné zabyvd
literatura (4).

Shromazdovén{ ddajii drovni jednotlivych mysi umozni provést statistickou analyzu, kterou se na zdkladé téchto
idajt zjisti existence a mira zdvislosti odezvy na ddvce. Piipadné statistické hodnoceni by mohlo obsahovat
posouzeni zdvislosti odezvy na dévce, jakoz i vhodné upravend srovndni zkuSebnich skupin (napf. skupiny
s parové srovndvanym ddvkovanim oproti soubézné kontrolni skupiné s rozpoustédlem/vehikulem). Statistické
analyzy mohou zahrnovat napf. linedrni regresi nebo Williamovu zkousku k posouzeni trendd zdvislosti odezvy
na dévce a Dunnettovu zkousku pro pdrové srovndni. P vybéru vhodné metody pro statistickou analyzu by si
mél byt zkousejici védom moznych nestejnych odchylek a jinych souvisejicich problémd, které si mohou vyzadat
transformaci idaji nebo neparametrickou statistickou analyzu. V kazdém piipadé mtze byt nezbytné, aby
zkousejici proved] vypocty SI a statistické analyzy jednak za pouziti urcitych krajnich hodnot (né¢kdy oznacova-
nych vyrazem ,odlehlé hodnoty) a jednak bez nich.
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UDAJE A VYKAZOVANI

Udaje

34. Udaje je nutno shrnout do tabulky s hodnotami RLU od jednotlivych zvifat, priimérnou hodnotou RLU na zvife
za celou skupinu, pfislusnym chybovym vyrazem (napf. smérodatnou odchylkou — SD, smérodatnou odchylkou

pramérnych hodnot — SEM) a primérnou hodnotou SI za kazdou ddvkovou skupinu oproti soubézné kontrolni
skupiné s rozpoustédlem nebo vehikulem.

Protokol o zkousce

35. Protokol o zkousce musi obsahovat tyto informace:
ZkouSend latka a kontrolni ldtka:
— identifika¢ni ddaje (napf. ¢islo CAS a ¢islo ES, jsou-li k dispozici, zdroj, Cistota, zndmé necistoty, ¢islo Sarze),
— skupenstvi a fyzikdlné-chemické vlastnosti (napf. prchavost, stélost, rozpustnost),

— jednd-li se o smés, je nutno uvést jeji sloZeni a pomérné procentudlni zastoupeni slozek.

Rozpoustédlo/vehikulum:
— identifika¢ni tdaje (Cistota, popiipadé koncentrace, pouzity objem),

— zdivodnéni volby vehikula.

Pokusnd zvifata:

— zdroj mysi z kmene CBA,

— mikrobiologicky stav zvifat, je-li zndm,
— pocet a vék zvifat,

— ptivod zvifat, podminky chovu, strava atd.

Zkusebni podminky:

— zdroj, &islo Sarze a ddaje od vyrobce soupravy pro méfeni obsahu ATP, které se tykaji prokazovéni a kontroly
kvality,

— podrobnosti o piipravé a aplikaci zkousené latky,

— zdtvodnéni volby ddvkovani (véetné vysledkt pfedbézné screeningové zkousky, pokud byla provedena),
— pouzité koncentrace vehikula a zkousené litky a celkové aplikované mnozstvi zkousené ldtky,

— podrobnosti o jakosti vody a potravy (v¢etné druhu/zdroje stravy, zdroje vody),

— podrobnosti 0o harmonogramech expozice a odbéru vzorki,

— metody méfeni toxicity,

— kritéria pro oznaceni studie za pozitivni nebo negativni,

— dtdaje o piipadnych odchylkdch od protokolu a vysvétleni, jakym zptsobem takovd odchylka ovliviiuje
koncepci studie a jeji vysledky.

Kontrola spolehlivosti:

— souhrn vysledka nejnovéjsi kontroly spolehlivosti véetné informaci o pouzité zkousené ldtce, koncentraci
a vehikulu,
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vehikulem) zkousenych v doty¢né laboratofi,

— pokud soubéznd pozitivni kontrola nebyla soucdsti studie, je nutno uvést datum a laboratorni zprivu

VVVVVV

nych v doty¢né laboratofi, které odivodnuji rozhodnuti neprovadét soubézné pozitivni kontroly.

Vysledky:

— hmotnost jednotlivych mysi na pocitku aplikace a v dobé pldnovaného usmrcent, jakoz i primérnd hodnota
a piislusny chybovy vyraz (napi. SD, SEM) za kazdou exponovanou skupinu,

— u kazdého zvifete asovy prabéh ndstupu piiznakd toxicity, véetné podrazdéni kiize v misté aplikace, pokud
k nému dojde,

— doba usmrceni a doba zméfeni mnozZstvi ATP u kazdého zvifete,
— tabulka hodnot RLU a hodnot SI od jednotlivych mysi za kazdou exponovanou skupinu,

— primérnd hodnota RLU na zvife a pfislusny chybovy vyraz (napt. SD, SEM) za kazdou exponovanou skupinu
a vysledky analyzy odlehlych hodnot za kazdou exponovanou skupinu,

— vypoctend hodnota SI a pfislusnd mira variability, kterd zohlednuje variabilitu mezi jednotlivymi zvifaty jak
z testovan{ zkousené latky, tak z kontrolnich skupin,

— zdvislost odezvy na davce,

— pifpadné statistické analyzy.

Rozbor vysledkd:

— struény komentdf k vysledkim, k analyze zavislosti odezvy na dévce a k pipadnym statistickym analyzdm
a déle zavér, zda se md zkousend ldtka povazovat za senzibilizdtor kuze.
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Dodatek 1

DEFINICE

Presnost: Blizkot shody mezi vysledky zkusebni metody a uzndvanymi referenénimi hodnotami. Je to mira funkénosti
zkuSebni metody a jeden z aspekti jeji relevantnosti. Tento vyraz se asto pouzivd namisto vyrazu ,soulad“ a rozumi
se jim podil spravnych vysledki zkusebni metody (38).

Srovndvaci ldtka: Senzibilizujici nebo nesenzibilizujici litka pouzitd jako standard pro srovndni se zkousenou ldtkou.
Srovndvaci litka by méla mit tyto vlastnosti: i) konzistentni a spolehlivy zdroj (konzistentni a spolehlivé zdroje);
ii) strukturdlni a funkéni podobnost s tiidou zkousenych latek; iii) zndmé fyzikdlné-chemické vlastnosti; iv) podklady
o znamych uc¢incich a v) zndmd Gcinnost v rozsahu Zddouci odezvy.

Falesné negativni: Litka je zkuSebni metodou nesprdvné oznacena za negativni nebo neaktivni, ackoli ve skutecnosti je
pozitivni nebo aktivni.


http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://www.oecd.org/env/testguidelines
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Falesné pozitivni: Litka je zkuSebni metodou nesprdvné oznacena za pozitivni nebo aktivni, ackoli ve skutecnosti je
negativni nebo neaktivni.

Nebezpecnost: Potencidl latky piisobit nepiznivé na zdravi nebo Zzivotni prostfedi. Nepiiznivy tc¢inek se projevuje pouze
pii dostatecné trovni expozice.

Mezilaboratorni reprodukovatelnost: Mira, v jaké mohou rtzné kvalifikované laboratofe za pouziti stejného protokolu
a pii testovani stejnych zkouSenych ldtek ziskat kvalitativné a kvantitativné podobné vysledky. Mezilaboratorni repro-
dukovatelnost se urcuje béhem predvalidacnich a validacnich postupt a ukazuje, do jaké miry Ize zkousku dspésné
pfendSet mezi riiznymi laboratofemi (38).

Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost: Urceni miry, v jaké muze kvalifikovany persondl ve stejné laboratofi jindy uspésné
dosdhnout stejnych vysledkt za pouziti urcitého protokolu (38).

Odlehld hodnota: Odlehld hodnota je poznatek, ktery se vyrazné lisf od ostatnich hodnot v ndhodném vzorku od celé
populace.

Prokazovdni kvality: Ridici proces, v jehoz rémci se hodnoti dodrzovéni zkuSebnich norem a standardd laboratote,
piislusnych pozadavki a postupti vedeni zdznamt, jakoZ i pfesnost pfenosu udaja, pficemz tyto prvky jsou hodno-
ceny osobami, které jsou nezdvislé na pracovnicich, ktefi zkousky provadgji.

Spolehlivost: Mira, v jaké 1ze zkusebni metodu provadét reprodukovatelné v rdmci téze laboratofe i v rdmci riiznych
laboratoi{ v priibéhu doby, jestlize se provadi za pouziti stejného protokolu. Hodnoti se na zdkladé vypoctu vnitro-
laboratorn{ a mezilaboratorni reprodukovatelnosti (38).

Senzibilizace kiZe: Imunologicky proces, ktery nastdvd, kdyZ je vnimavd osoba vystavena mistné aplikovanému chemic-
kému alergenu, ktery vyvoldvd kozni imunitni odezvu, jez muZe vést ke vzniku kontaktni senzibilizace.

Index stimulace (SI): Hodnota vypoctend za tcelem posouzeni potencidlu zkousené latky vyvolat senzibilizaci kaze.
Vyjadfuje pomér hodnoty proliferace u exponovanych skupin k hodnoté proliferace u soubézné kontrolni skupiny
s vehikulem.

Zkousend ldtka: Jakdkoli litka nebo smés, kterd se zkousi za pouziti této zkuebni metody.

B.51. SENZIBILIZACE KUZE: ZKOUSKA S VYSETRENIM LOKALNICH LYMFATICKYCH UZLIN: BRDU-
ELISA

UvoD

1. Metodiky OECD pro testovani chemickych latek a zkuSebni metody EU jsou pravidelné prezkoumdvany s ohledem
na védecky pokrok, zmény regulacnich potfeb a dobré Zivotni podminky zvifat. Prvni zkusebni metoda (ZM)
(kapitola B.42 této piilohy) pro stanoveni senzibilizace kiize u mysi, tzv. zkouska s vysetfenim lokélnich lymfa-
tickych uzlin (LLNA; zkuSebni metodika OECD ¢. 429) byla revidovana (1 a kapitola B.42 této piilohy). Podrobné
udaje o validaci metody LLNA a prehled praci spojenych s touto metodou byly publikovany (2) (3) (4) (5) (6) (7)
(8) (9). V rdmci metody LLNA se k méfeni proliferace lymfocyt vyuzivaji radioizotopy thymidinu nebo j6du,
a proto md tato zkouska omezené pouziti, pokud ziskdni, pouzivani nebo likvidace radioaktivnich litek pred-
stavuji problém. Zkusebni metoda LLNA: BrdU-ELISA [Enzyme-Linked Immunosorbent Assay] je neradioaktivni
modifikace zkusebni metody LLNA, kterd k méfeni proliferace lymfocytii vyuzivd neradioaktivné znaceny 5-brom-
2-deoxyuridin (BrdU) (Reg. ¢. Chemical Abstracts Service [CAS] 59-14-3) v rdmci systému zaloZeném na zkousce
ELISA. Metoda LLNA: BrdU-ELISA byla ovéfena, prezkoumdna a doporucena mezindrodni védeckou komisi pro
vzdjemné hodnoceni jakoZto metoda, kterd je s urcitymi omezenimi povaZzovdna za uZitecnou pro identifikaci
chemickych latek zpasobujicich nebo naopak nezptsobujicich senzibilizaci kaze (10) (11) (12). Tato ZM je urcena
k hodnoceni potencidlu chemikadlif (litek a smési) zpiisobovat senzibilizaci kize u zvifat. Zkusebni metoda podle
kapitoly B.6 této piflohy a zkusebni metodiky OECD ¢. 406 vyuzivd zkouSek na morcatech, a to zvldsté maxi-
malizacni zkousku na morcatech a Biihlerav test (13). Metoda LLNA (kapitola B.42 této piilohy; zkuSebni
metodika OECD ¢. 429) a jeji dvé neradioaktivni modifikace, metoda LLNA: BrdU-ELISA (kapitola B.51 této
piflohy; zkusebni metodika OECD ¢. 442 B) a metoda LLNA: DA (kapitola B.50 této piilohy; zkusebni metodika
OECD ¢. 442 A) poskytuji vyhody ve srovndni se zkouskami na morcatech podle kapitoly B.6 a zkuSebni
metodiky OECD ¢ 406 (13), pokud jde o sniZeni poctu vyuzivanych zvifat a zdokonaleni zpiisobu jejich
VyuZivani.
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Podobné jako metoda LLNA i metoda LLNA: BrdU-ELISA zkoumd indukéni fézi senzibilizace kiize a poskytuje
kvantitativni tdaje, které jsou vhodné pro hodnoceni zdvislosti odezvy na ddvce. Schopnost detekovat latky
senzibilizujici kazZi bez nutnosti pouziti radioizotopti pro znaceni DNA navic odstrafiuje mozZnost expozice
radioaktivité pfi prdci a problémy s likvidaci odpadi. To zase mize umoznit zvySené vyuzivani mysi k detekovani
latek senzibilizujicich kiizi, coz by mohlo déle sniZit vyuZzivdni morcat k testovani potencidlu chemickych latek
zplisobovat senzibilizaci kize (tzn. metodou podle kapitoly B.6 a zkuSebni metodiky OECD ¢. 406) (13).

DEFINICE

3.

Pouzité definice jsou uvedeny v dodatku 1.

VYCHOZ[ UVAHY A OMEZEN{

4.

ZkuSebni metoda LLNA: BrdU-ELISA je modifikovanou metodou LLNA, kterd s urcitymi omezenimi slouZzi
k identifikaci chemickych ldtek, jez mohou zptsobovat senzibilizaci kaze. To v8ak nutné neznamend, Ze by se
metoda LLNA: BrdU-ELISA méla pouzivat ve vSech piipadech namisto metody LLNA nebo namisto zkousek na
morcatech (tzn. podle kapitoly B.6 této piilohy a zkuSebni metodiky OECD ¢. 406) (13); znamend to spise, Ze tato
metoda md stejnou hodnotu a Ze ji lze pouZit jako alternativni metodu, jejiz pozitivni ani negativni vysledky
obvykle jiz nevyzaduji zddné dalsi potvrzovani (10) (11). ZkuSebni laboratof by méla pfed provedenim studie
zohlednit vSechny dostupné informace o zkousené latce. Mezi tyto informace patii totoZnost a chemickd struktura
zkousené latky, jeji fyzikdlné-chemické vlastnosti, vysledky jakychkoli jinych zkousek toxicity in vitro a in vivo za
pouziti zkousené ldtky a toxikologické ddaje o strukturné piibuznych latkdch. Tyto informace je nutno posoudit,
aby se zjistilo, zda je metoda LLNA: BrdU-ELISA vhodné pro danou ldtku (s ohledem na neslucitelnost nékterych
druht chemickych ldtek s metodou LLNA: BrdU-ELISA [viz odstavec 5]), a také aby se usnadnila volba ddvkovani.

