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RENDELETEK

A BIZOTTSAG 640/2012/EU RENDELETE
(2012. jdlius 6.)

a vegyi anyagok regisztrildsirdl, értékelésérél, engedélyezésérél és korlitozasirol (REACH) sz6l6

1907/2006/EK eurdpai parlamenti és a tandcsi rendelet értelmében alkalmazand6 vizsgdlati

modszerek megillapitdsirdl sz6l6 440/2008/EK bizottsigi rendeletnek a miiszaki fejlédéshez vald
hozziigazitisa céljabol térténd modositasardl

(EGT-vonatkozdsi szdveg)

AZ EUROPAI BIZOTTSAG,
tekintettel az Eurdpai Unié miikodésérsl sz0l6 szerz8désre,

tekintettel a vegyi anyagok regisztréldsarol, értékelésérl, enge-
délyezésérél és korldtozdsardl (REACH), az Eurdpai Vegyianyag-
tigynokség 1étrehozdsardl, az 1999/45[EK irdnyelv médositdsa-
rél, valamint a 793/93/EGK tandcsi rendelet, az 1488/94/EK
bizottsigi rendelet, a 76/769/EGK tandcsi irdnyelv, a
91/155/EGK, a 93/67/EGK, a 93/105[EK és a 2000/21/EK
bizottsdgi irdnyelv hatdlyon kiviil helyezésérsl sz616, 2006.
december 18-i 1907/2006/EK eurdpai parlamenti és tandcsi
rendeletre (') és kiilonosen annak 13. cikke (3) bekezdésére,

mivel:

(1) A 440/2008/EK bizottsagi rendelet (3 tartalmazza az
1907/2006/EK rendelet céljdbdl alkalmazand6 anyagok
fizikai-kémiai tulajdonsdgainak, toxicitdsinak és 6kotoxi-
citdsanak meghatdrozdsara szolgdlé vizsgdlati mdodszere-
ket.

(2) A kisérleti célokra felhaszndlt dllatok szdménak csokken-
tése érdekében sziikséges a 440/2008/EK rendeletet a
tudomdnyos célokra felhaszndlt dllatok védelmérdl szolo,
2010. szeptember 22-i 2010/63/EU eurbpai parlamenti
és tandcsi irdnyelvvel (3), valamint a kisérleti és egyéb
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tudoményos célokra felhaszndlt dllatok védelmére vonat-
kozé tagéllami torvényi, rendeleti és kozigazgatdsi rendel-
kezések kozelitésérdl szélo, 1986. november 24-i
86/609/EGK tandcsi irdnyelvvel (¥) 6sszhangban aktuali-
zdlni, hogy a rendeletbe bekeriiljenek az OECD dltal a
kozelmaltban elfogadott, kiemelt, 6j és aktualizdlt vizs-
gilati modszerek. E rendelet tervezetérdl egyeztetés
tortént az érdekeltekkel.

(3) A 440/2008/EK rendeletet ezért ennek megfelelGen
modositani kell.

(4) Az ebben a rendeletben el6irt intézkedések osszhangban
vannak az 1907/2006/EK rendelet 133. cikkével létreho-
zott bizottsdg véleményével,

ELFOGADTA EZT A RENDELETET:

1. cikk

A 440/2008/EK rendelet melléklete az e rendelet mellékletében
foglaltak szerint médosul.

2. cikk

Ez a rendelet az Eurdpai Unié Hivatalos Lapjdban torténd kihir-
detését kovetS harmadik napon 1ép hatalyba.

() HL L 358., 1986.12.18., 1. o.
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Ez a rendelet teljes egészében kotelez8 és kozvetleniil alkalmazandé valamennyi tagdllamban.

Kelt Briisszelben, 2012. jalius 6-an.

a Bizottsdg részérdl
az elnok
José MANUEL BARROSO
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MELLEKLET

A 440/2008/EK rendelet melléklete a kovetkezSképpen modosul:

1. A B.42. fejezet helyébe a kovetkezs szoveg 1ép:

,B.42. BORSZENZIBILIZACIO: LOKALIS NYIROKCSOMO-VIZSGALATI MODSZER

BEVEZETES

1.

Az OECD vegyi anyagok vizsgdlatdra vonatkozé irdnymutatésait és az ezeken alapuld unids vizsgélati modszereket
id6nként feliilvizsgaljdk a tudomdnyos fejlédés, a véltozo szabdlyozasi igények és dllatjoléti megfontoldsok fényé-
ben. A bérszenzibilizdci6 egereken torténd meghatdrozdsara irdnyuld eredeti vizsgdlati modszert, a lokélis nyirok-
csomo-vizsgdlati modszer (LLNA; az OECD 429. vizsgélati irdnymutatdsa; e melléklet B.42. fejezete) mdr kordbban
elfogaddsra keriilt (1). Az LLNA hitelesitésére vonatkozé informdciok és az ezzel kapcsolatos munka 4ttekintése a
(2), (), (4), (5), (6), (7), (8), (9), (10), (11) hivatkozdsban taldlhat6. Az aktualizdlt LLNA a tapasztalatok és
tudomdnyos adatok értékelésén alapul (12). Ez a mdsodik olyan vizsgdlati modszer, amely a vegyi anyagok
(anyagok és keverékek) bdrszenzibilizdciot okozd hatdsdnak allatokon torténd vizsgdlatdra szolgdl. A mdésik vizs-
gélati modszer (vagyis az OECD 406. vizsgdlati irdinymutatdsa; e melléklet B.6. fejezete) tengerimalacon végzett
vizsgalatokat alkalmaz, nevezetesen a tengerimalac-maximizdciés mddszert és a Bithler-vizsgdlatot (13). Az éllat-
jOlét szempontjabdl az LLNA el6nyosebb a B.6. fejezetben és az OECD 406. vizsglati irinymutatdsdban szerepld
modszereknél (13). Ez az aktualizdlt LLNA vizsgélati modszer tobb olyan teljesitményszabvanyt (1. fiiggelék) foglal
magaban, amelyek alkalmazhatok az LLNA-hoz funkciondlisan és modszertanilag hasonl6 4j ésfvagy mddositott
vizsgalati médszerek hitelesitési stitusinak az OECD 34. irdnymutatdsaban foglalt elvekkel 6sszhangban torténd
értékeléséhez (14).

Az LLNA a bdrszenzibilizdcié indukcids fazisat vizsgalja, és a dozis-vdlasz vizsgdlathoz alkalmazhat6 kvantitativ
adatokat szolgaltat. Megjegyzend§, hogy azok az enyhén/kozepesen szenzibilizdlé anyagok, amelyeket a tengeri-
malac-vizsgdlati médszerekhez pozitiv kontrollanyagként ajinlanak (vagyis B.6. fejezet; az OECD 406. vizsgélati
irdnymutatdsa) (13), az LLNA-ndl is alkalmazhatok (6) (8) (15). E vizsgdlati mddszer esetében lehetGségként
ismertetésre keriil a csokkentett LLNA (rLLNA) modszer is, amelyet akdr 40 %-kal kevesebb dllattal is el lehet
végezni (16) (17) (18). Az rLLNA olyan esetekben alkalmazhat6, amikor a szabalyozdsi el6irdsoknak megfelelGen
igazolni kell a feltételezett negativ bérszenzibilizdlé hatdst, azzal a feltétellel, hogy a vizsgdlati médszer e lefrd-
sdban foglaltaknak megfelelGen az LLNA protokolljdban szerepls osszes egyéb elirdst betartjdk. A negativ
eredmény feltételezésének a 4. bekezdésben leirtak szerint az Osszes rendelkezésre allé adaton kell alapulnia.
Az rLLNA modszer alkalmazdsa elStt egyértelmtien meg kell indokolni a mddszert alkalmazdst, és ismertetni
kell az alkalmazdsét aldtdmaszté tudomdnyos magyardzatot. Amennyiben az rLLNA a vérakozdsokkal ellentétben
pozitiv vagy kétes eredményt ad, az eredmény értelmezéséhez és tisztazdsdhoz tovabbi vizsgdlatokra lehet sziikség.
Az rLLNA nem hasznalhaté bérszenzibilizdlé vizsgdlt anyagok veszélyességének meghatdrozdsat célzé vizsgala-
tokhoz abban az esetben, ha dézis-vdlasz informéciéra van szitkség, mint példdul az anyagok és keverékek
osztalyozdsarél, cimkézésérdl és csomagoldsardl szol6 1272/2008[EK rendelet és az ENSZ vegyi anyagok osztd-
lyozésdnak és cimkézésének globdlisan harmonizalt rendszere szerinti alkategéridkba sorolds esetében.

FOGALOMMEGHATAROZASOK

3.

Az alkalmazott fogalmak meghatdrozdsa a 2. fiiggelékben taldlhato.

KIINDULASI MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

4.

Az LLNA alternativ médszert jelent a lehetséges bérszenzibilizdlé vegyi anyagok meghatdrozdsira. Ez nem
feltétleniil jelenti azt, hogy minden esetben az LLNA-t kell alkalmazni a tengerimalac-vizsgalat (ldsd B.6. fejezet,
az OECD 406. vizsgdlati irdnymutatdsa) (14) helyett, inkdbb azt, hogy ez a vizsgdlati mddszer ugyanolyan
hasznos, és olyan alternativ mddszerként alkalmazhatd, amely esetében a pozitiv és negativ eredmények dltalaban
mér nem igényelnek tovdbbi megerdsitést. A vizsgdlat elvégzése el6tt a vizsgdld laboratériumnak a vizsglt
anyagrol rendelkezésre dll6 Osszes adatot figyelembe kell vennie. Ezen informdciok kozé tartozik a vizsgalt
anyag azonositdsa, kémiai szerkezete, fizikai-kémiai tulajdonsdgai, valamint a vizsgdlt anyaggal kordbban végzett
in vitro vagy in vivo toxicitdsi vizsgalatok eredményei és a szerkezetileg rokon vegyi anyagok toxikoldgiai adatai is.
Mindezen informdcidk figyelembevételével donthetS el, hogy a LLNA alkalmazhaté-e az adott anyag esetében
(tekintve, hogy bizonyos vegyianyag-tipusoknal inkompatibilitds 4ll fenn az LLNA-val (ldsd az (5) bekezdést), és
milyen dozist célszerd valasztani a vizsgalatokhoz.

Az LLNA in vivo médszer, kovetkezésképpen nem kiiszobolhetS ki vele az dllatok felhaszndldsa az allergids
kontakt szenzibilizalé hatds vizsgdlata sordn. Ugyanakkor csokkenteni lehet vele az e célra felhaszndlt allatok
szdamdt. Az LLNA emellett az allatok kontakt szenzibilizdcids vizsgélatok sordn torténd felhaszndldsdnak modjat
tekintve jelentGsen kiméletesebb (kevesebb fdjdalommal és szenvedéssel jar). Az LLNA azon immunoldgiai torté-
nések figyelmes vizsgalatdn alapul, amelyeket a vegyi anyagok a szenzibilizdci6 indukcis fazisiban stimuldlnak. A
tengerimalac-vizsgélattdl (B.6.; az OECD 406. vizsgdlati irdinymutatdsa) (13) eltéréen az LLNA-hoz nincs sziikség
indukélt bér-hiperszenzitivitdsi reakciok elidézésére. A tengerimalac-maximizdcids vizsgélattal ellentétben nincs
szitkség adjuvdns alkalmazdsdra sem (13). Az LLNA alkalmazdsdval tehdt csokkenthetd az dllatokat érg fijdalom és
szenvedés mértéke. Az LLNA-nak a B.6. pont és az OECD 406. vizsgélati irdnymutatdsa szerinti vizsgdlatokkal
szembeni el6nyei ellenére el kell ismerni, hogy a mddszernek vannak olyan korlatai (pl. az LLNA hamis negativ
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eredményei egyes fémek, vagy hamis pozitiv eredményei bizonyos bdrirritdlé anyagok, [példdul bizonyos feliilet-
aktiv szerek] esetében (19) (20), illetve a vizsgdlt anyag oldhatdsdga), amelyek sziikségessé teszik a B.6. pont és az
OECD 406. vizsgélati irdnymutatdsa szerinti vizsgalatok alkalmazdst (21). Tovdbbd az olyan kémiai osztilyok
vagy funkciondlis csoportot tartalmazé anyagok, amelyek lehetséges zavard tényezdként szerepelnek (21) sziik-
ségessé tehetik a tengerimalac-vizsgélatok (vagyis a B.6. pont; az OECD 406. vizsgélati irinymutatdsa) hasznalatdt
(13). Emellett a hitelesitési adatbdzis hidnyossdgai miatt, amely elsGsorban peszticid készitmények adataibol 4ll, az
LLNA a tengerimalac-vizsgélatndl nagyobb val6szintiséggel ad pozitiv eredményt az ilyen tipusti vizsgalt anyagok
esetében (22). A készitmények vizsgélatakor azonban, az LLNA megfelels miikodésének bizonyitdséhoz meg lehet
fontolni az ismert eredménnyel rendelkezd, hasonlé anyagok referenciaanyagként torténd bevondsét is (ldsd 16.
bekezdés). E meghatdrozott hidnyossdgokon kiviil, az LLNA barmilyen anyag vizsgdlatdra megfeleld, kivéve, ha
ezek az anyagok olyan tulajdonsdgokkal rendelkeznek, amelyek befolydsoljék az LLNA pontossdgat.

A VIZSGALAT ELVE

6.

Az LLNA moédszer hitterében az az alapelv all, hogy a szenzibilizdlé anyagok elsédleges limfocitaproliferdciot
indukdlnak a vizsgdlt anyag alkalmazési teriiletének nyirokelvezetésérsl gondoskodd nyirokcsomokban. Ez a
proliferdcié ardnyos az alkalmazott allergén dozisdval és erésségével, valamint egyszeri moddszert biztosit a
szenzibilizdcié kvantitativ méréséhez. A proliferdciot tigy mérik, hogy a vizsgdlati csoportokban mért dtlagos
proliferdciot osszehasonlitjdk a vivGanyaggal kezelt csoportban mért proliferdciéval. Meghatdrozzék az egyes kezelt
csoportokban és a pdrhuzamosan vivGanyaggal kezelt kontrollcsoportokban mért éatlagos proliferdcié ardnydt,
amelyet stimuldci6s indexnek (SI) neveznek, és amelynek legaldbb > 3-nak kell lennie ahhoz, hogy indokolt legyen
a vizsgdlt anyag potencidlis bdrszenzibilizdlé anyagként tortén$ besoroldsa. Az itt ismertetett eljdrdsok in vivo
radioaktiv anyaggal torténd jelolésen alapulnak, amellyel mérhet§ az elvezet§ aurikuldris nyirokcsomokban 1évé
proliferdld sejtek szdmdnak novekedése. A proliferdcios sejtek szdmdnak vizsgalatdra azonban mds végpontok is
alkalmazhatok, feltéve, hogy a PS kovetelmények maradéktalanul teljesiilnek (1. fuggelék).

A VIZSGALAT LEIRASA
Az dllatfaj kivilasztdsa

7.

Ehhez a vizsgdlathoz az egér a vilasztandé faj. A CBA[Ca vagy CBA[] torzsbe tartozd, fiatal felnétt nullipara és
nem vemhes ndstény egereket kell haszndlni. A vizsgélat elején az édllatok kordnak 8-12 hétnek kell lennie, az
allatok testtomege kozott az eltérésnek minimdlisnak kell lennie, és a testtomeg nem haladhatja meg az dtlagos
testtomeg 20 %-dt. Ha elegendd adat 4ll rendelkezésre arra nézve, hogy az LLNA modszerrel kapott valaszreak-
ci6ban nincsenek jelentds torzs- ésfvagy ivarspecifikus kiilonbségek, akkor mds torzsek, illetve him dllatok is
alkalmazhatok.

Az llatok tartdsinak és etetésének koriilményei

8.

Az egereket csoportosan kell tartani (23), kivéve, ha az egyedenkénti tartdsra megfelel§ tudomanyos indok meriil
fel. A kisérleti allatok tartdsdul szolgdlé helyiség hdmérsékletének 22 °C £ 3 °C-nak kell lennie. Noha a helyiség
relativ pdratartalmanak legaldbb 30 %-nak kell lennie, és — a takaritds idStartamdtol eltekintve — lehet8ség szerint
nem haladhatja meg a 70 %-ot, a célértéknek 50-60 % kozott kell lennie. A vildgitds legyen mesterséges, 12 6rds
vildgos, 12 6rds sotét periddusok valtakozdsdval. Az etetéshez a szokdsos laboratériumi takarmdny alkalmazhatd
korldtlan mennyiségii ivéviz biztositdsa mellett.