Zkusebni metoda LLNA: BrdU-ELISA je metodou in vivo, a tudiZ neeliminuje pouzivani zvitat p¥i hodnoceni
alergického kontaktniho senzibilizujictho pusobeni. Umoznuje vSak omezit vyuzivani zvitat pro tento ucel ve
srovndni se zkouskami na morcatech (podle kapitoly B.6 a zkuSebni metodiky OECD ¢. 406) (13). Kromé toho
metoda LLNA: BrdU-ELISA nabizi podstatné zlepSeni zpiisobu zachdzeni se zvifaty, kterd se vyuzivaji ke zkouseni
kontaktni alergické senzibilizace, jelikoz na rozdil od metody podle kapitoly B.6 a zkuSebni metodiky OECD
¢. 406 metoda LLNA: BrdU-ELISA nevyZzaduje umélé vyvoldni kozni piecitlivélosti. Kromé toho metoda LLNA:
BrdU-ELISA nevyzaduje ani pouZivani adjuvantu, jak je tomu v pifpadé maximaliza¢ni zkousky na morcatech
(podle kapitoly B.6 této piilohy) (13). Diky tomu metoda LLNA: BrdU-ELISA sniZuje utrpeni zvifat. Ale i pres
vyhody, které md metoda LLNA: BrdU-ELISA ve srovndni s metodou popsanou v kapitole B.6 a zkusebni
metodice OECD ¢. 406 (13), existuji urcitd omezent, kterd si mohou vyzddat pouziti metody popsané v kapitole
B.6 nebo zkusebni metodice OECD ¢. 406 (napf. zkouseni nékterych kovt, falesné pozitivni vysledky u urcitych
latek zptisobujicich podrazdéni kize (jako jsou napiiklad nékteré chemikadlie typu povrchové aktivnich latek) (6) (1
a kapitola B.42 této piflohy) nebo rozpustnost zkousené latky). Kromé toho si pouziti zkousek na morcatech (tzn.
podle kapitoly B.6 nebo zkusebni metodiky OECD ¢. 406) (13) mohou vyzadat také nékteré tfidy chemickych
latek nebo latky obsahujici funkéni skupiny, u nichZ je prokazdno, Ze mohou zptsobovat zkresleni vysledka (15).
Doporucuje se, aby se omezeni zjisténd u metody LLNA (1 a kapitola B.42 této pfilohy) vztahovala rovnéz na
metodu LLNA: BrdU-ELISA (10). S vyjimkou téchto zndmych omezeni by méla byt metoda LLNA: BrdU-ELISA
pouzitelnd k testovani jakychkoli ldtek, nejsou-li s témito ldtkami spojeny vlastnosti, které mohou nepfiznivé
ovlivnit pfesnost metody LLNA: BrdU-ELISA. Kromé toho je tieba zvazit moznost hrani¢nich pozitivnich vysledka
pii ziskdni hodnot indexu stimulace (SI) v rozmezi od 1,6 do 1,9 (viz odstavce 31 az 32). To je zaloZeno na
validacni databdzi 43 latek za pouziti hodnot SI > 1,6 (viz odstavec 6), u kterych metoda LLNA: BrdU-ELISA
spravné identifikovala vSech 32 latek identifikovanych jako senzibilizujici litky metodou LLNA, ale nesprdvné
identifikovala dvé z 11 latek identifikovanych metodou LLNA jako nesenzibilizujici ldtky s hodnotami SI v rozmez{
od 1,6 do 1,9 (tzn. hrani¢ni pozitivni) (10). Jelikoz vSak byl stejny soubor tdaji pouzit k stanoveni hodnot SI a k
vypoctu prediktivnich vlastnosti zkousky, mohou uvedené vysledky piedstavovat nadhodnoceni skutecnych
prediktivnich vlastnosti této metody.

PODSTATA ZKUSEBN{ METODY

6.

Zékladn{ podstata metody LLNA: BrdU-ELISA spocivd v tom, Ze senzibilizujici ldtky vyvoldvaji proliferaci lymfo-
cytl v lymfatickych uzlindch drenujicich misto aplikace zkousené ldtky. Tato proliferace je imérnd ddvce a poten-
cidlu aplikovaného alergenu a ptedstavuje jednoduchy prostiedek k ziskdni kvantitativniho tidaje o mife senzibi-
lizace. Proliferace se méf porovnanim primérné proliferace u kazdé zkuSebni skupiny s primérnou proliferaci
u kontroln{ skupiny s vehikulem. Ur¢i se pomér primérné proliferace u kazdé z exponovanych skupin k praimérné
proliferaci u soubézné testované kontrolni skupiny s vehikulem, nazyvany index stimulace (SI), pficemz jeho
hodnota by méla byt > 1,6, aby bylo opravnéné dalsi hodnoceni zkousené latky jako potencidlniho senzibilizdtoru
kaze. Zde popsané postupy jsou zaloZeny na pouziti méfeni obsahu BrdU k indikaci zvyseného poctu prolife-
rujicich bunék v lymfatickych uzlindch drenujicich aurikuldrni oblast. Litka BrdU je analogem thymidinu a zacle-
fiuje se podobnym zptsobem do DNA proliferujicich bunék. Zaclenéni BrdU se méfi metodou ELISA, kterd
vyuzivé protilatku specifickou pro BrdU, kterd je rovné znadi peroxiddzou. Po pfidani substritu peroxiddza reaguje
se substrdtem pfi vzniku barevného produktu, jehoz mnozstvi se urcuje pii urcité absorbanci za pouziti ¢tecky
mikrotitra¢nich desticek.
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POPIS ZKOUSKY

Volba druhu zvitat

7.

Vhodnym druhem pro tuto zkousku je my3. Valida¢ni studie metody LLNA: BrdU-ELISA byly provddény vyhradné
s kmenem CBAJJN, ktery je proto povazovin za upiednostiovany kmen (10) (12). Pouzivaji se mladé dospélé
samice my3i, které musi byt nullipary a nesméji byt bfezi. Pfi zahdjeni studie by zvifata méla byt piiblizné 8 az 12
tydnd stard, pficemz odchylky v hmotnosti zvifat by mély byt pouze minimdlni a nemély by piekrocit 20 %
prumérné hmotnosti. Pfipadné lze pouzivat i jiné kmeny a samce, pokud je k dispozici dostatek tdajt, které
dokazuji, Ze v ramci reakei neexistuji u metody LLNA: BrdU-ELISA vyznamné specifické odlisnosti mezi kmeny
a/nebo pohlavimi.

Podminky chovu a krmeni

8.

Mysi by mély byt chovény ve skupindch (16), neni-li pfedlozeno dostatecné védecké zdivodnéni, pro¢ by mély
byt chovany jednotlivé. Teplota v mistnosti pro pokusnd zvitata by méla byt 22 + 3 °C. Ackoli by relativni vlhkost
vzduchu méla byt minimdlné 30 % a pokud mozno by kromé doby tklidu mistnosti neméla piesahnout 70 %,
cilem by méla byt hodnota 50-60 %. Osvétleni by mélo byt umélé se stfiddnim 12 hodin svétla a 12 hodin tmy.
Ke krmeni Ize pouzivat béZznou laboratorni stravu a k piti by mély mit mysi k dispozici neomezené mnozstvi
vody.

Pfiprava zvirat

9.

Zvitata se nadhodné vyberou, pro usnadnéni individudln{ identifikace se ozna¢i (nesmi se viak pouzit Zddnd forma
znaceni usi) a chovaji se v klecich minimdlné pét dnii pfed zacdtkem aplikovani zkousené litky, aby se mohla
pfizptsobit laboratornim podminkdm. Pfed zacdtkem aplikace latky se viechna zvifata vysetti, aby se ovéfilo, Ze
nemaji zddné pozorovatelné kozni léze.

Piiprava ddvkovacich roztok

10

. Pevné chemické litky by se mély pfed nanesenim na ucho mysi rozpustit nebo suspendovat ve vhodnych
rozpoustédlech nebo vehikulech a popiipadé ziedit. Kapalné ldtky lze aplikovat bez pifsad nebo je lze pred
dévkovanim rozpustit. Nerozpustné latky, jaké se nejcastéji pouzivaji k vyrobé zdravotnickych prostiedkd, by
mély byt vystaveny intenzivni extrakci ve vhodném rozpoustédle, aby se pfed nanesenim na ucho mysi odhalily
vSechny extrahovatelné slozky, které je nutno testovat. Zkousené litky by se mély pripravovat kazdy den Cerstvé,
pokud tdaje o stdlosti neprokazuji pfijatelnost jejich skladovéni.

Kontrola spolehlivosti

11

12.

13.

. K prokazan{ fddné funkcnosti zkousky slouzi pozitivni kontrolni chemikalie, a to tak, Ze reaguji s dostate¢nou
a reprodukovatelnou citlivosti na zkousenou senzibilizujici latku, u niZ je dobfe popsdna sila odezvy. Zafazeni
soubézné pozitivni kontroly se doporucuje proto, ze prokazuje zpusobilost laboratore tspésné provést kazdou
zkousku a umoznuje posoudit vnitrolaboratorni a mezilaboratorni reprodukovatelnost a srovnatelnost. Nékteré
regulaéni orgdny také vyzaduji pii kazdé studii pozitivni kontrolu, a proto se uZivatelim doporucuje pred
provedenim zkousky LLNA: BrdU-ELISA piislusné organy konzultovat. Doporucuje se tudiz béiné pouzivat
soubéznou pozitivni kontrolu, aby nebylo nutné dalsi zkouseni na zvitatech ke splnéni pozadavkd, které by
mohly vzniknout pfi pouzivani periodické pozitivni kontroly (viz odstavec 12). Pozitivni kontrola by méla
v rdmci metody LLNA: BrdU-ELISA vyvolat pozitivni odezvu pii trovni expozice, u které se ocekdvd zvyseni
indexu stimulace (SI) > 1,6 ve srovndni s negativni kontrolni skupinou. Dévka pozitivni kontroly by méla byt
zvolena tak, aby nevyvolala nadmérné podrazdéni kiize nebo systémovou toxicitu a pfitom aby indukce byla
reprodukovatelnd, aviak nikoli nadmérnd (tzn. ze hodnota SI > 14 by byla povazovana za piili§ velkou). K upfed-
nostiovanym latkdm pro pozitivni kontrolu patii 25 % roztok 2-benzylidenoktanalu (¢. CAS 101-86-0) nebo
eugenolu (¢islo CAS 97-53-0) v acetonu s olivovym olejem (v objemovém poméru 4:1). Mohou existovat ur¢ité
okolnosti, za nichz lze pfi fddném zdtivodnéni pouzit i jiné pozitivni kontrolni latky, které spliuji vyse uvedend
kritéria.

I kdyZz se zafazeni skupiny soubéznych pozitivnich kontrol doporucuje, mohou existovat situace, kdy mutze byt
periodické testovani (tzn. v intervalech < 6 mésict) pozitivnich kontrol vhodné u laboratofi, které provadéji
Gdajti pozitivnich kontrol, kterd prokazuje schopnost laboratofe ziskat pfi pouziti pozitivnich kontrol reprodu-
kovatelné a piesné vysledky. Odpovidajici zbéhlost v pouzivani metody LLNA: BrdU-ELISA lze dspé$né prokdzat
dosazenim shodnych pozitivnich vysledkt pfi pouziti pozitivni kontroly alespofi v 10 nezdvislych zkouskdch
provedenych béhem pfiméfené doby (tzn. béhem méné nez jednoho roku).

Skupina soubéznych pozitivnich kontrol by se méla zafadit vzdy, kdyz dojde k procedurdlni zméné metody
LLNA: BrdU-ELISA (napf. pii zméné sloZeni vyskoleného persondlu, pfi zméné materidld a/nebo cinidel ¢i
vybaveni, jeZ se pouZivaji v rdmci zkuSebni metody, nebo pii zméné zdroje pokusnych zvifat), pficemz takové
zmény by se mély vidy zdokumentovat v laboratornich zprdvach. Pfi ur¢ovani nezbytnosti vytvofit novou
databdzi ke zdokumentovani shodnosti vysledki pozitivnich kontrol by se mél zvézit dopad téchto zmén na
piiméfenost dosavadni databéze.
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14

15.

16.

. Zkousejici by si méli uvédomit, Ze rozhodnuti pouzivat pozitivni kontroly periodicky namisto soubézné md
zdvazné dopady na pfiméfenost a prijatelnost negativnich vysledka studie ziskanych bez soubéznych pozitivnich
kontrol béhem intervalu mezi jednotlivymi periodickymi pouzitimi pozitivnich kontrol. Napiiklad obdrzeni
falesné negativniho vysledku pii periodickém pouzivani pozitivnich kontrol mize zpochybnit negativni vysledky
zkousené latky ziskané v obdobi mezi posledni pfijatelnou periodickou studif pozitivnich kontrol a nepfijatelnou
periodickou studif pozitivnich kontrol. Dusledky, jez z toho vyplyvaji, je tieba peclivé zvézit pfi rozhodovéni, zda
do zkoumdni zafadit soubézné pozitivni kontroly, nebo pouzivat pouze periodické pozitivni kontroly. Je také
nutno vzit v Gvahu moznost pouzit v rdmci skupiny soubéznych pozitivnich kontrol méné zvifat, jestlize je to
védecky opodstatnéné a jestlize laborator na zdkladé svych vlastnich dosavadnich Gdajii prokdze, Ze lze pouzivat
méné mysi (17).

Ackoli by se pozitivni kontroly mély zkouset ve vehikulu, o némz je zndmo, Ze vidy vyvoldvd shodnou reakci
(napf. aceton s olivovym olejem v objemovém poméru 4:1), mohou nastat urcité situace, kdy je z diavodi
pozadovanych v prévnich pfedpisech nezbytné provést zkousku s pouzitim nestandardniho vehikula (klinicky/
chemicky relevantni sloZeni) (18). Pokud se soubéznd pozitivni kontrola zkousi v jiném vehikulu nez zkousend
latka, méla by byt soucdsti zkousky se soubéznou pozitivni kontrolou také samostatnd kontrola s vehikulem.

V piipadech, kdy se hodnoti zkousené latky, které patii do urcité tfidy chemickych latek nebo vykazuji urcitou
skalu odezev, mohou byt uzitecné také srovnavaci latky, jelikoZ mohou prokdzat, ze zkuSebni metoda je schopna
spravné zjistit potencidl téchto druhti zkouSenych ldtek vyvoldvat senzibilizaci kize. Vhodné srovndvaci litky by
mély mit tyto vlastnosti:

— strukturdlni a funkéni podobnost s tiidou, do niz patii zkousend ldtka,

— zndmé fyzikdlné-chemické vlastnosti,

— podklady ze zkousky LLNA: BrdU-ELISA,

— podklady ziskané pfi pouziti jinych zvifecich model a/nebo lidi.

ZKUSEBNI POSTUP

Po
17

18.

19.