Az dllatok elGkészitése

9.

Az dllatokat véletlenszertien valasztjdk ki, majd egyedi azonositoval latjdk el (viszont az allat filén semmiféle
azonositd nem alkalmazhatd), és a kezelés megkezdése eldtt legaldbb 5 napig a ketreciikben tartjak Sket, hogy
hozzédszokhassanak a laboratériumi koriilményekhez. A kezelés megkezdése el6tt minden allatot megvizsgalnak,
hogy meggy6zdédjenck arrdl, nincs rajtuk lathatd borsériilés.

A dézisok el6készitése

10. A szilird halmazallapott vegyi anyagokat az egér fiilén torténd alkalmazds el6tt olddszerben/vivGanyagban kell

feloldani vagy szuszpenddlni, és sziikség esetén higitani kell. A folyadék halmazéllapotti vegyi anyagokat higitat-
lanul vagy az adagolds el6tt higitott formaban lehet alkalmazni. A nem oldhaté vegyi anyagokat, példdul az orvosi
eszkozokben dltaldnosan el6forduld anyagokat megfelel6 olddszerben torténd agressziv extrakciénak kell kitenni,
hogy a vizsgdlat sordn az egér fulén val6 alkalmazds el6tt az Gsszes kivonhatd osszetevét feltarjuk. A vizsgalt
anyagokat naponta kell elkésziteni, kivéve, ha stabilitdsi adatok igazoljdk, hogy a tdrolds elfogadhatd.

A megbizhatésdg ellendrzése

11. A vizsgélat megfelel§ teljesitményének megfelel§ és reprodukélhaté szenzitivitdssal adott vélaszreakciokkal torténd

igazoldsdra pozitiv kontrollanyagokat (PK) alkalmaznak; ezek olyan szenzibilizl6 tesztanyagok, amelyek esetében
a vilaszreakcié mértéke pontosan meghatdrozott. Pozitiv kontroll parhuzamos vizsgélata ajinlott, mivel ez
igazolja, hogy a laboratérium megfelel§ szakértelemmel végzi az egyes vizsgdlatokat, és lehet6vé teszi a labora-
toriumon beliili és a laboratériumok kozotti reprodukélhatésdg és osszehasonlithatdsdg értékelését. Néhany
szabdlyozé hatésdg szintén el6irja a pozitiv kontroll minden vizsgilat sordn torténd alkalmazdsit, ezért az
LLNA moédszer elvégzése elStt ajanlott egyeztetni az illetékes hatdsdgokkal. Ennek megfelelGen javasolt a pozitiv
kontroll rutinszerti parhuzamos vizsgalata, hogy elkeriilhetSek legyenek az olyan tovébbi dllatkisérletek, amelyeket
a pozitiv kontrollt csak idészakosan alkalmazé laboratérium az elirdsoknak valé megfelelés érdekében végezne
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(ldsd a 12. bekezdést). A porzitiv kontrollnak az LLNA modszerrel olyan expozicids szint mellett kell pozitiv
vélaszreakci6t adnia, amely a negativ kontrollcsoporthoz (NK) képest varhatéan legaldbb 3-mal noveli a stimu-
ldciés indexet (SI). A pozitiv kontroll dézist gy kell megvélasztani, hogy ne okozzon tdlzott bérirritdcit vagy
szisztémds toxicitdst, és az indukci6 reprodukalhatd, de ne til nagymértékd legyen (tehdt SI > 20 mér tdlzottnak
tekinthetd). Az el6nyben részesitendd pozitiv kontrollanyagok a 25 %-os hexil-cinnemaldehid (Chemical Abstracts
Service [CAS] szdm: 101-86-0) aceton: olivaolaj (4:1, v[v) keverékében és 5 %-os merkaptobenzotiazol (CAS-szdm:
149-30-4) N,N-dimetilformamidban (ldsd 1. fuggelék, 1. tdblizat). Adédhatnak olyan koriilmények, amelyek
fenndlldsakor, megfeleld indoklds esetén a fenti kritériumoknak megfelel§ més pozitiv kontrollanyagok is alkal-
mazhatok.

12. Bér ajanlott a pozitiv kontrollcsoport parhuzamos vizsgilata, lehetnek azonban olyan helyzetek, amikor a pozitiv
kontroll idszakos (példdul legaldbb 6 havonta végzett) vizsgdlata elfogadhaté lehet az olyan, az LLNA vizsgdlatot
rendszeresen (vagyis legaldbb havonta egyszeri gyakorisdggal) végzs$ laboratoriumok esetében, amelyek rendel-
keznek a pozitiv kontrollok igazolt, historikus adatbdzisdval, és ezzel bizonyithatd, hogy a laboratérium a pozitiv
kontrollokkal képes reprodukdlhat6 és pontos eredményeket elddllitani. Az LLNA mddszerben vald jértassig
aldtdmaszthaté a pozitiv kontrollal megfelel§ idészakon beliil (kevesebb mint egy éve) végzett legaldbb 10
fuggetlen vizsgdlat sordn kapott kovetkezetesen pozitiv eredményekkel.

13. Pozitiv kontrollcsoport parhuzamos vizsgélata minden alkalommal sziikséges, valahdnyszor az LLNA vizsgdlat
modszerében véltoztatdst hajtanak végre (példdul a képzett személyzet, a vizsgdlati eljdrds sordn haszndlt anyagok
és|vagy reagensek, a vizsgélati eszkozok, vagy a kisérleti allatok beszerzési forrdsdnak megvéltoztatdsa), és ezeket a
véltozdsokat dokumentdlni kell a laboratériumi jelentésekben. Figyelembe kell venni, hogy ezek a véltoztatdsok
mennyiben befolydsoljdk a kordbban létrehozott historikus adatbazis megfelelGségét, és el kell donteni, hogy
szitkséges-e Gj historikus adatbdzis feldllitisa a pozitiv kontroll eredményei kovetkezetességének dokumentdldsa
érdekében.

14. A vizsgélatot végz4 személyeknek tisztdban kell lenniitk azzal, hogy amennyiben a parhuzamos vizsgalat helyett a
pozitiv kontrollok iddszakos vizsgdlata mellett dontenek, ez hatdssal lehet a pozitiv kontrollok id8szakos vizs-
gélatai kozotti idGszakokban, parhuzamos pozitiv kontroll vizsgélata nélkiil elSallitott negativ vizsgalati eredmé-
nyek megfeleldségére és elfogadhatdsdgdra. Ha példdul a pozitiv kontrollal végzett idGszakos vizsgélat dlnegativ
eredményt adott, akkor megkérdgjelezhetSk azok a negativ eredmények, amelyek az utolsé elfogadhaté ered-
mény( és az elfogadhatatlan eredményti idGszakos pozitiv kontroll vizsgdlat kozott eltelt id6szakban keletkeztek.
Az ilyen kovetkezmények jelentdségét koriiltekintGen mérlegelni kell annak eldontésekor, hogy pozitiv kontr-
ollokat parhuzamosan vagy csak idGszakosan vizsgdljanak-e. Szintén megfontoland6 a kevesebb llat hasznélata a
parhuzamos pozitiv kontrollcsoportban, amennyiben ez tudoményosan indokolt, és a laboratériumra specifikus
historikus adatok alapjén a laboratérium igazolja, hogy megfelel§ a kevesebb egér haszndlata (12).

15. Bdér a pozitiv kontrollt olyan vivéanyagban kell vizsgdlni, amelyrdl ismert, hogy kovetkezetes valaszreakeiot valt ki
(példdul aceton:olivaolaj; 4:1, v|v ardnyt keveréke), lehetnek olyan szabalyozdsi helyzetek, amikor nem szokvanyos
vivBanyagokban (klinikailag/kémiailag relevans készitmény) torténd vizsgdlat elvégzésére is sziikség van (24).
Amennyiben a parhuzamos pozitiv kontrollt a vizsgdlt anyagétdl eltéré vivGanyagban vizsgéljak, akkor a parhu-
zamos pozitiv kontrollal egyiitt egy kiilon vivGanyagos kontrollt is vizsgélni kell.

16. Azokban az estekben, amikor egy bizonyos vegyi csoportba tartozé vizsgalt anyagokat vagy a vélaszreakcidk
tartomdnyat értékelik, szintén hasznos lehet a referenciaanyagok alkalmazdsa annak igazoldsdra, hogy a vizsgélati
modszer megfeleléen mtkodik az ilyen tipus vizsgdlt anyagok bdrszenzibilizdlo hatdsdnak kimutatdsdra. A
megfeleld referenciaanyagoknak a kovetkezd tulajdonsdgokkal kell rendelkezniiik:

— szerkezeti és funkciondlis hasonlosdg a vizsgdlt anyag csoportjaval,
— ismert fizikai/kémiai tulajdonsdgok,
— az LLNA mddszerrel kapott aldtdmaszté adatok,

— egyéb dllatmodellekbdl és[vagy emberbdl szdrmazé aldtimaszt6 adatok.

VIZSGALATI ELJARAS
Az éllatok szdma és a doézisszintek

17. Minden déziscsoportban legaldbb négy éllatot kell haszndlni, és a vizsgdlt anyagb6l legaldbb harom kiilonboz6
koncentréciét, tovabbd parhuzamos negativ kontrollcsoportot, amelyet csak a vizsgalt anyaghoz hasznélt vivé-
anyaggal kezelnek, valamint egy pozitiv kontroll csoportot kell alkalmazni (pozitiv kontroll parhuzamos vagy a
kozelmultban végzett vizsgilata a laboratérium szabélyzatinak megfelelGen, figyelembe véve a 11-14. bekez-
désben foglaltakat). Megfontolandé a pozitiv kontroll tobbféle dézisinak vizsgdlata, kiilondsen, ha a pozitiv
kontroll vizsgdlatdt idGszakosan végzik. A kontrollcsoportban 1évs dllatokkal ugyantgy kell bénni és dolgozni,
mint a kezelt csoportokban 1évkkel, azzal a kivétellel, hogy az dllatokat nem kezelik a vizsgélt anyaggal.
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18. A dozist és a vivGanyagot a (3) és (5) szdmu hivatkozdsokban megadott ajdnldsok alapjan kell kivdlasztani. Az

19

egymds utdni ddzisok kivdlasztdsa dltaldban megfelel6 koncentraciésorbdl, példaul 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %,
2,5%, 1%, 0,5% stb. torténik. Az alkalmazott koncentracidsort megfelel6 tudomdnyos megfontoldsok alapjan
kell kivélasztani. A hdrom egymds utdni koncentracié kivdlasztisakor figyelembe kell venni a vizsgélt anyagrdl
esetlegesen rendelkezésre 4ll6 valamennyi toxikoldgiai informéciot (példdul akut toxicitds és bdrirritci6), valamint
szerkezeti és fizikokémiai adatot, hogy a legmagasabb koncentriciéval a lehet§ legnagyobb expoziciét idézziik eld,
amely még nem okoz szisztémds toxicitdst ésfvagy tilzott mértéki lokélis bdrirritaciot (3) (25). llyen jellegdi
informéciok hidnydban sziikséges lehet a megel6z6 elGsziirg vizsgalat (ldsd a 21-24. bekezdést).

. A vivBanyagnak nem szabad megzavarnia vagy befolydsolnia a vizsgdlat eredményét, és aszerint kell kivalasztani,

hogy a vizsgalt anyag oldhatésdga a lehetS legnagyobb koncentracié elérése érdekében maximalis legyen, ugyan-
akkor a vizsgdlt anyag felvitelére alkalmas oldatot/szuszpenzit kapjunk. A javasolt vivGanyagok az aceton:oliva-
olaj (4:1, v[v) keveréke, N,N-dimetilformamid, metil-etil-keton, propilén-glikol és dimetil-szulfoxid (19), de
megfeleld tudomdnyos indoklds esetén mds vivGanyagok is alkalmazhat6k. Bizonyos esetekben tovabbi kontroll-
ként sziikséges lehet valamely klinikai szempontbdl relevdns olddszer haszndlata, vagy annak a kereskedelmi
formuldnak az alkalmazdsa, amelyben a vizsgdlt anyagot forgalomba hozzdk. Kiillondsen vigydzni kell arra,
hogy megfelel6 szolubilizalé szerek (pl. 1 % Pluronic® L92) alkalmazdséval a hidrofil vizsgdlt anyagokat olyan
vivBanyagrendszerbe épitsiik be, amely benedvesiti a bért, de nem folyik le azonnal. A teljesen vizes alapt
vivBanyagokat tehat keriilni kell.

20. A nyirokcsomok egyedenként torténd feldolgozdsa lehetGvé teszi az egyedek kozotti variabilitds, valamint a

vizsgalt anyaggal és a vivGanyaggal kezelt csoport eredményeinek statisztikai osszehasonlitdsat (lasd a 35. bekez-
dést). Emellett akkor lehet értékelni, hogy lehetséges-e csokkenteni a pozitiv kontrollcsoportban 1évS egerek
szdmdt, ha az egyedi dllatokra vonatkozoéan gytjtiink adatokat (12). Ezen tilmenden, egyes szabdlyozd hatdsdgok
is megkovetelik az egyedi dllatokon alapul6 adatgytjtést. Egyes szabélyozé hatdsdgok azonban esetleg elfogadha-
tonak tartjdk az dllatokra vonatkozd Osszesitve gytijtott adatokat, és ezekben az esetekben, a felhasznélok eldont-
hetik, hogy egyedenként vagy osszesitve kivanjék-e gydjteni a kisérleti dllatokra vonatkozd adatokat.

ElGsziirG vizsgélat

21

22.

. A legmagasabb vizsgdland6 dozis meghatdrozdsit lehetdvé tevd informécié hidnydban (ldsd a 18. bekezdést) az

LLNA médszerhez alkalmazandd megfelels dézisszint megéllapitdsa érdekében el@sziirg vizsgélatot kell végezni.
Az el6sziir vizsgdlat célja, hogy tdmpontot adjon az LLNA vizsgdlat sordn alkalmazandé maximilis dozis
kivélasztdsdhoz, amennyiben a szisztémds toxicitdst (ldsd a 24. bekezdést) ésjvagy nagyfokd bdrirritdciot (ldsd
23. bekezdés) okozd koncentrdciéra vonatkozé informéciok nem dllnak rendelkezésre. Folyadékok esetében a
legmagasabb vizsgalt dézisnak 100 %-os koncentraciénak kell lennie, szildrd anyagok vagy szuszpenzidk esetében
pedig a lehetséges maximdlis koncentracionak.

Az el8sziirg vizsgdlatot a f6 LLNA vizsgdlathoz hasonlé koriilmények kozott kell elvégezni, eltekintve attdl, hogy
a nyirokcsomdé proliferdciét nem kell értékelni, valamint déziscsoportonként kevesebb dllat haszndlhat6. Dozis-
csoportonként egy vagy két dllat javasolt. Az egereket a szisztémds toxicitds, illetve az alkalmazds helyén fellépd
helyi irritdci6 jeleinek szempontjdbdl naponta megfigyelik. A testtomeget a vizsgalat el6tt és az éllat extermindldsa
el6tt is (6. nap) feljegyzik. A bdrpirt az egerek mindkét fiilén vizsgdljak és pontozzdk az 1. tdbldzat (25) szerint. A
fulvastagsdg értékeit egy vastagsigmérdvel (példdul digitdlis mikrométer, vagy Peacock Dial vastagsdgmérd) élla-
pitjdk meg az 1. napon (az adagolds el6tt), a 3. napon (hozzdvetSleg 48 6raval az elsG dézis utdn), valamint a 6.
napon. A 6. napon a fiilvastagsdgot ezen kiviil a fulbdl lyukasztéssal eltdvolitott szovet tomegének meghatd-
rozdsdval is meg lehet dllapitani, amit az 4llat extermindldsa utdn kell elvégezni. Nagyfokt helyi bdrirritdcionak
mindsiil a legaldbb = 3-as pontszdmd bdrpir és/vagy legaldbb > 25 %-os fiilvastagsdg-novekedés a vizsgdlat
barmely napjin (26) (27). A f6 LLNA vizsgilathoz azt a dézist kell maximalis dézisként vélasztani, amely az
el@sztirés sordn alkalmazott koncentricidsorban (ldsd a 18. bekezdést) a szisztémds toxicitdst és/vagy nagyfokid
helyi bérirritdciot okozé koncentraciondl eggyel alacsonyabb.