20.

cet zvifat a ddvkovani

. Na kazdou dévkovou skupinu se pouziji alespon Ctyfi zvifata, pfiCemz se pouZziji minimdlné tii koncentrace
zkousené latky, dale se pouZije soubéznd negativni kontrolni skupina, k jejiz expozici se pouzije pouze vehikulum
zkousené litky, a pozitivni kontrolni skupina (soubéznd nebo z neddvné jiné zkousky — v zdvislosti na postupech
dané laboratofe pii zohlednéni odstavcti 11-15). Mélo by se zvézit zkouSeni vétstho poctu dévek pozitivni
kontroly, a to zejména v piipadé, Ze se pozitivni kontrola nepouzivd soustavné. Se zvifaty v kontrolnich skupi-
nach by se s vyjimkou aplikace zkousené ltky mélo zachdzet stejné jako se zvifaty v exponovanych skupindch.

Volba dévkovéni a vehikula by méla byt zaloZena na doporucenich uvedenych v literatufe — (2) a (19). Po sobé
jdouci davky se bézné vybiraji z vhodné fady koncentraci, napiiklad 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5%, 2,5 %, 1 %,
0,5 % atd. Volba této fady koncentraci by méla byt dostatecné védecky zdtvodnéna. PFi vybéru tif po sobé
jdoucich koncentraci je tieba zvézit veskeré existujici toxikologické informace (napf. o akutni toxicité a kozni
drédzdivosti) a informace o struktufe a fyzikdlné-chemickych vlastnostech zkousené ldtky (a/nebo strukturné
piibuznych latek), jsou-li k dispozici, aby nejvyssi koncentrace maximalizovala expozici, aniz by soucasné vyvolala
systémovou toxicitu ajnebo nadmérné lokdlni podrdzdéni kaze (19) (20 a kapitola B.4 této piilohy). Nejsou-li
takové informace k dispozici, mtize byt nezbytné provést Gvodni predbéznou screeningovou zkousku (viz
odstavce 21 az 24).

Vehikulum by nemélo nepfiznivé ovliviiovat ani jinak zkreslovat vysledky zkousky a mélo by byt vybrano tak, aby
se maximalizovala rozpustnost umoznujici dosdhnout nejvyssi mozné koncentrace a zdroven pfipravit roztok
nebo suspenzi, jez jsou vhodné pro aplikaci zkousené litky. K doporucenym vehikulim patii aceton s olivovym
olejem (v objemovém poméru 4:1), N,N-dimethylformamid, ethyl(methyl)keton, propan-1,2-diol a dimethylsul-
foxid (6), avsak pii dostateném védeckém zdiivodnéni lze pouzit i jind vehikula. V urcitych situacich maze byt
nezbytné pouzit jako dopliujici kontrolu klinicky relevantni rozpoustédlo nebo bézné prodejny piipravek obsa-
hujici zkousenou ltku. Zv1asté je tieba dbét na to, aby byly hydrofilni zkousené ldtky zapracovany do takového
vehikula, které zvlh¢i kiizi a nestece thned z pokozky. Toho lze dosdhnout pouzitim vhodnych solubilizért (jako
je napf. 1 % Pluronic® L92). Neni tudiz vhodné pouzivat zcela vodnd vehikula.

Zpracovani lymfatickych uzlin z jednotlivych my$i umoziiuje posoudit variabilitu mezi jednotlivymi zvifaty
a provést statistické porovndni rozdilu mezi zkousenou litkou a hodnotami naméfenymi u kontrolni skupiny
se samotnym vehikulem (viz odstavec 33). Posoudit moznost sniZit pocet mysi v pozitivni kontrolni skupiné je
kromé toho vhodné jen tehdy, kdyZz se zaznamendvaji idaje od jednotlivych zvifat (17). Sbér tidaji od jednotli-
vych zvitat navic vyzaduji i nékteré regulacni orgdny. Pravidelny sbér tidaji od jednotlivych zvifat je vyhodnéjsi
z hlediska dobrych Zivotnich podminek zvitat, jelikoz nevyzaduje duplicitni zkouseni, které by bylo nezbytné,
pokud by vysledky pro urcitou zkousenou ldtku, jez byly pivodné shromdzdény jednim zpisobem (napf. za
pouziti souhrnnych daji od vSech zvifat), mély byt pozdéji posouzeny regulaénimi organy s jinymi pozadavky
(napf. vyzadujicimi pouziti Gdajii od jednotlivych zvifat).
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Predb&Znd screeningovd zkouska

21

22.

. Nejsou-li k dispozici informace pro stanoveni nejvyssi davky, kterd ma byt pfedmétem zkousky (viz odstavec 18),
méla by se provést predbéznd screeningovd zkouska umozfiujici vymezit vhodné ddvkovdni, které se bude
metodou LLNA: BrdU-ELISA zkouSet. Ucelem predbézné screeningové zkousky je poskytnout voditko pro
volbu maximdlniho ddvkovdni, které se md pouzit v hlavni studii LLNA: BrdU-ELISA, pokud nejsou k dispozici
informace o koncentraci, kterd vyvoldvd systémovou toxicitu (viz odstavec 24) a/nebo nadmérné lokalni podraz-
déni kaze (viz odstavec 23). Maximdlni zkousenou ddvkou by méla byt 100 % koncentrace zkouSené latky
v piipadé kapalin, respektive maximdlni moznd koncentrace v piipadé pevnych litek nebo suspenzi.

Predbéznd screeningova zkouska se provadi za stejnych podminek jako hlavni studie LLNA: BrdU-ELISA aZ na to,
ze se nehodnoti proliferace bunék z lymfatickych uzlin a Ize pouzit méné zvifat na davkovou skupinu. Navrhuje
se pocet jednoho az dvou zvifat na ddvkovou skupinu. VSechny mysi se denné pozoruji, zda nevykazuji klinické
piiznaky systémové toxicity nebo lokdlniho podrdzdéni v misté aplikace. Pfed zahdjenim zkousky a pfed jejim
ukoncenim (den 6) se zaznamenaji hodnoty télesné hmotnosti zvifat. Na obou usich kazdé mysi se sleduje vyskyt
erytému, ktery se vyhodnoti podle tabulky 1 (20 a kapitola B.4 této piilohy). Tloustka ucha se zméii tloustko-
mérem (napf. digitdlnim mikrometrem nebo tloustkomérem s kruhovou stupnici) v den 1 (pted aplikaci prvni
davky), v den 3 (pfibl. 48 hodin po prvni ddvce) a v den 6. Kromé toho Ize v den 6 urcit tloustku ucha na
zdkladé stanoveni hmotnosti ¢asti ucha vyseknuté specidlnimi klestémi, coz by se mélo provadét az poté, co se
zvifata humdnné usmrti. Znamkou nadmérného lokdlniho podrazdéni je zarudnuti ohodnocené 3 nebo vice body
a/nebo zvyseni tloustky ucha o 25 % nebo vice v kterykoli den méfeni (21) (22). Jako nejvyssi ddvka se pro hlavni
studii LLNA: BrdU-ELISA v ramci fady koncentraci zji§ténych pfi predbéZné screeningové zkousce (viz odstavec
18) zvoli nejblizsi nizsi ddvka, kterd nevyvoldvd systémovou toxicitu a/nebo nadmérné lokdlni podrdzdéni kaze.

Tabulka 1

Bodové hodnoceni erytému

Pozorované piiznaky Bodové ohodnoceni

Zadny erytém 0

Velmi slaby erytém (sotva patrny) 1

Zietelné viditelny erytém 2

Mirny az vyrazny erytém 3

Tézky erytém (silné zarudnuti) nebo tvorba piiskvaru znemoziujici posouzeni erytému 4

23

24.

. Kromé 25 % zvyseni tloustky ucha (21) (22) se k identifikaci drdzdivych litek pii zkousce LLNA pouzivd také

statisticky vyznamné zvyseni tloustky ucha u mysi ze zkuSebni skupiny ve srovndni s kontrolnimi zvifaty (22)
(23) (24) (25) (26) (27) (28). Ackoli mohou nastat piipady statisticky vyznamného zvyseni, i kdyz se tloustka
ucha zvy$i o méné nez 25 %, nebyly tyto piipady spojeny vyhradné s nadmérnym podrdzdénim (25) (26) (27)
(28) (29).

O systémové toxicité (30) mohou pii pouziti v rdmci integrovaného hodnoceni svéd¢it tyto poznatky z klinického
pozorovani, a tudiZ mohou indikovat maximalni ddvku pro hlavni studii LLNA: BrdU-ELISA: zmény fungovani
nervového systému (napf. piloerekce, ataxie, tfes a kieCe), zmény chovdni (napf. agresivita, zména cinnosti
tykajicich se péce o srst, vyraznd zména tGrovné aktivity), zmény zptisobii dychani (tj. zmény frekvence a intenzity
dychdni, napf. dusnost, lapani po dechu a chropy) a zmény v piijimdni potravy a vody. P¥i hodnoceni je navic
nutno brit v tvahu zndmky letargie a/nebo absence reagovani, veskeré klinické pfiznaky vice nez mirné nebo
momentalni bolesti ¢i utrpeni nebo sniZeni télesné hmotnosti ode dne 1 do dne 6 o vice nez 5 % a také imrtnost.
Umirajici zvifata nebo zvifata, kterd jevi zndmky silné bolesti a utrpeni, by se méla humdnné usmrtit (31).

Harmonogram zkouSek v rdmci hlavni studie

25.

Harmonogram zkousky je ndsledujici:

— Den 1: Kazdé zvife se zvdzi a zaznamend se jeho hmotnost a jakékoli poznatky z klinického pozorovani. Na
hibet kazdého ucha se aplikuje 25 pl vhodné zfedéného roztoku zkousené latky, samotné vehikulum nebo
pozitivni kontrola (tu lze provadét bud soubézné, nebo Ize pouzit pozitivni kontrolu z neddvné jiné zkousky
— v zdvislosti na postupech dané laboratofe pii zohlednéni odstavct 11 az 15).

— Den 2 a den 3: Zopakuje se postup aplikace provedeny v den 1.
— Den 4: Z4dn4 aplikace.

— Den 5: Injekéné se intraperitonedlné aplikuje 0,5 ml (5 mg/mys) roztoku BrdU (10 mg/ml).
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— Den 6: Zaznamend se hmotnost kazdého zvitete a jakékoli poznatky z klinického pozorovéni. Pfiblizné 24
hodin (24 hod.) po injekénim poddni BrdU se zvifata humanné usmrti. U kazdé mysi se vyjmou lymfatické
uzliny drenujici aurikuldrni oblast obou usi a zpracuji se ve fosfitovém pufrovém fyziologickém roztoku
(PBS) od kazdého zvifete zvldst. Podrobnosti a grafické zndzornéni vyhleddni uzlin a jejich disekce lze nalézt
v literatufe (17). Pro dcely dalstho sledovéni lokdlni kozni reakce v rdmci hlavni studie Ize do protokolu
studie zafadit i dal3i parametry, jako je bodové ohodnoceni erytému ucha nebo tdaje o tloustce ucha (ziskané
bud pomoci tloustkoméru, nebo na zdkladé stanoveni hmotnosti &sti ucha vyseknuté specidlnimi klestémi
pii pitve).

Piiprava bunéénych suspenzi

26

. Od kazdé mysi se pfipravi jednobunéénd suspenze obsahujici bunky z vynatych lymfatickych uzlin drenujicich
oblast obou usf; suspenze se pfipravi jemnou mechanickou deagregaci pfes 200 pm sitko z korozivzdorné oceli
nebo jinym piijatelnym postupem vytvofeni jednobunéiné suspenze (napf. rozdrcenim lymfatickych uzlin za
pouziti jednorazové plastové palicky a ndslednym protlacenim tkdné nylonovym sitkem # 70). Postup piipravy
suspenze bunék z lymfatickych uzlin je v této zkousce rozhodujici, a proto by si mél kazdy pracovnik osvojit tuto
dovednost pfedem. Kromé toho jsou lymfatické uzliny u zvitat z negativni kontrolni skupiny malé, takze je tieba
postupovat opatrné, aby se zabranilo jakémukoli umélému ovlivnéni hodnot SI. V kazdém piipadé je nutno cilovy
objem suspenze bunék z lymfatickych uzlin upravit na stanoveny optimélni objem (pfiblizné 15 ml). Optimélni
objem je zaloZen na dosazeni primérné absorbance negativni kontrolni skupiny v rozmezi 0,1-0,2.

Stanoveni bunéné proliferace (méfeni obsahu BrdU v DNA lymfocytii)

27.

Obsah BrdU se méfi metodou ELISA za pouzit komercni soupravy (napf. Roche Applied Science, Mannheim,
Némecko, katalogové ¢islo 11 647 229 001). Postup lze stru¢né popsat tak, Ze 100 ml suspenze bunék z lymfa-
tickych uzlin se nakape do jamek tif mikrotitracnich desticek s plochym dnem. Po fixaci a denaturaci bunék
z lymfatickych uzlin se do kazdé jamky ptidd protildtka proti BrdU a obsah jamek se nechd zreagovat. Nésledné se
protildtka proti BrdU odstrani vymytim, pfidd se roztok substrdtu a nechd se vzniknout chromogen. Pak se zmé&i{
absorbance pii vlnové délce 370 nm s referenéni vlnovou délkou 492 nm. Ve vsech piipadech je nutno
optimalizovat zkusebni podminky (viz odstavec 26).

ZISKANE POZNATKY

Poznatky z klinického pozorovini

28

. Kazdd my3 se jednou denné peclivé vysetti, zda nevykazuje jakékoli klinické piiznaky lokdlniho podrazdéni
v misté¢ aplikace nebo pfiznaky systémové toxicity. VSechny ziskané poznatky se systematicky zaznamenaji,
pii¢emz zaznamy se vedou zvld$t za kazdou mys. Pliny sledovdni by mély obsahovat kritéria umoziujici rychle
identifikovat mysi, jez vykazuji zndmky systémové toxicity, nadmérného lokdlniho podrdzdéni pokozky nebo
poleptdni kiize, aby mohly byt usmrceny (31).

Hodnoty télesné hmotnosti

29

. Jak je uvedeno v odstavci 25, télesnou hmotnost jednotlivych zvifat je nutno zjistit na zacatku zkousky a v dobé
planovaného humdnniho usmrceni zvifete.

VYPOCET VYSLEDKU

30

31.

32.

. Vysledky za kazdou exponovanou skupinu se vyjddii jako pramérny index stimulace (SI). Hodnota SI se stanovi
jako podil pramérné hodnoty indexu znaceni BrdU na zvife jak u kazdé exponované skupiny, tak u pozitivni
kontrolni skupiny, a primérné hodnoty indexu znaceni BrdU na zvife u kontrolni skupiny s rozpoustédlem/
vehikulem. Praimérnd hodnota SI u kontrolnich skupin s vehikulem je pak rovna 1.

Index znaceni BrdU je definovén jako:
Index znaceni BrdU = (ABS,,, — ABS blank,,,) — (ABS, — ABS blank,.)
kde: em = vlnova délka zéafeni; ref = referenc¢ni vlnova délka.