1. tdbldzat

Bérpir (erythema) pontszdmai

Megfigyelés Pontszdm

Nincs erythema 0

Nagyon enyhe erythema (alig észlelhetd) 1

ol

koriilirt erythema 2

Kozepes-silyos erythema 3

Sulyos (céklavords elszinezddés), porkképzédéig terjedS erythema, amely lehetetlenné teszi 4

az

erythema besoroldsat
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23. A 25 %-os fuilvastagsdg-novekedésen feliil (26) (27), a bérirritdlé anyagok LLNA médszerrel végzett kimutatdsahoz
a kezelt dllatok fiilvastagsdgdnak kontrollcsoporthoz viszonyitott statisztikailag szignifikdns novekedését is hasz-
naljdk (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34). Noha 25 % alatti fiilvastagsdg esetén is el6fordulhat statisztikailag
szignifikdns novekedés, a nagyfoki irritdciéval azonban ezt kiilonosen nem hoztdk Osszefiiggésbe (30) (32)
(33) (34).

24. Az integralt értékelés részeként alkalmazva a kovetkezd klinikai tiinetek jelezhetnek szisztémds toxicitdst (35) (36),
és ezdltal kijelolhetik a f6 LLNA vizsgalat sordn alkalmazandé maximalis doézist: az idegrendszer miikodésében
bekovetkezd valtozdasok (példaul piloerekcid, ataxia, tremorok és gorcsrohamok); a viselkedésben bekovetkezd
véltozdsok (példaul agresszivitds, a tisztdlkodasi tevékenységekben bekovetkezd véltozds, az aktivitdsi szint jelentSs
véltozdsa); a légzési mintdzat viltozdsa (példdul a légvételek gyakorisdgdban és az intenzitdsdban bekovetkezd
véltozds, tgymint dyspnoe, zihdlds és szortyzorejek), valamint valtozdsok az tdplalék- és vizfogyasztdsban. Az
értékelés sordn emellett figyelembe kell venni a letargia és/vagy reakcidkészség hidnydnak jeleit, valamint az
enyhénél és pillanatnyindl fokozottabb fdjdalom vagy szenvedés barmilyen klinikai tiinetét, az > 5 %-ndl nagyobb
ardnyu testtomegcsokkenést az 1. naptdl a 6. napig tartd idGszakban, valamint a mortalitdst. Az elhulldskozeli
allapotban 1év6, egyértelmden fdjdalmat érz8 vagy silyos, tartés szenvedés jeleit mutaté allatokat humdnus médon
extermindlni kell (37).

A 18 vizsgdlat kisérleti iitemterve

25. A vizsgélat kisérleti titemterve a kovetkezd:

— 1. nap: Killon meg kell hatdrozni, és fel kell jegyezni mindegyik allat testtomegét és az esetleges klinikai
megfigyeléseket. Vigytink fel 25 pl térfogatd, megfelel6 higitdst vizsgdlt anyagot, valamint a vivGanyagot
onmagdban vagy pozitiv kontrollt (pozitiv kontroll parhuzamos vagy a kozelmiltban végzett vizsgélata a
laboratérium szabélyzatinak megfelelGen, figyelembe véve a 11-15. bekezdésekben foglaltakat) a fiilek
dorzilis oldaldra.

— 2. és 3. nap: Ismételjilk meg az 1. napon elvégzett felviteli eljdrdst.
— 4. és 5. nap: Nincs kezelés.

— 6. nap: Jegyezziik fel az dllatok testtomegét. Injekciézzunk 250 yl steril 20 pCi (7,4 x 10° Bq) *H-metil-
timidint tartalmazé sos foszfatfuffert (PBS) a kezelt és kontrollegerek farokvéndjaba. Haszndlhatunk ehelyett
250 pl, steril 2 pCi (7,4 % 10 125 0ddezox1ur1d1nt és 10~ M fluordezoxiuridint tartalmazé PBS-t is,
szintén az egerek farokvéndjiba 1n]ektalva Ot 6raval késébb extermindljuk az 4llatokat. Mindegyik kisérleti
csoportban az dllatok fillébdl vagjuk ki a kezelt teriilet nyirokelvezetésérsl gondoskodé fiili nyirokcsomokat,
és minden egyes dllat esetében egyenként helyezzitk PBS-be (egyedi dllatokon alapuld megkozelités); vagy
tegyitk a mintdkat kisérleti csoportonként egy PBS-t tartalmazd edénybe (kezelési csoportokon alapulé dssze-
vont megkozelités). A nyirokcsomok azonositdsinak és prepardldsanak részletei és az ehhez kapcsolddo
dbrakat a (12) hivatkozdsban taldlhatok. A helyi bérreakci6 {6 vizsgdlatban torténd tovabbi monitorozdséhoz
olyan tovabbi paramétereket lehet belevenni a vizsgélati protokollba, mint példéul a bérpir pontozdsa vagy a
filvastagsdg mérése (akdr vastagsdagmérdvel, akar elolés utdni filldarabsily-meghatdrozdssal).

A sejtszuszpenziok elkészitése

26. Az egyedi dllatokon alapuld vagy kezelési csoporton alapulé dsszevont megkozelitést alkalmazva, az egyes dllat-
okbdl két oldalrdl vett nyirokcsomoésejtekbdl (LNC) 4ll6 egysejtszuszpenzidkat kell elddllitani a sejtek 200 mikro-
méteres lyukméretii rozsdamentes acélbdl késziilt fémhdlon keresztiil vagy egyéb elfogadhaté moédszerrel torténd
6vatos mechanikai szétvdlasztdsdval. A nyirokcsomdsejteket nagy feleslegben 1évé PBS-sel kétszer 4t kell mosni,
majd a DNS-t 4 °C-on 18 6rén ét, 5 %-os triklorecetsavval (TCA) precipitdlni (3). A pelleteket vagy 1 ml TCA-ban
tjra kell szuszpenddlni és 10 ml szcintilliciés folyadékot tartalmazé szcintilldciés fioldkba (*H-szamlalds) 4ttenni,
vagy kozvetleniil gammaszdmlalé csovekbe (12°I-szamlalds) kell 4trakni.

A sejtproliferdci6 meghatirozisa (beépiilt radioaktivitds)

27. A PH-metil-timidin beépiilését a B-szcintilliciés beiitésszdmmal mérik, percenkénti bomlds (DPM) egységekben. A
1251 j6ddezoxiuridin beépiilését a 12°1 beiitésszamaval mérik, és ugyancsak DPM-ben fejezik ki. Az alkalmazott
megkozelitéstd] figgden a beépiilést DPM/egér (egyedi dllatokon alapuldé megkozelités) vagy DPM/kezelési csoport
(kezelési csoporton alapulé 6sszevont megkozelités) egységben fejezik ki.

Csokkentett LLNA (rLLNA)

28. Bizonyos esetekben, amikor a szabdlyozdsi elGirdsoknak megfelelGen igazolni kell a bérszenzibilizdlé képesség
feltételezett hidnydt, opciondlis rLLNA protokoll alkalmazhaté (16) (17) (18), amelyhez kevesebb dllatot kell
felhasznélni, azzal a feltétellel, hogy a vizsgédlati mdodszer e leirdsdban foglalt, az LLNA protokolljiban szerepld
osszes egyéb elGirdst betartjdk. Az rLLNA modszer alkalmazdsa el6tt egyértelmden meg kell indokolni annak
alkalmazdsat, és ismertetni kell az alkalmazdst alitdmaszté tudomédnyos magyardzatot. Amennyiben a moédszer
pozitiv vagy kétes eredményt ad, tovabbi vizsgilatokra lehet sziikség az eredmény értelmezéséhez és tisztazdsdhoz.
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29. Az LLNA és az rLLNA vizsgilati mddszerek protokolljai kozott az egyetlen kiilonbség a déziscsoportok kisebb
szdma az rLLNA esetében, ennélfogva az rLLNA moddszer nem szolgdltat adatokat a dozis-valasz Gsszefiiggésre
vonatkozdan. Az rLLNA médszer ezért nem alkalmazhaté olyan esetekben, amikor a dézis-vélasz osszefiiggésre
vonatkoz informdcidkra van sziikség. A tobb dozist alkalmazé LLNA mddszerhez hasonléan az rLLNA mddszer
sordn a vizsgalt anyagbdl alkalmazott maximdlis koncentrdcidt agy kell megvélasztani, hogy az ne idézzen el6 az
egérnél kifejezett szisztémds toxicitdst és/vagy tdlzott mértékd helyi bérirritdcidt (ldsd a 18. bekezdést).

MEGFIGYELESEK
Klinikai megfigyelések

30. Naponta legaldbb egyszer minden egérnél meg kell vizsgdlni az alkalmazds helyén kialakul6 lokalis vagy szisz-
témds toxicitds esetleges tiineteit. Minden megfigyelést szisztematikusan fel kell jegyezni minden egyes egér
esetében, egyedi adatsor felvételével. A monitoring tervnek tartalmaznia kell azon kritériumokat, amelyek alapjin
azonnal azonosithatéak az eutandzidt igényld, szisztémads toxicitdst, kiterjedt helyi bérirriticiot vagy bérkorrdziot
mutatd egerek (37).

Testtomeg

31. Ahogyan az a 25. bekezdésben szerepel, az egyes dllatok testtomegét a vizsgdlat kezdetén, valamint a humdnusan
torténd extermindlds tervezett idSpontjdban kell megmérni.

AZ EREDMENYEK KISZAMITASA

32. Az egyes kezelési csoportokra vonatkozd eredményeket stimuldcis indexben (SI) fejezziik ki. Az egyedi allatokon
alapulé megkozelités alkalmazdsa esetén, akkor az SI kiszdmitdsa gy torténik, hogy a vizsgdlt anyaggal kezelt
egyes csoportokban és a pozitiv kontrollcsoportban kapott dllatonkénti dtlagos DPM-értéket el kell osztani az
oldészerrel[vivBanyaggal kezelt kontrollcsoport atlagos dllatonkénti DPM-értékével. A vivGanyaggal kezelt kont-
rollcsoportok dtlagos Sl-értéke tehdt 1. A kezelési csoportokon alapuld dsszevont megkozelitésének alkalmazasa
esetén az SI-t Ugy kapjdk meg, hogy az egyes kezelési csoportokra es§ osszevont radioaktiv beépiilést elosztjak a
vivGanyaggal kezelt kontrollcsoportra jutd osszevont beépiiléssel, ami megadja az dtlagos SI-t.

33. A vilaszreakciot akkor lehet pozitivan értékelni, ha a stimuldciés index legaldbb > 3. Amikor azonban azt kell
meghatdrozni, hogy egy hatdrértéken 1év8 eredmény pozitivnak tekintendd-e, akkor a dozis-valasz osszefiiggés
erdssége, a statisztikai szignifikancia és az olddszerrel/vivéanyaggal, valamint a pozitiv kontrollal kapott valasz-
reakciok kovetkezetessége is felhaszndlhatd (4)(5)(6).

34. Ha a kapott eredmények tisztdzast igényelnek, figyelembe kell venni a vizsgélt anyag kilonféle tulajdonsdgait, és
ezen beliil azt is, hogy mutat-e szerkezeti rokonsdgot ismert bdrszenzibilizalé anyagokkal, okoz-e erételjes helyi
bérirritdciot egereknél, illetve hogy milyen a megfigyelt dozis-vilasz Osszefiiggés. Ezek, illetve tovabbi megfonto-
ldsok részletesebb targyaldsat ldsd a (7) hivatkozdsban.

35. A radioaktivitdsi adatok egyes egerekre vonatkozé gyfijtése lehetévé teszi a doézis-vilasz Osszefiiggés adatokban
tiikr6z6d6 fennalldsdnak és mértékének statisztikai elemzését. Barmely statisztikai elemzés tartalmazhatja a dozis-
vilasz Osszefiiggés értékelését, valamint a vizsgdlati csoportok megfelelGen korrigdlt 6sszehasonlitdsait (példaul a
doziscsoportok paronkénti osszehasonlitdsa a parhuzamos, vivBanyaggal kezelt kontrollcsoportokkal). A statisz-
tikai elemzésekben a dozis-vdlasz tendencidk értékelésénél szerepelhet példdul linedris regresszié vagy Williams-féle
proba, a pdronkénti Gsszehasonlitdsokndl pedig Dunnett-féle proba. A megfelel§ statisztikai elemzési méodszer
kivélasztasakor a vizsgdlonak figyelemmel kell lennie a lehetséges varianciaegyenlétlenségekre és mds kapcsol6dd
problémékra, amelyek miatt az adatok transzformdcidjira vagy nem paraméteres statisztikai elemzésre lehet
szitkség. A vizsgdlonak minden esetben el kell végeznie az SI-k kiszdmitdsdt és statisztikai elemzéseket bizonyos
adatpontokkal (az gynevezett »kiugré adatokkal«) és azok nélkiil.

ADATOK ES JELENTES
Adatok

36. Az adatokat tabldzatos formaban kell osszefoglalni. Az egyedi dllatokon alapulé megkozelités alkalmazdsa esetén,
ki kell mutatni az egyedi DPM-értéket, a csoport dtlagos DPM/éllat értékeit, az ehhez tartozé hiba értékeket (pl.
SD, SEM), valamint az egyes doziscsoportokra vonatkozé dtlagos SI értéket Gsszevetve a megfelels, vivGanyaggal
kezelt kontrollcsoport értékével. A kezelési csoportokon alapulé 6sszevont megkozelitésének alkalmazdsa esetén
az egyes doziscsoportokndl ki kell mutatni az 4tlagos/medidn DMP és dtlagos stimuldcios index értékét sszeha-
sonlitva a megfelel§ vivGanyaggal kezelt kontrollcsoport értékével.

Vizsgilati jelentés

37. A vizsgdlati jelentésnek a kovetkezd informdciokat kell tartalmaznia:
Vizsgélt anyagok és kontrollanyagok:

— azonosité adatok (pl. adott esetben a CAS-szdm és az EU-szdm; eredet; tisztasdg; ismert szennyezdk; tétel-
szam),

— fizikai megjelenés és fizikai-kémiai tulajdonsdgok (pl. illékonysdg, stabilitds, oldhat6sdg),
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— elegy esetén annak Osszetétele és az egyes komponensek egymdshoz viszonyitott ardnya,

Oldészer|vivGanyag:
— azonosit adatok (adott esetben tisztasdg; koncentraci6; alkalmazott térfogat,

— a vivBanyag kivalasztdsanak indokldsa.

Kisérleti dllatok:

— CBA egértorzs szdrmazdsa,

— az dllatok mikrobioldgiai stitusa, amennyiben ismert,
— az allatok szdma és életkora,

— az dllatok szdrmazdsa, tartdsdnak koriilményei, takarmdnya stb.,

Vizsgalati koriilmények:
— a vizsgalt anyagbdl eldallitott készitménnyel és annak alkalmazdsdval kapcsolatos adatok,

— a dozisszintek megvilasztdsdnak indokldsa (ezen beliil adott esetben az elGsziirési vizsgdlatok eredményei),

— a vivGanyag és a vizsgdlt anyag alkalmazott koncentrdciGja, valamint a vizsgdlt anyagbdl alkalmazott teljes
mennyiség,

— a tapldlék és a viz minéségére vonatkoz6 adatok (ezen belil a takarmdny tipusajeredete, a viz eredete),
— a kezelés adatai és a mintavételek {itemezése,

— a toxicitds mérésére alkalmazott mddszerek,

— a porzitiv és negativ vizsgdlati eredmény kimonddsdnak kritériumai,

— a protokolltdl vald esetleges eltérések adatai, és annak kifejtése, hogy az eltérés hogyan érintheti vizsgélati
tervet és az eredményeket,

A megbizhatésig ellendrzése:

— a legutdbbi megbizhatdsagi ellenérzés eredményeinek Osszefoglaldsa az alkalmazott anyag, koncentricié és
vivBanyag adataival egyiitt,

— a vizsgaldlaboratérium péarhuzamosan és/vagy kordbban vizsgalt pozitiv és parhuzamosan vizsgdlt negativ
kontrollokra vonatkozé adatai,

— ha nem vizsgdltak parhuzamosan pozitiv kontrollt, a laboratériumban legutébb végzett idGszakos pozitiv
kontroll dituma és laboratériumi jelentése, valamint pozitiv kontroll vizsgilatdnak kordbbi adatait részletezd
jelentés, amely indokolja, hogy miért nem végzik a laboratériumban pozitiv kontroll parhuzamos vizsgélatat,

Eredmények:

— az egyes allatok testtomege a kezelés kezdetén és az extermindlds tervezett idGpontjdban, illetve az dtlagos és
vonatkoz6 hibamutatdk (pl. SD, SEM) kezelési csoportonként,

— a toxicitdsi tiinetek, ezen belill az alkalmazds helyén esetleg kialakulé bdérirriticio megjelenésének idGpontja és
id6beli alakuldsa minden egyes dllatra vonatkozdan,

— az egy egérre vonatkozd (egyedi éllatokon alapulé megkozelités) és az dtlagos (kezelési csoportokon alapuld
osszevont megkozelités) DPM-értékek és Sl-értékek kezelési csoportonkénti tdbldzata,



L 193/10 Az Eurépai Uni6 Hivatalos Lapja 2012.7.20.

— dtlagos és kapcsolédé hibamutatok (pl. SD, SEM) az dllatonkénti DPM-értékek esetében, az egyes kezelés
csoportokban, és a kiugr6 értékek elemzése az egyes kezelési csoportokban, amennyiben az egyedi allatokon
alapulé megkozelitést alkalmazzuk,

— a kiszdmitott SI és a variabilitds megfelel6 mutatdja, amely az egyedek kozti variabilitdst a vizsgdlt anyaggal
kezelt csoportban és a kontrollcsoportokban egyarant figyelembe veszi, amennyiben az egyedi dllatokon
alapulé megkozelitést alkalmazzuk,

— dézis-vilasz osszefiiggés,

— adott esetben statisztikai elemzések,

Az eredmények tdrgyaldsa:

— rovid kommentdr az eredményekhez, a dézis-vélasz elemzéshez és adott esetben a statisztikai elemzésekhez, és
kovetkeztetés levondsa arra vonatkozdan, hogy a vizsgalt anyagot bérszenzibilizdlé hatdstnak kell-e tekinteni
vagy sem.

SZAKIRODALOM

(1) OECD (2002), Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay. OECD Guideline for the Testing of Chemicals
No 429, Paris. Elektronikus formatumban: [http://www.oecd.org[env/testguidelines]

(2) Kimber, I. and Basketter, D.A. (1992), The murine local lymph node assay; collaborative studies and new
directions: A commentary, Food Chem. Toxicol., 30, 165-169.

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

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

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

(6) 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.

(7) 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.

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

(9) 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: 258-273.

(10) 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: Ill. Data analyses completed by the national toxicology program interagency center for the
evaluation of alternative toxicological methods, Reg. Toxicol. Pharmacol, 34, 274-286.

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

(12) 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. Elektronikus
formdtumban: [http://iccvam.nichs.nih.gov/docs/immunotox_docs/llna-ps/LLNAPerfStds.pdf]

(13) OECD (1992), Skin Sensitisation. OECD Guideline for Testing of Chemicals No 406, OECD, Paris. Elektronikus
formdtumban: [http://www.oecd.org/env/testguidelines]


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

2012.7.20.

Az Eurépai Unié Hivatalos Lapja

L 19311

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

(15) Dearman, R.J., Hilton, J., Evans, P., Harvey, P., Basketter, D.A. and Kimber, 1. (1998), Temporal stability of local
lymph node assay responses to hexyl cinnamic aldehyde, J. Appl. Toxicol., 18, 281-284.

(16) Kimber, I, Dearman, R.J., Betts, CJ., Gerberick, G.F., Ryan, C.A., Kern, P.S., Patlewicz, G.Y. and Basketter, D.A.
(2006), The local lymph node assay and skin sensitisation: a cut-down screen to reduce animal requirements?
Contact Dermatitis, 54, 181-185.

(17

—

ESAC (2007), Statement on the Reduced Local Lymph Node Assay (rLLNA), European Commission Directorate
General, Joint Research Centre, Institute for Health and Consumer Protection, European Centre for the Validation
of Alternative Methods, April 2007. Elektronikus formdtumban: [http:/[ecvam.jrc.it/ft_doc/ESAC26_statement_
rLLNA_20070525-1.pdf]

(18

=z

ICCVAM (2009), The Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM)
Test Method Evaluation Report. The Reduced Murine Local Lymph Node Assay: An Alternative Test Method
Using Fewer Animals to Assess the Allergic Contact Dermatitis Potential of Chemicals and Products, NIH
Publication Number 09-6439, Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental Health Sciences.
Elektronikus formdtumban: [http://iccvam.niehs.nih.gov/]

=
=)
=

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 Coordi-
nated by the Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM) and the
National Toxicology Program Interagency Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods (NICE-
ATM), NIH Publication No. 99-4494, Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental Health
Sciences. Elektronikus formdtumban: [http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/llna/llnarep.pdf]

(20

=

Kreiling, R., Hollnagel, HM., 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.

(21

)

Basketter, D., Ball, N., Cagen, S., Carrilo, ].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.

(22

—

ICCVAM (2009), ICCVAM Test Method Evaluation Report. Assessment of the Validity of the LLNA for Testing
Pesticide Formulations and Other Products, Metals, and Substances in Aqueous Solutions, NIH Publication
Number 10-7512, Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental Health Sciences. Elektronikus
formatumban: [http:/[/iccvam.nichs.nih.gov/]

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

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

(25) OECD (2002), Acute Dermal Irritation/Corrosion. OECD Guideline for Testing of Chemicals No. 404, Paris,
France. Elektronikus formdtumban: http://www.oecd.org/document/40/0,3343,en_2649_34377_37051368_1_1_
1_1,00.html]

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

(27) ICCVAM (2009), Non-radioactive 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 Environmental Health Sciences. Elektronikus formatumban: [http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/immunotox/
fcLLNA/BRDcomplete.pdf]


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

L 193/12

Az Eurépai Unié Hivatalos Lapja

2012.7.20.

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

(29) Homey, B., von Schilling, C., Blumel, J., Schuppe, H.C., Ruzicka, T., Ahr, HJ., 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.

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

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

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

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

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

(35) OECD (1987), Acute Dermal Toxicity, OECD Guideline for Testing of Chemicals No 402, Paris, France. Elektro-
nikus formdtumban: [http://www.oecd.org/env/testguidelines]

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

(37) 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/JM/MONO(2000)7, OECD, Paris. Elektronikus formatumban: [http://www.oecd.org[env/
testguidelines]

1. fliggelék

Teljesitményszabvinyok a bdrszenzibilizicié vizsgilatira javasolt hasonlé vagy modositott LLNA vizsgélati
moédszerek értékeléséhez

BEVEZETES

1. A teljesitményszabvanyok (PS) célja annak ismertetése, hogy milyen alapon lehet egy vizsgélati médszerrdl — akdr
védett (példdul szerzdi joggal védett, védjeggyel elltott, bejegyzett), akdr nem védett médszerrdl — megdllapitani,
hogy adott vizsgélati célokra kell§ pontossdggal és megbizhatdsdggal rendelkezik-e. Ezek a hitelesitett és elfogadott
vizsgalati médszereken alapuld teljesitményszabvanyok a hasonlé tudoményos elvekre és mérésre épils, illetve
azonos bioldgiai vagy toxikus hatdst el6revetité mddszerek (koznapi elnevezéssel »me-too« vizsgalatok) megbizha-
tosdgdnak és pontossdgdnak értékelésére alkalmazhatdk (14).

2. A modositott médszerek (példdul tervezett esetleges javitds egy jovahagyott vizsgdlati modszeren) alkalmazasa eltt
értékelést kell végezni annak meghatdrozdsara, hogy a tervezett valtoztatdsok milyen hatdst gyakorolnak a vizsgalat
teljesitményére, és milyen mértékben befolydsoljdk a hitelesitési folyamat egyéb oOsszetevéirdl rendelkezésre dllo
informdcidkat. A tervezett véltoztatdsok szdmdtdl és jellegétdl, valamint a valtoztatdsokra vonatkozdan keletkezett
adatoktdl és aldtdmaszté dokumentdciotdl fuggSen, ezeket vagy az Uj vizsgdlatokra elSirtakkal megegyezd hite-
lesitési eljardsnak, vagy — amennyiben ez lehetséges — a megdllapitott teljesitményszabvanyban foglalt korldtozott
megbizhat6sagi és relevanciaértékelésnek kell aldvetni (14).

3. Az e vizsgdlati modszer alapjin alkalmazdsra javasolt hasonldé vagy modositott eljardsokat megbizhatosiguk és
pontossaguk meghatdrozdsa érdekében az LLNA-pontértékek teljes tartomdnyat képvisel§ vegyi anyagok felhasz-
naldsaval kell értékelni. Allatok indokolatlan felhasznilisinak elkeriilése érdekében kifejezetten ajanlott, hogy a
modell kifejleszt6i, mielStt a teljesitményszabvanyban és a vizsgalati mddszer e leirdsdban adott dtmutatdsnak
megfelelden megkezdenék a hitelesitési vizsgdlatokat, egyeztessenek az illetékes hatdsdgokkal.

4. Ezek a teljesitményszabvanyok az LLNA hasonlé vagy moédositott véltozatainak értékelésére szolgdlo US-ICCVAM,
EC-ECVAM ¢és Japanese-JaCVAM harmonizélt teljesitményszabvanyokon alapulnak (12). A teljesitményszabvany
tartalmazza a vizsgdlati médszer alapvetS Osszetevdit, az ajanlott referenciaanyagokat, valamint a pontossdg és
megbizhatdsdg azon szabvanyos értékeit, amelyet a javasolt mddszernek el kell érnie, vagy meg kell haladnia.
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I. A vizsgilati médszer alapvetd osszetevdi

5. Annak biztositdsdra, hogy a hasonlé vagy moddositott LLNA modszer funkciondlis és mechanikai szempontbél
megegyez$ legyen az LLNA-val, és ugyanazt a biolGgiai hatdst mérje, a vizsgdlati mddszer protokolljdban a
kovetkezd osszetevSknek kell szerepelniiik:

— a vizsgdlt anyagot helyileg kell felvinni az egér mindkét fiilére,
— a limfocitaproliferdciot a vizsgdlt anyag alkalmazdsanak teriiletérdl elvezet§ nyirokcsomoékban kell mérni,
— a limfocitaproliferdciét a bérszenzibilizdcié indukcids fazisdban kell mérni,

— a vizsgdlt anyagbdl alkalmazott maximalis koncentrdciot gy kell megvdlasztani, hogy az ne idézzen el§ az
egérnél szisztémds toxicitdst ésfvagy tulzott mértékd helyi bdrirritaciét. Pozitiv referenciaanyagok esetében a
legmagasabb doézisnak el kell érnie legaldbb az adott referenciaanyag LLNA EC3 értékét (ldsd az 1. tabldzatot),
ami még nem idéz el§ az egérnél szisztémds toxicitdst ésfvagy talzott mértékd helyi bdrirritdciot,

— minden vizsgdlat sordn alkalmazni kell parhuzamos negativ kontrollt, és adott esetben parhuzamos pozitiv
kontrollt is,

— doéziscsoportonként legaldbb négy éllatot kell haszndlni,
— az dllatok adatai egyénileg vagy Osszesitve is gytjthetSk.

Amennyiben e feltételek barmelyike nem teljesiil, akkor ezek a teljesitményszabvanyok a hasonld vagy moédositott
modszer hitelesitésére nem alkalmazhatok.

II. A referenciaanyagok minimalis listdja

6. Az US-ICCVAM, EC-ECVAM ¢és a Japanese-JaCVAM harmonizlt teljesitményszabvany (12) az LLNA teljesitmény-
szabvdnydban 18 minimdlisan alkalmazand6 referenciaanyagot, valamint négy opciondlis referenciaanyagot
azonosit (ezek példdul olyan anyagok, amelyek az LLNA-vizsgdlatban dlpozitiv vagy dlnegativ eredményt adtak a
humdén és a tengerimalacokon végzett vizsgalatokkal osszehasonlitva [B.6. fejezet vagy az OECD 406. vizsgdlati
irdnymutatdsa] (13), ezért lehetséget biztositanak az LLNA vizsgdlatéval egyenértékdi vagy jobb teljesitmény
igazoldsdra). E vegyi anyagok kivalasztdsa sordn a kovetkezd kritériumokat vették figyelembe:

— a referenciaanyagok listdja megfelelt a bérszenzibilizdcid hatds szempontjabdl altaldban vizsgdlt anyagok tipu-
sainak, valamint az LLNA-val mérhet§ vagy el6re jelezhetd vélaszreakciok tartomdnydnak,

— az anyagok jol meghatdrozott kémiai szerkezettel rendelkeznek,

— mindegyik anyagrél rendelkezésre dlltak tengerimalacokon végzett vizsgalatokbdl (B.6. fejezet; az OECD 406.
vizsgdlati irdnymutatdsa) (13) és (lehetdség szerint) humdn vizsgdlatokbdl szdrmazé LLNA-adatok, valamint

— az anyagok kereskedelmi forrdsbdl azonnal elérhetSk voltak.

Az ajanlott referenciaanyagok felsoroldsa az 1. tdbldzatban taldlhaté. Az ajénlott referenciaanyagok alkalmazdsdval
végzett vizsgélatokat anndl a vivGanyagnal kell értékelni, amellyel egyiitt az 1. tdbldzatban szerepelnek. Amennyiben
a listdban szerepl$ anyag esetleg nem 4ll rendelkezésre, akkor megfelel§ indokldssal az emlitett kivalasztdsi krité-
riumoknak megfelel6 egyéb anyagok is haszndlhatok.