Pii rozhodovini o vysledku zkousky se za pozitivni vysledek povaZuje, pokud hodnota SI 21,6 (10). Pfi
rozhodovidni, zda hrani¢ni vysledek (tzn. hodnotu SI v rozmezi od 1,6 do 1,9) prohldsit za pozitivni, 1ze také
pouZit miru zdvislosti odezvy na dévce, statistickou vyznamnost a jednotnost vysledka kontrol s rozpoustédlem/
vehikulem a pozitivnich kontrol (3) (6) (32).

U hrani¢ni pozitivni odezvy v rozmezi hodnot SI od 1,6 do 1,9 mohou uzZivatelé zvézit dalsi informace, napiiklad
zdvislost odezvy na ddvce, zndmky systémové toxicity nebo nadmérného podrdzdéni, a tam, kde je to vhodné,
také statistickou vyznamnost spolu s hodnotami SI, aby se potvrdilo, Ze jsou takové vysledky pozitivni (10). Méla
by se rovnéz vénovat pozornost riznym vlastnostem zkousené latky vcetné toho, zda se jeji struktura podobd
struktufe zndmych senzibilizdtort kiize, zda u mysi zptsobuje nadmérné lokdlni podrdzdéni kize, a také povaze
zji§téné zédvislosti odezvy na ddvce. Témito body a dalsimi aspekty, které je tieba zvdZit, se podrobné zabyvd
literatura (4).
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33

. Shromazd'ovani tidaji Grovni jednotlivych mysi umozni provést statistickou analyzu, kterou se na zdkladé téchto
udaji zjisti existence a mira zdvislosti odezvy na davce. Pfipadné statistické hodnoceni by mohlo obsahovat
posouzeni zdvislosti odezvy na dévce, jakoz i vhodné upravend srovndni zkusSebnich skupin (napf. skupiny
s parové srovndvanym ddvkovdnim oproti soubézné kontrolni skupiné s rozpoustédlem/vehikulem). Statistické
analyzy mohou zahrnovat napf. linedrni regresi nebo Williamsovu zkousku k posouzeni trendd zévislosti odezvy
na dévce a Dunnettovu zkousku pro pdrovd srovndni. P vybéru vhodné metody pro statistickou analyzu by si
mél byt zkousejici védom moznych nestejnych odchylek a jinych souvisejicich problémd, které si mohou vyzédat
transformaci Gdaji nebo neparametrickou statistickou analyzu. V kazdém piipadé mize byt nezbytné, aby
zkousejici provedl vypocty SI a statistické analyzy jednak za pouziti urcitych krajnich hodnot (né¢kdy oznacova-
nych vyrazem ,odlehlé hodnoty’) a jednak bez nich.

UDAJE A VYKAZOVANI

Udaje

34. Udaje je nutno shrnout do tabulky s hodnotami indexu znaceni BrdU od jednotlivych zvifat, priimérnou

hodnotou indexu znaceni BrdU na zvife za celou skupinu, pfislusnym chybovym vyrazem (napf. smérodatnou
odchylkou — SD, smérodatnou odchylkou primérnych hodnot — SEM) a primérnou hodnotou SI za kazdou
dévkovou skupinu oproti soubézné kontrolni skupiné s rozpoustédlem nebo vehikulem.

Protokol o zkousce

35.

Protokol o zkou$ce musi obsahovat tyto informace:

ZkouSena latka a kontrolni ldtka:

— identifika¢ni ddaje (napf. ¢islo CAS a ¢islo ES, jsou-li k dispozici, zdroj, Cistota, zndmé necistoty, Cislo Sarze),
— skupenstvi a fyzikdlné-chemické vlastnosti (napt. prchavost, stélost, rozpustnost),

— jednd-li se o smés, je nutno uvést jeji slozeni a pomérné procentudlni zastoupeni slozek.

Rozpoustédlofvehikulum:
— identifika¢ni tdaje (Cistota, popiipadé koncentrace, pouzity objem),

— zdtvodnéni volby vehikula.

Pokusnd zvifata:

— zdroj mysi z kmene CBA,

— mikrobiologicky stav zvifat, je-li zndm,
— pocet a vék zvifat,

— ptivod zvifat, podminky chovu, strava atd.

Zkusebni podminky:

— zdroj, ¢islo SarZe a tidaje od vyrobce soupravy ELISA, které se tykaji prokazovani a kontroly kvality (citlivost
a specificnost detekce protilitek a mez detekee),

— podrobnosti o piipravé a aplikaci zkousené ldtky,

— zdivodnéni volby dévkovani (v¢etné vysledkd pfedbézné screeningové zkousky, pokud byla provedena),
— pouzité koncentrace vehikula a zkousené litky a celkové aplikované mnozstvi zkousené ldtky,

— podrobnosti o jakosti vody a potravy (véetné druhu/zdroje stravy, zdroje vody),

— podrobnosti o harmonogramech expozice a odbéru vzorkd,

— metody méfeni toxicity,
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— kritéria pro oznaceni studie za pozitivni nebo negativni,

— udaje o piipadnych odchylkdch od protokolu a vysvétleni, jakym zpiisobem takovd odchylka ovliviiuje
koncepci studie a jeji vysledky.

Kontrola spolehlivosti:

— souhrn vysledkd nejnovéjsi kontroly spolehlivosti véetné informaci o pouzité zkousené ldtce, koncentraci
a vehikulu,

vehikulem) zkousenych v dotycné laboratofi,

— pokud soubéznd pozitivni kontrola nebyla soucdsti studie, je nutno uvést datum a laboratorni zprdvu

nych v doty¢né laboratofi, které odivodnuji rozhodnuti neprovadét soubézné pozitivni kontroly.

Vysledky:

— hmotnost jednotlivych mysi na pocitku aplikace a v dobé plénovaného humdnniho usmrceni, jakoz
i primérnd hodnota a p¥islusny chybovy vyraz (napt. SD, SEM) za kazdou exponovanou skupinu,

— u kazdého zvitete asovy pribéh ndstupu piiznakd toxicity, véetné podrazdéni kize v misté aplikace, pokud
k nému dojde,

— tabulka hodnot indexu znaceni BrdU a hodnot SI od jednotlivych mysi za kazdou exponovanou skupinu;

— primérnd hodnota indexu znaceni BrdU na zvife a pfislusny chybovy vyraz (napf. SD, SEM) za kazdou
exponovanou skupinu a vysledky analyzy odlehlych hodnot za kazdou exponovanou skupinu,

— vypoctend hodnota SI a pfislusnd mira variability, kterd zohlednuje variabilitu mezi jednotlivymi zvifaty jak
z testovani zkouSené ltky, tak z kontrolnich skupin,

— zévislost odezvy na ddvce,

— piipadné statistické analyzy.

Rozbor vysledki:

— strucny komentdf k vysledktim, k analyze zévislosti odezvy na ddvce a k piipadnym statistickym analyzdm
a déle zavér, zda se md zkousend ldtka povazovat za senzibilizdtor kuZe.

LITERATURA
(1) OECD (2010), Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay, Test Guideline No. 429, Guidelines for the Testing of

Chemicals, OECD, Paris. K dispozici na adrese: [http://www.oecd.org/env/testguidelines].

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

Toxicol., 34, 999-1002.

(3) Basketter, D.A., Gerberick, G.F., Kimber, I. and Loveless, S.E. (1996), The local lymph node assay: A viable

alternative to currently accepted skin sensitisation tests. Food Chem. Toxicol., 34, 985-997.

(4) Basketter, D.A., Gerberick, G.F. and Kimber, I. (1998), Strategies for identifying false positive responses in

predictive sensitisation tests. Food Chem. Toxicol., 36, 327-33.