Az LLNA teljesitményszabvinyhoz javasolt referenciaanyagok

1. tdbldzat

Sorszdm Vegyi anyagok (1) CAS-szdm Hal”;iié“a' Vivé () EC3 % () N (%) 05% - 20x EC3 | C;et‘;{ :z%;zny teﬁgﬁmﬁ;c Ltgrﬁa,f'
1 5-kl6r-2-metil-4-izotiazolin-3-on 26172-55-4/2682-20-4 Foly. DMF 0,009 1 0,0045-0,018 NSZ ++ +[+
(CMI)/2-metil-4-izotiazolin-3-on (MI) (%)
2 DNCB 97-00-7 Szil. A0O 0,049 15 0,025-0,099 | 0,02-0,094 [+ 4]+
3 4-feniléndiamin 106-50-3 Szil. AOO 0,11 6 0,055-0,22 0,07-0,16 +[+ ++
4 Kobalt-klorid 7646-79-9 Szil. DMSO 0,6 2 0,3-1,2 0,4-0,8 4|+ ¥
5 Izoeugenol 97-54-1 Foly. AOO 1,5 47 0,77-3,1 0,5-3,3 [+ 4]+
6 2-merkaptobenzotiazol 149-30-4 Szil. DMF 1,7 1 0,85-3,4 NSZ +[+ ++
7 Citrél 5392-40-5 Foly. AOO 9,2 6 4,6-18,3 51-13 +[+ +[+
8 HCA 101-86-0 Foly. AO0O 9,7 21 48-19,5 44147 [+ ¥+
9 Eugenol 97-53-0 Foly. AOO 10,1 11 5,05-20,2 4,9-15 +[+ +[+
10 Fenil-benzodt 93-99-2 Szil. AOO 13,6 3 6,8-27,2 1,2-20 +[+ +[+
11 Cinnamil-alkohol 104-54-1 Szil. AOO 21 1 10,5-42 NSZ +[+ +[+
12 Imidazolidinil-urea 39236-46-9 Szil. DMF 24 1 12-48 NSZ +[+ ++
13 Metil-metakrildt 80-62-6 Foly. A0O 90 1 45-100 NSZ +f+ 4]+
14 Klérbenzol 108-90-7 Foly. AOO 25 1 NA NA -~ - (*
15 [zopropanol 67-63-0 Foly. AOO 50 1 NA NA -/~ —[+
16 Tejsav 50-21-5 Foly. DMSO 25 1 NA NA -/~ -
17 Metil-szalicilat 119-36-8 Foly. AOO 20 9 NA NA -/~ -/~
18 Szalicilsav 69-72-7 Szil. AOO 25 1 NA NA -~ -~
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Sorszém Vegyi anyagok (1) CAS-szém Hal‘;zéua' Vive ) | EC3% () N 0,5% — 2,0x EC3 Ecii’iﬁifﬁiny teg;:ﬁmﬁgc LLNA s
Opcionalis anyagok az LLNA-hoz viszonyitott jobb teljesitmény igazoldsahoz
19 Nétrium-lauril-szulfat 151-21-3 Szil. DMF 8,1 5 4,05-16,2 1,5-17,1 +[- +[-
20 Etilén-glikol-dimetakrildt 97-90-5 Foly. MEK 28 1 14-56 NSZ +[- +[+
21 Xilol 1330-20-7 Foly. AOO 95,8 1 47,9-100 NSZ +[ (**) +[-
22 Nikkel-klorid 7718-54-9 Szil. DMSO 5 2 NA NA -+ —[+

Roviditések: AOO = aceton: olivaolaj (4:1, v[v); CAS-szdm = Chemical Abstracts Service szdm; DMF = N,N-dimetilformamid; DMSO = dimetil-szulfoxid; DNCB = 2,4-dinitroklérbenzol; EC3 = 3-as stimuldcids index el8idézéséhez sziikséges
becsiilt koncentrécid; GP = tengerimalacon végzett vizsgélat eredménye (ldsd B. 6. vagy az OECD 406. vizsgélati irdnymutatdsa) (13); HCA = hexil-cinnamaldehid; Foly. = folyadék; LLNA = murin lokalis nyirokcsomé-vizsgélat eredménye (ldsd
B.42. vagy az OECD 429. vizsgdlati irdinymutatdsa) (2); MEK = metil-etil-keton; NA = nem alkalmazhat6, mivel a stimuldciés index < 3; NSZ = nem keriilt kiszdmitdsra, mert az adatok egyetlen vizsgalatbol szdrmaznak; Szil. = szildrd;
Viv6, = a vizsgdlathoz alkalmazott vivanyag.

(*) Embereknél feltételezhetSen nem okoz szenzibilizacidt, mivel klinikai epikutdn (patch) teszt eredmények nem voltak fellelhetSk, nem szerepel az epikutdn vizsgalati készletekben allergénként, tovabbd human szenzibilizdciordl sz6lo
esettanulmany nem lelhetd fel.

(**) Tengerimalacokra vonatkozé adatok nem dllnak rendelkezésre.

(") A vegyi anyagokat aznap kell elkésziteni, kivéve, ha stabilitdsi adatok igazoljdk, hogy a térolds elfogadhatd.

() A kiilonboz6 vivSanyagok LLNA vizsgdlat teljesitményére gyakorolt potencidlis hatdsa miatt az egyes referenciaanyagokhoz ajanlott vivéanyagot kell haszndlni (24) (32).

() Atlagérték, ahol tobb EC3-érték is rendelkezésre dllt. Negativ anyagokndl (3-as alatti stimuldcids index) a legmagasabb vizsgalt koncentrdcié van megadva.

(% Az adatok forrdsdul szolgdlé LLNA-vizsgdlatok szdma.

(°) Kereskedelemben kaphaté Kathon CG néven (CAS-szdm: 55965-84-9), ami CMI és MI 3:1 ardnyl keveréke. Az egyes Osszetevdk relativ koncentricidja a 1,1-1,25 %-os (CMI) és 0,3-0,45 %-os (MI) tartomdnyban mozog. Inaktiv
osszetev6k a magnéziumsok (21,5-24 %) és a réz-nitrat (0,15-0,17 %), a fennmarad6 rész pedig 74-77 % viz. A Kathon CG kénnyen beszerezhetd a Sigma-Aldrich and Rohm and Haas (jelenleg Dow Chemical Corporation) cégtél.
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III. A megbizhatdsigra és pontossigra vonatkozéan meghatirozott szabvinyok

7. A hasonlé vagy moédositott LLNA mddszerek pontossdgdnak a minimdlisan alkalmazandé 18 referenciaanyaggal
vizsgalva el kell érnie vagy meg kell haladnia az LLNA teljesitményszabvanydban meghatdrozott pontossdgot. Az 4j
vagy modositott médszernek »igen/nem« dontés alapjan a vizsgdlt anyag helyes besoroldsat kell eredményeznie. Az
4j vagy modositott méodszernek ugyanakkor nem feltétleniil kell az Gsszes minimdlisan alkalmazandé referencia-
anyagot helyesen besorolnia. Ha példdul a vizsgélat a gyengén szenzibilizdl6é anyagok egyikét esetleg nem megfele-
16en sorolnd be, akkor a hibds besorolds elméleti alapjait, valamint megfeleld kiegészit§ adatokat (példdul olyan
vizsgalati eredményeket, amelyek alapjan a hibdsan besorolt referenciaanyagéhoz hasonlé fizikai, kémiai és szen-
zibilizdl6 jellemzdkkel rendelkezs egyéb anyagok besoroldsa helyesen tortént) figyelembe lehetne venni az egyen-
értékdi teljesitmény bizonyitdsa érdekében. Ilyen koriilmények kozott az Gj vagy modositott LLNA vizsgdlati
modszer hitelesitési statusdnak értékelése eseti alapon torténne.

Laboratdriumon beliili reprodukdlhatdsdg

8. A laboratériumon belill reprodukdlhatésig meghatdrozdsiahoz az Gj vagy modositott LLNA modszert az LLNA-
vizsgalatban jol jellemzett szenzibilizald anyag hasznalatdval kell értékelni. Ezért az LLNA teljesitményszabvény a
hexil-cinnamaldehid (HCA) ismételt vizsgdlataibol szarmazé eredmények variabilitdsdn alapul. A laboratériumon
beliilli megbizhatésdg értékeléséhez négy killon alkalommal, a vizsgdlatok kozott legaldbb egy hetes idGszakot
hagyva meg kell hatdrozni a HCA-ra vonatkozé becsiilt koncentraciokiiszob (ECt) értékeit. Akkor elfogadhat6 a
laboratériumon beliili reprodukalhatésag, ha a laboratérium a HCA mindegyik vizsgalata sordn 5 % és 20 % kozotti
ECt-értékeket kap, amelyek a HCA-ra vonatkozban az LLNA-vizsgdlatban meghatdrozott atlagos EC3 (10 %)
0,5-2,0-szeresének felelnek meg (ldsd az 1. tabldzatot).

Laboratériumok kozotti reprodukdlhatdsdg

9. Az 0j vagy modositott LLNA modszer laboratériumok kozotti reprodukalhatésigdt az LLNA-vizsgélatban jol
jellemzett két szenzibilizdlé anyag hasznilatdval kell értékelni. Ezért az LLNA teljesitményszabvanya a HCA és a
2,4-dinitrokl6rbenzol (DNCB) kiilonboz8 laboratériumokban végzett vizsgalataibdl szarmazéd eredmények variabi-
litdsdn alapul. Az ECt-értékeket fuiggetleniil, legaldbb hdrom kiilon laboratériumban végzett azonos vizsgélat alapjén
kell kiszdmitani. Akkor igazolhat6 a laboratériumok kozotti reprodukalhatdség, ha a HCA-ra mindegyik laboraté-
rium 5% és 20 % kozotti, a DNCB-re pedig 0,025 % és 0,1 % kozotti ECt-értékeket kap, amelyek az LLNA-
vizsgalatban a HCA-ra (10 %), illetve a DNCB-re (0,05 %) vonatkozdan meghatdrozott dtlagos EC3-koncentrcid
0,5-2,0-szeresének felelnek meg (ldsd az 1. tabldzatot).

2. fiiggelék
Fogalommeghatdrozidsok

Pontossdg: A vizsgalati mddszerrel kapott eredmények és az elfogadott referenciaértékek kozotti egyezés mértéke. A
vizsgdlati mddszer teljesitményének mutatdja, valamint a relevancidjinak egyik megitélési szempontja. E kifejezést
gyakran haszndljdk az regyezés« megfelelGjeként, amely egy adott vizsgdlati médszer alkalmazdsakor az azonos
eredmények ardnyét fejezi ki (14).

Referenciaanyag: A vizsgélt anyaggal valo Osszehasonlitds céljdbol etalonként haszndlt szenzibilizdld vagy nem szenzi-
bilizalé anyag. A referenciaanyaggal szemben a kovetkezd elvdrdsok fogalmazhatok meg: i. dlland6 és megbizhatd
beszerzési forrdsbol vagy forrdsokbdl kell szdrmaznia; ii. a vizsgdlt anyagok csoportjdhoz hasonlé szerkezettel és
funkcionalitdssal kell rendelkeznie; iii. ismert fizikai-kémiai tulajdonsdagokkal kell rendelkeznie; iv. rendelkezésre kell
allniuk az anyag ismert hatdsait aldtdmaszté adatoknak; és v. a kivant hatdstartomdnyban ismert hatdstinak kell lennie.

Becsiilt koncentrdciékiiszob (ECt): Valamely vizsgdlt anyag ahhoz sziikséges becsiilt koncentracidja, hogy az anyag pozitiv
vélaszreakciora utald stimuldcios indexet adjon.

Becsiilt koncentrdcié 3 (EC3): Valamely vizsgdlt anyag ahhoz szitkséges becsiilt koncentracidja, hogy harmas stimuldcios
indexet adjon.

Alnegativ: Valamely vizsgdlati modszerrel tévesen negativnak vagy inaktivnak mindsitett vizsgdlt anyag, amely valéjaban
pozitiv vagy aktiv.

Alpozitiv: Valamely vizsgdlattal tévesen pozitivnak vagy aktivnak mindsitett vizsgalt anyag, amely valéjiban negativ
vagy inaktiv.

Veszély: Karos egészségiigyi vagy okoldgiai hatdsok elSidézésének lehetdsége. A kdros hatds csak akkor jelenik meg, ha
kell§ szint az expozicid.

Laboratdriumok kozotti reprodukdlhatdsdg: Annak mértéke, hogy a kiilonb6z6 mindsitett laboratériumok azonos proto-
koll és azonos vizsgdlt anyagok alkalmazdsdval mennyire képesek mindségileg és mennyiségileg azonos eredményeket
produkdlni. A laboratériumok kozotti reprodukdlhatdsdg az el6hitelesitési és hitelesitési folyamat sordn kertil meghata-
rozdsra, és annak mértékét jelzi, hogy az adott vizsgdlat mennyire sikeresen vihet§ dt laboratériumok kozott; mds
néven laboratériumok kozotti megismételhetSség (14).

Laboratdriumon beliili reprodukdlhatésdg: Annak meghatdrozdsa, hogy az ugyanazon laboratériumban dolgozé képzett
személyek meghatdrozott protokoll killonbozd idSpontokban torténd alkalmazdsdval mennyire sikeresen tudjék repro-
dukdlni az eredményeket. Mds néven laboratériumon beliili megismételhetSség (14).
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Me-too vizsgdlat: Olyan vizsgdlati mddszerek koznapi elnevezése, amelyek strukturdlisan és funkciondlisan hasonl6ak
egy hitelesitett és elfogadott referenciaként szolgald vizsgdlati mddszerhez. Az ilyen vizsgdlati mddszerek esetében
megfelel§ lehet az dgynevezett »catch-up« (roviditett) hitelesitési eljards. A hasonl6 vizsgdlati médszer szinonimdja (14).

Kiugrd érték: A kiugré érték olyan megfigyelés, amely szembettinGen eltér az egy populdcidbdl vett véletlenszerti minta
egyéb értékeitdl.

Teljesitményszabvdnyok (PS): Hitelesitett vizsgdlati modszeren alapulé szabvanyok, amelyek a javasolt, funkcionalitds és
végrehajtds szempontjdbdl hasonlé vizsgdlati modszer Osszehasonlithatésdgi értékelésének alapjaul szolgdlnak. Ide
tartoznak i. a vizsgdlati modszer alapvetS Osszetevdi; ii. a hitelesitett vizsgdlati modszer elfogadhaté teljesitményének
igazoldsdra alkalmazott vegyi anyagok koziil kivalasztott referenciaanyagok minimalis listdja; valamint iii. a hitelesitett
vizsgalati modszerrel kapott eredmények alapjdn az a hasonlé szintli pontossdg és megbizhatdsdg, amelyet a javasolt
vizsgalati médszernek a referenciaanyagok minimalis listdjaval torténd értékeléskor mutatnia kell (14).

Védett vizsgdlati médszer: Olyan vizsgdlati mddszer, amelynek esetében az elddllitdst és a forgalmazdst szabadalmak,
szerzGi jogok, védjegyek stb. korldtozzak.

Mindségbiztositds: Irdnyitasi folyamat, amelynek sordn a laboratériumi vizsgalati szabvdnyok és kovetelmények betar-
tdsdt, a jegyzGkonyvek vezetését, valamint az adattovabbitds pontossdgdt a vizsgalatot végzd személyektdl fiiggetlen
személyek ellendrzik.

Referenciaanyagok: A hitelesitési eljards sordn torténd alkalmazdsra kivalasztott olyan vegyi anyagok, amelyek esetében
mér ismert az in vitro vagy in vivo referencia-vizsgdlatirendszerben vagy vizsgélt fajndl adott véilaszreakcid. Ezeknek a
vegyi anyagoknak reprezentativaknak kell lenniiik arra az anyagcsoportra nézve, amely esetében a vizsgdlati médszert
vérhatdan alkalmazni fogjdk, és képviselniiik kell azon vegyi anyagokra jellemzé valaszreakciok teljes tartomdnydt — az
erdstdl kezdve a gyengén dt a negativig —, amelyek esetében az adott referenciaanyag alkalmazhatd. A hitelesitési eljdrds
kiilonboz szakaszaiban, illetve a killonbozé vizsgdlati mddszerekhez és vizsgalati alkalmazdsokhoz a referencia-
anyagok killonb6z8 csoportjaira lehet szitkség (14).

Relevancia: A vizsgilat és a vizsgdlt hatds kapcsolatdt adja meg, valamint azt, hogy van-e a vizsgdlatnak az adott cél
szempontjabdl értelme és haszna. Azt titkrozi, hogy a vizsgdlat mennyire pontosan méri vagy jelzi el6re a vizsgdlt
bioldgiai hatdst. A relevancia meghatdrozdsa sordn a vizsgdlati médszer pontossdgat (az eredmények egyezését) kell
figyelembe venni (14).

Megbizhatdsdg: Azonos protokoll szerint végzett vizsgdlati médszer laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti
reprodukdlhatésdgdnak mérésére szolgdl. A laborat6riumon beliili és laboratériumok kozotti reprodukalhatdsag kiszd-
mitdsdval dllapitjdk meg (14).

Bdrszenzibilizdcié: Immunoldgiai folyamat, amely akkor jelentkezik, ha egy érzékeny egyén lokélisan érintkezik valamely
indukél6 hatdsa allergén vegyi anyaggal, amely esetlegesen kontakt szenzibilizdcié kialakuldsihoz vezet§ immunvilaszt
valt ki a bérben.

Stimuldcids index (SI): Adott vizsgélt anyag bérszenzibilizdciot okozo képességének meghatdrozdsara kiszamitott érték,
amely az anyaggal kezelt csoportban és a parhuzamosan vivGanyaggal kezelt kontrollcsoportban tapasztalt proliferdcio
ardnya.

Vizsgdlt anyag (mds néven vizsgdlt vegyi anyag): Barmely anyag vagy keverék, amelyet ezzel a vizsgalati médszerrel vizsgdlnak.

Hitelesitett vizsgdlati mddszer: Olyan vizsgdlati médszer, amely esetében az adott célra torténd alkalmazds relevancidja
(pontossagat is ideértve) és megbizhatdsdga hitelesitési vizsgdlatok alapjdn megallapitdst nyert. Fontos megjegyezni,
hogy a hitelesitett vizsgdlati mddszerek nem feltétleniil nydjtanak megfelel§ teljesitményt a pontossig és megbizha-
tosdg tekintetében ahhoz, hogy egy tervezett alkalmazdsi célra megfelelének mindsiiljenek (14).”

. A B.46. fejezet helyébe a kovetkezd szoveg 1ép:

,B.46. IN VITRO BORIRRITACIO: REKONSTRUALT EMBERI FELHAMON VEGZETT VIZSGALATI
MODSZER

BEVEZETES

1. A bdrirritci6 a vizsgalt vegyi anyag alkalmazdsit kovetGen 4 6rdn belill megjelend, visszafordithaté bérkdrosodds
(az Egyesiilt Nemzetek Szervezete [ENSZ] dltal kidolgozott, vegyi anyagok osztilyozdsdnak és cimkézésének
globélisan harmonizélt rendszerében [GHS], valamint az anyagok és keverékek osztlyozdsirdl, cimkézésérdl és
csomagoldsardl sz6l6, 2008. december 16-i 1272/2008/EK eurdpai parlamenti és tandcsi rendeletében [EU CLP]
meghatdrozottak szerint (1)(3)). Ez a vizsgdlati modszer olyan in vitro eljdrdst biztosit, amely lehet6vé teszi az
ENSZ dltal kidolgozott GHS és az EU CLP szerinti 2-es kategéridnak megfeleld, irritdciét okozé anyagok (anyagok
és keverékek) jelentette veszély meghatdrozasat (1) (2) (3). Az EU-ban, valamint azokban a régidkban, ahol nem
vették 4t az ENSZ GHS opciondlis 3. kategéridjt (enyhén irritdl6 hatdsi anyagok), ez a vizsgdlati mddszer a
besoroldssal nem rendelkez8 vegyi anyagok, vagyis az ENSZ GHS és az EU CLP szerinti »kategéria nélkiilic
anyagok meghatdrozdsdra is alkalmazhaté (1)(3). Ez a vizsgdlati modszer a vegyi anyagok bdrirritdciot okozd
hatdsdnak lépcsGzetes vizsgdlati stratégidjan beliil az in vivo vizsgélatot 6ndlldan helyettesitG vizsgdlatként (e
melléklet 4. és B.4. fejezete) alkalmazhato.
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2. A bdrirritdcié vizsgilata jellemzden dllatkisérletek végzésével jar (az OECD 404. vizsgélati irdnymutatdsa; e
melléklet B.4. fejezete) (4). 2004-ben a B.4. fejezet dllatjolléti szempontokat figyelembe véve dtdolgozasra keriilt,
lehetévé téve a bérkorrozid bérirritdcio l1épcsGzetes vizsgalati stratégia részét képezd hitelesitett in vitro és ex vivo
vizsgalati mddszerek alkalmazdsdval torténd meghatdrozdsat, megkimélve ezzel az dllatokat a fdjdalomtdl és
szenvedéstSl. Harom hitelesitett in vitro vizsgélati médszert fogadtak el és foglaltak bele az OECD 430., 431.
és 435. vizsgélati irinymutatdsaiba (5) (6) (7), ezek koziil két vizsgdlati modszert — amelyek e melléklet B.40. és
B.40 A. fejezetében szerepelnek — a B.4. fejezet, illetve az OECD 404. vizsglati irdnymutatdsa 1épcsGzetes vizs-
gdlati stratégidjanak korroziv hatdst vizsgdl6 részében kell alkalmazni (4).

3. Ez a vizsgdlati modszer a bdrirritdcioval mint az emberi egészség kdrosoddsdnak egyik végpontjaval foglalkozik.
Rekonstrudlt emberi felhdm-(epidermisz)modellen alapul, amely éltaldnos felépitését tekintve (sejtforrdsként human
eredetti, nem transzformadlt epidermélis keratinsejtek alkalmazdsa, valamint reprezentativ szovet- és citoarchitek-
tira) élethfien utdnozza az emberi bdr fels6 rétegének, vagyis a felhdmnak (epidermisznek) a biokémiai és
fiziol6giai tulajdonsdgait. Ez a vizsgélati mddszer tobb teljesitményszabvanyt (2. fuggelék) is magdban foglal az
EC-ECVAM (8) dltal kidolgozott hasonlé és mddositott rekonstrudlt emberi epidermiszalapt vizsgdlati modsze-
reknek az OECD 34. irdinymutatdsaban szereplS elveknek megfelel§ értékeléséhez (9).

4. Harom olyan moddszer van, amelyet e vizsgdlati mddszer alapjan hitelesitettek. ElShitelesitési, optimalizaldsi és
hitelesitési vizsgdlatokat végeztek egy emberi felhdmmodellt alkalmazé in vitro médszerhez (10) (11) (12) (13) (14)
(15) (16) (17) (18) (19) (20), amely kereskedelmi forgalomban EpiSkin™ (hitelesitett referencia-médszer — VRM)
néven kaphat6. A teljesitményszabvany szerinti hitelesités alapjan két mdsik, szintén kereskedelmi forgalomban
kaphato, in vitro rekonstrudlt emberi felhdmmodellen végzett bérirritacid-vizsgdlati méodszer adott a referencia-
moédszerhez hasonlé eredményeket (21): az EpiDerm™ SIT (EPI-200) és a SkinEthic™ RHE médszerek (22).

5. Ahhoz, hogy az in vitro rekonstrudlt emberi felhdmmodellen végzett mddszerhez hasonlé vagy annak egyik
véltozatdt képezd, de a hitelesitett referencia-médszertl, az EpiDerm™ SIT (EPI-200) vagy a SkinEthic™ RHE
modszertdl eltérd javasolt vizsgalatot szabalyozdsi célokra lehessen alkalmazni, a javasolt alkalmazds tekintetében
meg kell hatdrozni annak megbizhatdsagdt, relevancidjit (pontossagat) és korlatait, hogy a vizsgalatot az e vizs-
gdlati modszerben eldirt teljesitményszabvanyban foglalt kovetelményeknek megfelelSen (2. fiiggelék) az 1. refe-
rencia-médszerhez hasonlénak lehessen mindsiteni. Tovdbbd az in vitro rekonstrudlt emberi felhdmmodellen
alapulé hasonlé vagy moédositott modszer hatosdgi engedélyezés céljabdl torténd kidolgozasa és hitelesitése
el6tt javasolt tanulmdnyozni az OECD dltal a bdrirritdcié in vitro vizsgdlatira vonatkozdan kiadott magyardzd
héttérdokumentumot (23).

FOGALOMMEGHATAROZASOK
6. Az alkalmazott fogalmak meghatdrozdsa az 1. fiiggelékben taldlhaté.
KIINDULASI MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

7. Amint azt a hitelesitési vizsgdlat kimutatta (16), a vizsgdlati modszer egyik korldtja az, hogy nem teszi lehetévé a
vegyi anyagok ENSZ GHS szerinti 3. kategéridba torténs besoroldsit (enyhe bdrirritdl6 hatdst anyag) (1). Rész-
leges helyettesitd vizsgdlatként alkalmazva in vivo kontrollteszt vélhat sziikségessé a bdrirritdl6 hatds teljes jellem-
zéséhez (e melléklet 4. és B.4. fejezete). Elfogadott tény, hogy az emberi bdr hasznélatira nemzeti és nemzetkozi
etikai megfontoldsok és feltételek vonatkoznak.

8. Ez a vizsgdlati médszer a B.4. fejezetben szerepl§ (az OECD 404. vizsgdlati irdinymutatasa), bérkorréziora/bérir-
ritdciéra irdnyuld lépcsGzetes vizsgalati stratégia in vitro bérirritacios részével foglalkozik (4). Bar ez a vizsgilati
moédszer nem nydjt megfelel§ informdaciét a bdrkorrdziordl, megjegyzendd, hogy a bérkorrézié vizsgdlatira
irdnyul6 B.40 A. modszer (az OECD 431. vizsgélati irdnymutatdsa) ugyanezen a rekonstrudlt emberi felhdmmo-
delles vizsgdlati rendszeren alapul, noha mds protokollt alkalmaz (B.40 A. fejezet). Ez a mddszer az emberi
keratinsejteket tartalmazé rekonstrudlt emberi felhdmmodelleken alapul, tehdt a vizsgdlt faj célszervének in vitro
vizsgalatdrol van sz6. Tovabba kozvetleniil lefedi az irritdci6 sordn in vivo zajlé gyulladdsos kaszkdd/hatdsmecha-
nizmus kezdeti 1épését (koriilirt sériilést eredményezd sejt- és szovetkdrosodds). E vizsgdlati modszer hitelesitési
eljdrdsa sordn a vegyi anyagok széles korét vizsgaltdk, és a hitelesitési vizsgalat empirikus adatbdzisa dsszesen 58
vegyi anyagra terjedt ki (16)(18)(23). Ezek kozott szilird, folyékony és félszilird anyagok, valamint viaszok is
eléfordulhatnak. A folyadékok lehetnek vizes vagy nem vizes alapiak, a szildrd anyagok pedig vizben oldédéak
vagy vizben nem oldhatéak. Amennyiben lehetséges, a szilird anyagokat alkalmazdsuk el6tt finom porrd kell
torni, a minta egyéb el6kezelése nem szitkséges. Gazokat és aeroszolokat hitelesitési vizsgalat keretében még nem
vizsgaltak (24). Bar elképzelhetd, hogy ezek is vizsgilhatok a rekonstrudlt emberi felhdmmodelles technikéval, a
jelenlegi vizsgalatimddszer-leirds nem engedi meg gdzok és acroszolok vizsgdlatdt. Szintén megjegyzendd, hogy az
erls szind vegyi anyagok befolydsolhatjdk a sejt életképességének méréseit, és a korrekcid érdekében adaptalt
kontrollok alkalmazdst teszik sziikségessé (ldsd a 24-26. bekezdéseket).

9. Ha a besorolds egyértelmd, akkor harom szovetpéldany vizsgdlatabol all6 egyszeri vizsgdlatmenetnek elegenddnek
kell lennie az adott vizsgélt vegyi anyag esetében. Hatdrértéken 1év6 eredmények esetében azonban, ha példdul az
egyes szovetpélddnyok eredményei nem egyeznek ésfvagy az éatlagos szdzalékos életképesség 50 + 5 %, megfon-
tolandé egy mdsodik vizsgalatmenet lefolytatdsa, és ha az els6 és a mdsodik vizsgdlatmenet eredményei kiilon-
boz8ek, akkor egy harmadiké is.

A VIZSGALAT ELVE

10. A vizsgélt vegyi anyagot egy olyan nem transzformélt emberi epidermdlis keratinsejteket tartalmazd, hdromdi-
menziés emberi felhdmmodellre viszik fel helyileg, amelyeket gy tenyésztettek ki, hogy tobbrétegd, erésen
differencidlt emberi felhdmot (epidermist) alkossanak. Ez szervezett bazdlis, spindzus és granuldris sejtrétegekbdl,
valamint intercelluldris lamelldris lipidrétegeket tartalmazé tobbrétegli szarurétegbdl (stratum corneum) &ll, amely az
in vivo megtaldlhat6 lipidcsoportokhoz hasonlé f6 lipidcsoportokat tartalmazza.
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11. Az irritativ hatdsti anyagok okozta, b8rpir és 6déma formdjdban megnyilvanulé bérirritdci6 olyan eseménysorozat

eredménye, amely az irritativ hatdsd

anyagok stratum corneum torténé penetracidjval és az alatta fekvd keratin-

sejtrétegek roncsoldddsaval kezdddik. A pusztuld keratinsejtek medidtoranyagokat bocsdtanak ki, amelyek a
dermisz sejtjeire — f6ként a stromdlis és endotelidlis sejtekre — haté gyulladdsos kaszkddot inditanak el. A megfigyelt

bérpirt és 6démit az endotelidlis sejtek dilatdcidja és fokozott permeabilitdsa idézi el6 (24). A rekonstrudlt emberi
felhdmmodellen alapulé mddszerek a kaszkdd kezdeti eseményeit mérik.

12. A rekonstrudlt emberi felhdmmodellben a sejtek életképességét a MTT [3—(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetra-
zblium-bromid, tiazolil kék; CAS-szdm: 298-93-1)] vitdlis festék enzimatikus titon kék formazdn sévéd torténd
atalakuldsa alapjan mérik, amelyet a szovetekbdl torténd kivonds utdn mennyiségileg meghatdroznak (25). Az
irritativ hatdsd anyagokat azon képességiik alapjan azonositjak, hogy a sejtek életképességét meghatdrozott hatar-
érték ald (azaz az ENSZ GHS[EU CLP szerinti 2. kategéridji anyagok esetében < 50 % ald) csokkentik. Azoktdl a
jogszabalyi keretektdl fiiggden, amelyekben a vizsgdlati modszer eredményeit fel fogjdk haszndlni, a hatdrérték
feletti sejtéletképességet eredményezd anyagok irritdlé hatdssal nem rendelkezének tekinthetSk (azaz 50 % felett

nincsenek kategéridba sorolva).

A JARTASSAG BIZONYITASA

13. Az e vizsgélati modszer alapjén hitelesitett hirom mddszer barmelyikének rutinszerti alkalmazésdt megel6z8en a
laboratériumoknak igazolniuk kell technikai jirtassigukat az 1. tdbldzatban felsorolt tiz referenciaanyag felhasz-
néldsdval. Az e vizsgdlati modszer alapjan kifejlesztett hasonlé mddszerek vagy a hdrom hitelesitett mddszer
barmelyikének modositdsai esetén, a mddszer hatdsdgi vizsgélatokra torténd haszndlata el6te teljesiteni kell a
vizsgalati médszer 2. fiiggelékében ismertetett teljesitményszabvany elGirdsait.

14. A jartassdg igazoldsdnak részeként ajinlott, hogy a felhaszndl6 a rekonstrudlt emberi felhammodell gyértéja dltal
meghatdrozottak szerint, dtvétel utdn ellendrizze a szovetek barrierjellemzéit. Ez killonosen fontos, ha a szove-
teket nagy tdvolsagra/hosszi ideig széllitottak. Ha egy moédszert mar sikeresen igazoltak, és az alkalmazdsaban
val6 jartassagot bizonyitottak, akkor ilyen jellegli ellendrzéseket nem sziikséges rutinszertien végezni. Ha azonban
egy modszert rutinszerfien alkalmaznak, akkor a barrierjellemzéket javasolt tovdbbra is rendszeres id6kozonként

ellendrizni.
1. tdbldzat
Referenciaanyagok (')

Vegyi anyag CAS-szdm ere(lir:nle)’:ir‘i; o Halmazéllapot ENSZ GHkS a/ti[gjéfi]ezp szerinti
naftalin-ecetsav 86-87-3 0 szildrd kategoria nélkiili
izopropanol 67-63-0 0,3 folyadék kategéria nélkili
metil-sztearat 112-61-8 1 szildrd kategéria nélkiili
heptil-butirdt 5870-93-9 1,7 folyadék kategéria nélkiili

(opciondlis 3. kategd-
ria) (), ()
hexil-szalicilat 6259-76-3 2 folyadék kategoria nélkili
(opciondlis 3. kategd-
ria) (), ()
ciklimen-aldehid 103-95-7 2,3 folyadék 2. kat.
1-brémhexan 111-25-1 2,7 folyadék 2. kat.
kdlium-hidroxid (5 %-os vizes oldat) | 1310-58-3 3 folyadék 2. kat.
1-metil-3-fenil-1-piperazin 5271-27-2 3,3 szildrd 2. kat.
Heptanal 111-71-7 3,4 folyadék 2. kat.

(") Ezek a referenciaanyagok a hitelesitési vizsgdlat sordn alkalmazott referenciaanyagok alcsoportjit képezik.
() In vivo eredmény a B.4. fejezet és az OECD 404. vizsgalati irdinymutatdsa szerint (4).