(5) Van Och, FM.M,, Slob, W., De Jong, W.H., Vandebriel, RJ. and Van Loveren, H. (2000), A quantitative method

for assessing the sensitising potency of low molecular weight chemicals using a local lymph node assay:
employment of a regression method that includes determination of uncertainty margins. Toxicol., 146, 49-59.


http://www.oecd.org/env/testguidelines

L 193/64

Utednf véstnik Evropské unie

20.7.2012

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

(7) Dean, J.H., Twerdok, L.E., Tice, R.R., Sailstad, D.M., Hattan, D.G., Stokes, W.S. (2001), ICCVAM evaluation of the
murine local lymph node assay: II. Conclusions and recommendations of an independent scientific peer review
panel. Reg. Toxicol. Pharmacol., 34(3), 258-273.

(8) Haneke, K.E., Tice, R.R., Carson, B.L., Margolin, B.H., Stokes, W.S. (2001), ICCVAM evaluation of the murine local
lymph node assay: IIl. Data analyses completed by the national toxicology program interagency center for the
evaluation of alternative toxicological methods. Reg. Toxicol. Pharmacol., 34(3), 274-286.

(9) Sailstad, D.M., Hattan, D., Hill, R.N., Stokes, W.S. (2001), ICCVAM evaluation of the murine local lymph node
assay: I. The ICCVAM review process. Reg. Toxicol. Pharmacol., 34(3), 249-257.

(10) ICCVAM (2010), ICCVAM Test Method Evaluation Report. Nonradioactive local lymph node assay: BrdU-ELISA
Test Method Protocol (LLNA: BrdU-ELISA). NIH Publication No. 10-7552 A[B. Research Triangle Park, NC:
National Institute of Environmental Health Sciences. K dispozici na adrese: [http://iccvam.niehs.nih.gov/
methods/immunotox/llna-ELISA/TMER htm].

11

-

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

(12

—

Takeyoshi, M., Iida, K., Shiraishi, K. and Hoshuyama, S. (2005), Novel approach for classifying chemicals
according to skin sensitising potency by non-radioisotopic modification of the local lymph node assay. J.
Appl. Toxicol., 25, 129-134.

(13) OECD (1992), Skin Sensitisation, Test Guideline No. 406, Guidelines for Testing of Chemicals, OECD, Paris.
K dispozici na adrese: [http://www.oecd.org[env/testguidelines]

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

as

=

Basketter, D., Ball, N., Cagen, S., Carrilo, J.C., Certa, H., Eigler, D., Garcia, C., Esch, H., Graham, C., Haux, C.,
Kreiling, R. and Mehling, A. (2009), Application of a weight of evidence approach to assessing discordant
sensitisation datasets: implications for REACH. Reg. Toxicol. Pharmacol., 55, 90-96.

16

=

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

a7

—

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

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

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

(20) OECD (2002), Acute Dermal Irritation/Corrosion, Test Guideline No. 404, Guidelines for Testing of Chemicals,
OECD, Paris. K dispozici na adrese: [http://www.oecd.org/env/testguidelines].

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

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


http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/llna/llnarep.pdf
http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/llna/llnarep.pdf
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/immunotox/llna-ELISA/TMER.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/immunotox/llna-ELISA/TMER.htm
http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/LLNAPRPRept2009.pdf
http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/llna-ps/LLNAPerfStds.pdf
http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/immunotox/fcLLNA/BRDcomplete.pdf
http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/immunotox/fcLLNA/BRDcomplete.pdf

20.7.2012

Utedn{ véstnik Evropské unie

L 193/65

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

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

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

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

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

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

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

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

(31

-

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

X
=
>

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

(33

=

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

Dodatek 1
DEFINICE

Presnost: Blizkost shody mezi vysledky zkusebni metody a uznavanymi referenénimi hodnotami. Je to mira funkénosti
zkuSebni metody a jeden z aspektti jeji relevantnosti. Tento vyraz se asto pouzivd namisto vyrazu ,soulad“ a rozumi
se jim podil spravnych vysledkil zkusebni metody (33).

Srovndvaci ldtka: Senzibilizujici nebo nesenzibilizujici litka pouzitd jako standard pro srovndni se zkousenou litkou.
Srovndvaci litka by méla mit tyto vlastnosti: i) konzistentni a spolehlivy zdroj (konzistentni a spolehlivé zdroje); ii)
strukturdlni a funkéni podobnost s tfidou zkouSenych ldtek; iii) zndmé fyzikdlné-chemické vlastnosti; iv) podklady
o zndmych Gcincich a v) zndmd G¢innost v rozsahu Zddouci odezvy.

Falesné negativni: ZkousSend ldtka je zkuSebni metodou nespravné oznacena za negativni nebo neaktivni, ackoli ve
skute¢nosti je pozitivni nebo aktivni (33).

Falesné pozitivni: Zkousend ldtka je zkuSebni metodou nesprévné oznacena za pozitivni nebo aktivni, ackoli ve
skute¢nosti je negativni nebo neaktivni (33).

Nebezpecnost: Potencidl latky ptisobit nep¥znivé na zdravi nebo Zivotni prostiedi. Nepfiznivy tGc¢inek se projevuje pouze
pii dostate¢né drovni expozice.

Mezilaboratorni reprodukovatelnost: Mira, v jaké mohou rizné kvalifikované laboratote za pouZiti stejného protokolu
a pii testovani stejné zkouSené latky ziskat kvalitativné a kvantitativné podobné vysledky. Mezilaboratorni reprodu-
kovatelnost se urCuje béhem predvalidacnich a valida¢nich postupt a ukazuje, do jaké miry lze zkousku tspésné
pfendset mezi riznymi laboratofemi (33).
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Vnitrolaboratorni reprodukovatelnost: UrCeni miry, v jaké muze kvalifikovany persondl ve stejné laboratofi jindy spésné
dosahnout stejnych vysledki za pouziti urcitého protokolu (33).

Odlehld hodnota: Odlehld hodnota je poznatek, ktery se vyrazné lisi od ostatnich hodnot v ndhodném vzorku od celé
populace.

Prokazovdni kvality: Ridici proces, v jehoz ramci se hodnot{ dodrzovani zkusebnich norem a standardd laboratofe,
piislusnych pozadavkd a postupil vedeni zdznamd, jakoZ i pFesnost pfenosu tdajl, pficemz tyto prvky jsou hodno-
ceny osobami, které jsou nezdvislé na pracovnicich, ktefi zkousky provadgji.

Spolehlivost: Mira, v jaké 1ze zkuSebni metodu provadét reprodukovatelné v rdmci téze laboratofe i v rdmci riznych
laboratof{ v priibéhu doby, jestlize se provadi za pouziti stejného protokolu. Hodnoti se na zdkladé vypoctu vnitro-
laboratorn{ a mezilaboratorni reprodukovatelnosti (33).

Senzibilizace kiiZe: Imunologicky proces, ktery nastdvd, kdyZ je vnimava osoba vystavena mistné aplikovanému chemic-
kému alergenu, ktery vyvoldva kozni imunitni odezvu, jez muZe vést ke vzniku kontaktni senzibilizace.

Index stimulace (SI): Hodnota vypoctend za téelem posouzeni potencidlu zkousené litky vyvolat senzibilizaci kaze.
Vyjadfuje pomér hodnoty proliferace u exponovanych skupin k hodnoté proliferace u soubézné kontrolni skupiny
s vehikulem.

Zkousend ldtka: Jakakoli litka nebo smés, kterd se zkousi za pouziti této zkusebni metody.”
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