(}) E vizsgdlati modszer alapjan az ENSZ GHS
»kategoria nélkiilic anyagoknak mindsiilnek.

szerinti opciondlis 3. kategéridba tartozé anyagok (enyhe irritdlé hatdsd anyagok) (1)

(*) Az ENSZ GHS szerinti opciondlis 3. kategéria az EU CLP rendszerben nem alkalmazhato.
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ELJARAS

15. Az aldbbiakban a rekonstrudlt emberi felhdmmodellen végzett bdrirritdciés vizsgdlat osszetevSinek és eljdrdsainak
leirdsa talalhat6. Rekonstrudlt emberi felhdmmodellt kell fele]pltem a modell elkészithetd hdzon belil vagy besze-
rezhetS kereskedelmi forgalombdl. Az EpiSkin™, EpiDerm™ SIT (EPI-200) és SkinEthic™ RHE modszerekhez
szabvanymtiveleti el6irdsok (SOP) dllnak rendelkezésre (26)(27)(28). A vizsgalatot az aldbbiak szerint kell végre-
hajtani:

A rekonstrudlt emberi felhdmmodellel végzett médszer osszetevéi
Altaldnos feltételek

16. Az epitélium felépitéséhez nem transzformélt emberi keratinsejteket kell haszndlni. E16 epitélsejtek tobb rétegének
(bazdlis réteg, stratum spinosum, stratum granulosum) kell jelen lennie a funkciondlis stratum corneum alatt. A stratum
corneumnak tobbrétegiinek kell lennie, és tartalmaznia kell az elengedhetetleniil szitkséges lipidprofilt, hogy nagy
ellendll6 képességgel rendelkezd funkciondlis barriert képezzen a citotoxikus markeranyagok, pl. a ndtrium-dode-
cil-szulfdt (SDS) vagy a Triton X-100 gyors dthatoldsa ellen. A barrierfunkciot bizonyitani kell, ennek értékelése
vagy a markeranyag azon koncentrici6jdnak meghatdrozdsaval torténik, amely a szovetek életképességét meghatd-
rozott expozicios id6 elteltével 50 %-kal csokkenti (ICsq), vagy a markeranyag meghatdrozott, dllandé koncent-
rdcidban torténd alkalmazdsakor a sejtek életképességének 50 %-kal vald csokkentéséhez szitkséges expozicids id6
(ETsq) meghatdrozdsaval. A rekonstrudlt emberi felhdmmodell folyadékzaré tulajdonsdgainak meg kell
akaddlyozni, hogy az anyag dthatoljon a stratum corneum korill az él§ szovetbe, amely a bdr expozicidjanak
rossz modellezését eredményezné. A rekonstrudlt emberi felhdmmodellnek baktérium-, virus-, mikoplazma- és
gombafert6zéstdl mentesnek kell lennie.

Funkciondlis feltételek
Eletképesség

17. Az életképesség nagysagrendjének meghatdrozasihoz az MTT-vizsgélatot alkalmazzdk (25). A rekonstrudlt emberi
felhammodell (RhE) felhaszndl6inak biztositaniuk kell, hogy az alkalmazott RhE minden egyes tétele megfeleljen a
negativ kontrollra (NC) vonatkozéan meghatdrozott kritériumoknak. Az extrahdlé oldészer optikai stirtiségének
(OD) eléggé alacsonynak, azaz 0,1 alattinak kell lennie. A RhE modell gydrtéja/forgalmazéja (a bdrirritécio
meghatdrozdsdra irdnyul vizsgdlati mddszer feltételeiben) a negativ kontroll OD-értékeire vonatkozdan elfogadasi
tartomdnyt (felsd és alsé hatdrérték) ad meg; a hdrom hitelesitett modszerre vonatkozé elfogadsi tartomanyok a
2. téblézatban vannak feltiintetve. Dokumentélni kell, hogy a negativ kontrollal kezelt szovetek stabil tenyészetben
vannak (hasonld életképességi értékeket adnak) a vizsgélat sordn alkalmazott expozicié idStartama alatt.

2. tdbldzat

A negativ kontrollok OD-értékeinek elfogadisi tartomdnyai

Alsé elfogaddsi hatdr Fels6 elfogadasi hatdr
EpiSkin™ (SM) > 0,6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) =1,0 <25
SkinEthic™ RHE >1,2 <25

Barrierfunkcié

18. A stratum corneumnak és lipidprofiljdnak az IC5, vagy ETs alapjdn végzett becslések szerint (3. tablazat) megfelel§
ellendllé képességgel kell rendelkeznie a citotoxikus markeranyagok, példdul a ndtrium-dodecil-szulfat (SDS) vagy a
Triton X-100 gyors dthatoldsinak megakadalyozasdra.

Morfoldgia

19. A rekonstrudlt emberi felhdmmodellen szovettani vizsgélatot kell végezni, amely igazolja a humdn epidermiszszert
szerkezetet (beleértve a tobbrétegd stratum corneumot is).

Reprodukalhatdsdg

20. A médszer sordn vizsgélt pozitiv kontrollanyagok (PC) és negativ kontrollanyagok (NC) eredményeinek a késgb-
biekben reprodukalhatéknak kell lenniiik.
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Mindség-ellendrzés (QC)

21. A rekonstrudlt emberi felhammodell elééllitéjanak/forgalmazéjanak gondoskodnia kell arrdl, és igazolnia kell azt,
hogy az alkalmazott RhE modell minden egyes tétele megfelel a gydrtds utdni felszabaditdsra vonatkozéan
meghatdrozott feltételeknek, amelyek koziil az életképességre (17. bekezdés), a barrierfunkcidra (18. bekezdés) és a
morfoldgidra (19. bekezdés) vonatkozd kritériumok a leglényegesebbek. Ezeket az adatokat a médszer felhaszna-
l6inak rendelkezésére kell bocsdtani, hogy ezeket az informdcidkat fel tudjdk tiintetni a vizsgélati jelentésben. Az
RhE-modell kifejlesztSjének/forgalmazéjanak (illetve hdzon belili modell haszndlata estén a vizsgdlatot végzd
személynek) az 1Cso és az ETsq-értékekre vonatkozdan elfogaddsi tartomdnyt (fels6 és alsé hatdrértéket) kell
megdllapitania. Az irritdl6 hatds besoroldsinak megbizhaté el6rejelzéseként kizdrdlag mindsitett szoveteken
végzett vizsgdlatok eredményei fogadhatdk el. A 3. tdbldzatban példdul a hdrom hitelesitett modszerhez alkalma-
zott elfogaddsi tartomdnyok lathatok.

3. tdbldzat
Példdk a minGség-ellenGrzésre szolgdld tételeknél alkalmazott felszabaditdsi kritériumokra
Alsé elfogaddsi hatdr Fels6 elfogadasi hatdr

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

(18 ords  kezelés ndtrium-dodecil-szulfittal

(SDS) (26)

EpiDerm™ SIT (EPI-200) ETso = 4,8 6ra ETsy = 8,7 6ra

(1 % Triton X-100)(27)

SkinEthic™ RHE ETs, = 4,0 6ra ET5y = 9,0 6ra

(1 % Triton X-100)(28)

A vizsgdlt anyagok és kontrollanyagok alkalmazdsa

22. Minden vizsgalatmenetben valamennyi vizsglt vegyi anyaghoz és kontrollhoz legaldbb harom szovetpéldanyt kell

23.

haszndlni. Folyékony és szilird anyagok esetében egyardnt megfelel6 mennyiségii vizsgdlt vegyi anyagot kell
alkalmazni, hogy az egyenletesen fedje az epidermisz felszinét, azaz minimum 25 pljem? vagy 25 mgjcm?®-ot,
ugyanakkor el kell keriilni végtelen dozis alkalmazdsat. Szilird anyagok alkalmazdsa elStt az epidermisz feliletét
ionmentesitett vagy desztilldlt vizzel be kell nedvesiteni, hogy jobb legyen az érintkezés a vizsgdlt vegyi anyag és
az epidermisz felszine kozott. Amennyiben lehetséges, a szilird anyagokat finom por formdjdban kell vizsgalni Az
expozicios id6 lejaraval a vizsgdlt vegyi anyagot vizes alapt pufferrel vagy 0,9 %-os NaCl-dal 6vatosan le kell
mosni az epidermisz feliiletérsl. Attdl fiiggéen, hogy a hdrom hitelesitett RhE-médszer koziil melyiket alkalmazzdk,
az expoziciés id6 15-60 perc kozott, az inkubdciés hémérséklet pedig 20-37 °C kozott valtozhat. Ezeket az
expozicios idSket és hémérsékleteket a mddszerek természetébdl adodé jellemzdk figyelembevételével mindegyik
RhE-mddszerre optimalizaltdk; ennek részleteit ldsd a mddszerek szabvanymdiveleti elSirdsaiban (SOP)
(26)(27)(28).

Minden vizsgdlatmenet sordn parhuzamos negativ (NC) és pozitiv (PC) kontrollt is alkalmazni kell annak bizo-
nyitdsdra, hogy a szovetek (negativ kontrollal bizonyitott) életképessége, barrierfunkcidja és a (pozitiv kontrollal
bizonyitott) kapott szovetérzékenység a kordbbi adatok alapjan meghatdrozott elfogaddsi tartomdnyon beliil van.
A javasolt pozitiv kontrollanyag natrium-dodecil-szulfit (SDS) 5 %-os vizes oldata. A javasolt negativ kontroll-
anyag a viz vagy a foszfitpuffert tartalmazé séoldat (PBS).

A sejtek életképességének mérése

24. A vizsgdlati eljdrds legfontosabb cleme, hogy az életképesség mérését ne kozvetleniil a vizsgdlt vegyi anyaggal

25.

26.

végzett expozicid utdn végezziik, hanem friss tdpkozeggel tortént dtoblités utdn, megfelel§ hosszisdgi kezelés
utdni inkubdcids id6szakot kovetden. Ez az idGszak egyardnt lehet6vé teszi az enyhe irritativ hatds utdni felépilést,
valamint az egyértelmd citotoxikus hatdsok megjelenését. A vizsgélat optimalizdldsi szakasza (11) (12) (13) (14)
(15) azt mutatta, hogy 42 6rds kezelés utdni inkubdcids id6szak az optimalis.

Az MTT vizsgilat egy olyan kvantitativ hitelesitett modszer, amelyet e vizsgdlati modszer sordn a sejtek életképes-
ségének méréséhez kell alkalmazni. A vizsgdlat kompatibilis a hdromdimenzids szovetkonstrukcidban torténd
hasznélattal. A szovetmintdt 3 6rdra megfelels koncentriciéji (példdul 0,3-1 mg/ml) MTT-oldatba kell helyezni.
A kicsapodott kék formazdn terméket ezutdn olddszer (példdul izopropanol, savas izopropanol) hasznélatdval ki

nm sdvsz(ir6 alkalmazdsival meg kell hatdrozni.

A vizsgélt vegyi anyag optikai tulajdonsdgai vagy az MTT-re gyakorolt kémiai hatdsa megzavarhatja a vizsgélatot,
ami az életképesség téves megdllapitdsiéhoz vezet (mivel a vizsgdlt anyag akadélyozhatja, visszafordithatja vagy
akdr el6 is idézheti az elszinez8dést). Ez akkor kovetkezhet be, amikor egy adott vizsgdlt vegyi anyagot oblitéssel
nem tévolitottak el teljesen a szovetbdl, vagy amikor az anyag dthatol az epidermiszen. Ha a vizsgélt vegyi anyag
kozvetlen hatdst gyakorol az MTT-re (MTT-redukald), természetes dllapotdban is szines, vagy a szovetkezelés sordn
elszinezddik, akkor tovabbi kontrollokat kell alkalmazni annak kimutatdsdra és korrigéldséra, hogy a vizsgélt vegyi
anyag befolydsolja az életképesség mérésének maédjat. A hdrom hitelesitett médszer szabvanymdiveleti elSirdsaiban
megtaldlhaté annak részletes leirdsa, hogyan kell korrigélni a kozvetlen MTT-redukdlé hatést és a szinezanyagok
okozta zavard hatdst (26)(27)(28).
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Elfogadhatdsdgi kritériumok

27. Minden olyan mddszer esetében, melynek sordn érvényes RhE-modell tételeket alkalmaznak (ldsd a 21. bekezdést),
a negativ kontrollal kezelt szoveteknek olyan OD-t kell mutatniuk, amely titkrozi a szoveteknek a szdllitdst és az
atvételi lépéseket, valamint az Osszes protokollfolyamatot kovetd mindéségét. A kontrollok OD-értékei nem
lehetnek alacsonyabbak a kordbbi adatok alapjén megéllapitott hatdrértékeknél. Hasonloképpen a pozitiv kont-
rollal, vagyis ndtrium-dodecil-szulfit (SDS) 5 %-os vizes oldatdval kezelt szoveteknek titkrozniiik kell, hogy azok a
vizsgalati modszer koriilményei kozott képesek vélaszreakciot adni az irritdlé hatdst anyagokra (26) (27) (28). A
szovetpéldanyok kozotti variabilitds kapcsolodd, megfelel§ mutatdit meg kell hatdrozni (ha példdul a szérdst (SD)
alkalmazzdk, ennek a régebbi adatok alapjan szdmolt egyoldali 95 %-os toleranciaintervallumon beliil kell lennie;
a hitelesitett referencia-mddszer esetében a szordsnak 18 % alatt kell lennie).

Az eredmények értelmezése és az eldrejelzési modell

28. Az egyes vizsgalt vegyi anyagokra vonatkozdan kapott OD-értékek felhaszndlhatok a negativ kontrollra norma-
lizalt életképesség szdzalékos ardnydnak kiszdmitdsdhoz, amely 100 %-ra van bedllitva. Az irritdl6 anyagokat a
kategéria nélkiili vizsgdlt vegyi anyagoktdl megkiilonboztetd szézalékos sejtéletképesség hatdrértékét, valamint az
eredmények értékeléséhez és az irritdlé hatdsi vegyi anyagok meghatdrozdséhoz alkalmazott statisztikai eljd-
ras(oka)t egyértelmdien meg kell hatdrozni, dokumentdlni kell, és megfelelGségiiket igazolni kell. Az irritdld
hatds el6rejelzésére alkalmazott hatdrértékek az aldbbiak:

— A vizsgalt vegyi anyag az ENSZ GHS/EU CLP 2. kategéridjiba tartozd bdrirritdl6 hatdstinak anyagnak tekin-
tendd, amennyiben az expozicié és a kezelést kovetd inkubdcid utdn a szovet életképessége (<) 50 % vagy
ennél kevesebb.

— Azoktdl a jogszabalyi keretektd] fiiggéen, amelyekben a vizsgdlati mddszer eredményeit fel fogjdk haszndlni, a
vizsgalt vegyi anyag az ENSZ GHS[EU CLP szerint kateg6ridba nem sorolt, bérirritdlé hatdssal nem rendelkezd
anyagnak tekintendd, amennyiben az expozici6 és a kezelést kovetd inkubdcié utdn a szovet €életképessége (>)
50 %-nal nagyobb.

ADATOK ES JELENTES
Adatok

29. Mindegyik vizsgalatmenetre vonatkozdan tabldzatos jelentést kell késziteni az egyes szovetpéldanyok adatairdl
(példaul OD-értékek és szamitott szdzalékos sejt-életképességi adatok az egyes vizsgdlt vegyi anyagok esetében, a
besoroldst is beleértve), amelyben szerepelnie kell a megismételt kisérletek adatainak is, ha voltak ilyenek. Tovdbbd
mindegyik vizsgalatmenet esetében meg kell adni az dtlagot + szérdst. Az MTT reagenssel és a szines vizsgalt vegyi
anyagokkal megfigyelt kolcsonhatdsokat a jelentésben minden vizsgdlt vegyi anyag esetében fel kell tiintetni.

Vizsgdlati jelentés

30. A vizsgdlati jelentésnek a kovetkezd informdcidkat kell tartalmaznia:
Vizsgdlt anyagok és kontrollanyagok:
— a vegyi anyag(ok) neve, példdul a CAS-név és -szdm, EU-név és -szdm, ha ismert,
— a vegyi anyag tisztasdga és Osszetétele (tomegszazalékban),

— a vizsgélat elvégzése szempontjabol lényeges fizikai/kémiai tulajdonsdagok (pl. halmazdllapot, stabilitds, illé-
konysdg, pH és vizoldékonysdg, ha ismert,

— a vizsgdlt vegyi anyagok/kontrollanyagok vizsgalatot megel6z8 kezelése, ha tortént ilyen (példdul melegités,
poritds),

— tdroldsi feltételek.

Az alkalmazott rekonstrudlt emberi felhammodell és protokoll indoklasa
Vizsgdlati koriilmények:
— a felhaszndlt sejtrendszer,

— az alkalmazott specifikus RhE-modellre vonatkozé teljes korti aldtdmaszté adatok, koztiik a modell teljesit-
ménye. Ennek tobbek kozott az aldbbiakat kell magdban foglalnia:

i. életképesség;
ii. barrierfunkcio;
iii. morfoldgia;
iv. reprodukdlhat6sdg és prediktiv érték;
v. a modell mindség-ellendrzése (QC),
— az alkalmazott vizsgdlati eljdrds részletei,
— az alkalmazott vizsgdlati dézisok, az expozicié idGtartama és a kezelés utdni inkubdcids idGszak hossza,

— a vizsgilati eljdrdson végzett barmilyen viltoztatds lefrdsa,
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— hivatkozds a modellel kapott kordbbi adatokra. Ennek tobbek kozott az aldbbiakat kell magdban foglalnia:
i. a minGség-ellendrzési adatok elfogadhatdsdga tekintettel a tételre vonatkozé kordbbi adatokra;

ii. a pozitiv és negativ kontrollértékek elfogadhatosdga tekintettel a pozitiv és negativ kontrollok dtlagértékeire
és tartomdnyaira;

— az alkalmazott értékelési kritériumok lefrdsa, beleértve az eldrejelz6 modellhez vélasztott hatdrérték(ek) indok-
lasat,

— hivatkozds a régebbi kontrolladatokra,

Eredmények:

— az egyes vizsgalt vegyi anyagok adatainak tabldzatos bemutatdsa mindegyik vizsgdlatmenet és mindegyik
szovetpéldany esetében,

— a kozvetlen MTT-redukdlé hatdssal rendelkez8 ésfvagy szinvdltozdst okozd vegyi anyagokhoz alkalmazott
kontrollok feltiintetése,

— a megfigyelt egyéb jelenségek leirdsa.

Az eredmények tdrgyaldsa
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1. fiiggelék
Fogalommeghatirozisok

Pontossdg: A vizsgdlati mddszerrel kapott eredmények és az elfogadott referenciaértékek kozotti egyezés mértéke. A
vizsgalati médszer teljesitményének mutatéja, valamint a relevancidjanak egyik megitélési szempontja. E kifejezést
gyakran haszndljdk az regyezés« megfelelGjeként, amely egy adott vizsgdlati modszer alkalmazdsakor az azonos
eredmények ardnyat fejezi ki (9).

Sejtek életképessége: A sejtpopuldciok teljes aktivitdsit mérd paraméter (példdul a celluldris mitokondridlis dehidrogend-
zoknak az MTT ([3—(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid, tiazolil kék] vitdlis festéket redukdlé képes-
sége), amely — a mért végponttdl és az alkalmazott vizsgdlati tervt§l fuggéen — korreldciot mutat az él6 sejtek teljes
szamadval és|vagy életképességével.

Egyezés: A kategorikus eredményt adé vizsgdlati modszerek teljesitményének mutatdja, valamint a relevancidjanak egyik
megitélési szempontja. A kifejezést a pontossdg szinonimdjaként haszndljdk, és a vizsgélt vegyi anyagok koziil az adott
modszerrel helyesen a pozitiv vagy negativ eredményt adok kozé besorolhaté vegyi anyagok ardnydt fejezi ki (9).

ETso: A marker vegyi anyag meghatdrozott, dllandé koncentrdcioban torténd alkalmazdsa esetén a sejt életképes-
ségének 50 %-kal valo csokkentéséhez szitkséges expoziciés id6 meghatdrozdsdval becsiilheté meg, lisd még az
IC5q-et.

EU CLP (Az Eurdpai Parlament és a Tandcs 1272/2008/EK rendelete (2008. december 16.) az anyagok és keverékek
osztdlyozdsdrol, cimkézésérl és csomagoldsdrdl): Az ENSZ éltal kidolgozott, vegyi anyagok (anyagok és keverékek) osztd-
lyozdsanak és cimkézésének globdlisan harmonizdlt rendszerét (GHS) az Eurdpai Unidban (EU) végrehajtd rendelet (3).

GHS (az ENSZ dltal kidolgozott, vegyi anyagok osztdlyozdsdnak és cimkézésének globdlisan harmonizdlt rendszere): Anyagoknak
és keverékeknek a fizikai, egészségi és kornyezeti veszélyek szabvdnyositott tipusai és szintjei szerinti osztilyokba
soroldsdra és megfelel6 kommunikdcids elemekkel (példdul piktogramokkal, figyelmeztetésekkel, figyelmezteté monda-
tokkal, 6vintézkedésekre vonatkozé mondatokkal és biztonsdgi adatlapokkal) torténd jelolésére javaslatokat megfogal-
mazé rendszer, amelynek célja, hogy az emberek (koztitk a munkaadok, a munkavillalok, a fuvarozok, a fogyasztok és
a siirgGsségi segélyszolgalatok) és a kornyezet megdvasa érdekében egységesitse az anyagok kdros hatdsaira vonatkozd
informdciok tovabbitdsit (1).

IC5): Annak a koncentrdciénak a meghatdrozdsaval becsiilhetd meg, amelynél egy adott markeranyag egy meghata-
rozott expozicids id6 elteltével 50 %-kal (ICsy) csokkenti a szovetek életképességét; ldsd még az ETs-et.

Végtelen dézis: Az epidermiszen alkalmazott vizsgalt vegyi anyag azon mennyisége, amely meghaladja az epidermisz
felszinének teljes és egyenletes befedéséhez sziikséges mennyiséget.

Me-too vizsgdlat: Olyan vizsgdlati médszerek koznapi elnevezése, amelyek strukturdlisan és funkciondlisan hasonléak
egy hitelesitett és elfogadott referenciaként szolgdl6 vizsgélati mddszerhez. Az ilyen vizsgdlati modszerek esetében
megfelel6 lehet az Ggynevezett »catch-up« (roviditett) hitelesitési eljards. A hasonlé vizsgdlati modszer szinonimdja (9).

Teljesitményszabvdnyok: Hitelesitett referencia-médszeren alapulé szabvanyok, amelyek a javasolt, végrehajtds és funkci-
onalitds szempontjabdl hasonlé vizsgdlati mddszer Gsszehasonlithatdsdgi értékelésének alapjdul szolgdlnak. Ide tartoz-
nak: i. a vizsgdlati médszer alapvet§ Osszetevsi; ii. a hitelesitett vizsgdlati modszer elfogadhatd teljesitményének
igazoldsdra alkalmazott vegyi anyagok koziil kivélasztott referenciaanyagok minimalis listdja; valamint iii. a hitelesitett
vizsgalati médszerrel kapott eredmények alapjdn az az osszehasonlithaté szintd pontossdg és megbizhatdsdg, amelyet a
javasolt vizsgalati modszernek a referenciaanyagok minimalis listdjdval torténd értékeléskor mutatnia kell (9).

Referenciaanyagok: A hitelesitési eljards sordn torténd alkalmazdsra kivalasztott olyan vegyi anyagok, amelyek esetében
mdr ismert az in vitro vagy in vivo referencia-vizsgélatirendszerben vagy vizsgalt fajnal adott vélaszreakci6. Ezeknek a
vegyi anyagoknak reprezentativaknak kell lenniiik arra az anyagcsoportra nézve, amely esetében a vizsgélati modszert
vérhatdan alkalmazni fogjdk, és képviselniiik kell azon vegyi anyagokra jellemz§ valaszreakciok teljes tartomdnyét — az
erdstdl kezdve a gyengén dt a negativig —, amelyek esetében az adott referenciaanyag alkalmazhaté. A hitelesitési eljrds
kiillonboz$ szakaszaiban, illetve a kiillonboz8 vizsgdlati mddszerekhez és vizsgdlati alkalmazdsokhoz a referencia-
anyagok kiilonboz6 csoportjaira lehet szitkség (9).
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Relevancia: A vizsgdlat és a vizsgdlt hatds kapcsolatdt adja meg, valamint azt, hogy van-e a vizsgdlatnak az adott cél
szempontjabdl értelme és haszna. Azt titkrozi, hogy a vizsgdlat mennyire pontosan méri vagy jelzi el6re a vizsgdlt
biolbgiai hatdst. A relevancia meghatdrozdsa sordn a vizsgalati médszer pontossdgat (az eredmények egyezését) kell
figyelembe venni (9).

Megbizhatdsdg: Azonos protokoll szerint végzett vizsgalati mddszer laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti
reprodukélhatésdgdnak mérésére szolgdl. A laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti reprodukdlhatdsig kiszé-
mitésaval allapitjak meg (9).

Helyettesitd vizsgdlat: Olyan vizsgilat, amelynek célja, hogy a veszélyek azonositdsdra ésfvagy kockdzatértékelésre rutin-
szertien alkalmazott és elfogadott vizsgdlatot helyettesitse, és amelyrdl megallapitottdk, hogy az elfogadott vizsgalattal
osszehasonlitva, az Osszes lehetséges vizsgdlati helyzetben és vegyi anyag esetében a human vagy dllati egészség
egyenértékd vagy jobb védelmét biztositja (9).

Erzékenység: A vizsgilat elvégzésével helyesen besorolt Gsszes pozitiv/aktiv vizsgalt vegyi anyag ardnya. A kategorikus
eredményt add vizsgdlati modszerek pontossdgdnak mutatéja, valamint fontos szempont a vizsgdlati mddszerek
relevancidjdnak megitélésében (9).

Bérirritdcié: A vizsgalt vegyi anyag alkalmazdsdt kovetSen 4 oOrdn belil megjelend, visszafordithaté bdrkdrosodds. A
bérirritdcié helyileg jelentkezd, nem immunogén reakcid, amely réviddel a stimuldcié utdn megjelenik (29). F§
jellemzdje, hogy gyulladdsos reakciokkal és gyulladdsos folyamat altal okozott irriticié klinikailag jellemz§ jeleinek
tobbségével (bSrpir, 6déma, viszketés és fajdalom) kisért, visszafordithaté folyamat.

Specificitds: A vizsgalat elvégzésével helyesen besorolt 6sszes negativ/inaktiv vizsgdlt vegyi anyag ardnya. A kategorikus
eredményt ad6 vizsgalati mddszerek pontossiganak mutatdja, valamint fontos szempont a vizsgdlati modszerek
relevancidjanak megitélésében (9).

Tobbszinti vizsgdlati stratégia: Egymas utdn kovetkezd vizsgdlati modszereket alkalmazd vizsgdlat; az egyes egymdst kovetd
szinteken vélasztandé vizsgdlati modszerekrél a vizsgdlat el6z8 szintjén kapott eredmények alapjdn kell donteni (9).

Vizsgdlt vegyi anyag (mds néven vizsgdlt anyag): Birmely anyag vagy keverék, amelyet ezzel a vizsgdlati médszerrel
vizsgdlnak.

2. figgelék

Teljesitményszabvinyok a javasolt hasonlé vagy médositott, IN VITRO rekonstrudlt emberi felhimmodellen
végzett birirriticiés vizsgilatok értékeléséhez

BEVEZETES

1. A teljesitményszabvdnyok (PS) célja annak ismertetése, hogy milyen alapon lehet egy tj vizsgélati modszerrdl —
akdr védett (példdul szerzdi joggal védett, védjeggyel ellatott, bejegyzett), akdr nem védett modszerrdl — megélla-
pitani, hogy adott vizsgdlati célokra kell§ pontossdggal és megbizhatdsdggal rendelkezik. Ezek a hitelesitett és
elfogadott vizsgdlati mddszereken alapulé teljesitményszabvanyok a hasonlé tudomdnyos elvekre és mérésre
épiils, illetve azonos bioldgiai vagy toxikus hatdst elGrevetitd médszerek (koznapi elnevezéssel »mee-too« vizs-
gdlatok) megbizhatésdgdnak és pontossigdnak értékelésére alkalmazhatdk (9).

2. A modositott médszerek (példaul tervezett esetleges javitds egy jovdhagyott mddszeren) alkalmazdsa el6tt értéke-
lést kell végezni annak meghatdrozdsdra, hogy a tervezett valtoztatdsok milyen hatdst gyakorolnak a vizsgdlat
teljesitményére, és milyen mértékben befolydsoljak a hitelesitési folyamat egyéb osszetevsirdl rendelkezésre dllo
informdcidkat. A tervezett véltoztatdsok szamatol és jellegétl, valamint a valtoztatdsokra vonatkozdan keletkezett
adatoktol és aldtdmaszté dokumentdciotdl fiigglen ezeket vagy az Gj vizsgdlatokra elSirtakkal megegyezd hite-
lesitési eljarasnak, vagy — amennyiben ez lehetséges — a megallapitott teljesitményszabvanyban foglalt korldtozott
megbizhatdsdgi és relevanciaértékelésnek kell aldvetni (9).

3. A hdrom hitelesitett médszer (EpiSkin™ [hitelesitett referencia-mdédszer — VRM], EpiDerm™ SIT [EPI-200] és
SkinEthic™ RHE) barmelyikének hasonlé (vme-too«) vagy médositott, e vizsgilati médszerben alkalmazdsra
javasolt véltozatit a megbizhatdsdg és pontossdg meghatdrozdsa érdekében a Draize-féle irritdciés pontértékek
teljes tartomdnydt képvisel§ anyagok felhasznéldsdval kell értékelni. A teljesitményszabvany hisz javasolt referen-
ciaanyagdnak (1. tdbldzat) felhaszndldsdval torténd értékelés sordn a javasolt hasonlé vagy moédositott eljards dltal
elért megbizhatGsdgi és pontossagi értékeknek hasonlénak kell vagy jobbnak kell lenniiik a hitelesitett referencia-
modszer (VRM) ugyanezen értékeinél (2. tdbldzat) (2) (16). Az elérendd pontossdgi és megbizhat6sdgi értékek a
figgelék 8-12. bekezdésében taldlhatok. A fiiggelékben kiilonféle kémiai osztdlyokat képvisel§ besorolds nélkiili
(az ENSZ GHS[EU CLP szerint kategéria nélkiili) és besoroldssal rendelkezd (az ENSZ GHS[EU CLP szerinti 2.
kategéridba tartozd) (1) kémiai anyagokat tiintettek fel, hogy a javasolt vizsgdlati mddszer és a hitelesitett
referencia-médszer megbizhatdsdgdt és pontossdgdt (érzékenység, specificitds és Osszesitett pontossdg) Ossze
lehessen hasonlitani. Uj vegyi anyagok vizsgdlatdra torténd alkalmazdsat megel6zden a vizsgdlati médszer megbiz-
hat6sdgat, valamint az ENSZ GHS[EU CLP szerinti 2. kategéridba tartozé irritativ hatdsi anyagok, illetve — az
adatszolgdltatdst igényld szabdlyozdsi kerettd] fiiggSen — az ENSZ GHS[EU CLP szerinti kategéria nélkiili anyagok
helyes azonositdsdra val6 képességét is bizonyitani kell.
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Ezek a teljesitményszabvanyok az EC-ECVAM teljesitményszabvanyon alapulnak (8), és ezeket az osztdlyozdsra és
cimkézésre vonatkozé ENSZ GHS és EU CLP rendszer szerint aktualizaltdk (1) (3). Az eredeti teljesitményszab-
véanyt a hitelesitési vizsgdlat (21) elvégzése utdn hatdroztdk meg, a veszélyes anyagok osztdlyozdsira, csomagold-
sdra és cimkézésére vonatkozé torvényi, rendeleti és kozigazgatdsi rendelkezések kozelitésérdl szolé 67/548/EGK
tandcsi irdnyelvnek a mszaki fejlédéshez torténé huszonnyolcadik hozzdigazitisdrdl sz616, 2001. augusztus 6-i
2001/59/EK bizottsdgi irdnyelvben (') rogzitett unids osztilyozdsi rendszer alapjdn. Mivel a hitelesitési vizsgalat
befejezése és az e vizsgdlati modszer elkészitése kozotti id6szakban az EU étvette (EU CLP) az ENSZ osztélyozdsra
és cimkézésre vonatkozé GHS rendszerét (3), a teljesitményszabvanyt aktualizaltdk (8). Ez az aktualizdlds féként i.
a teljesitményszabvanyban foglalt referenciaanyagok korét, valamint ii.a meghatdrozott megbizhat6sdgi és pontos-
sdgi értékeket érintd vdltozdsokat jelent (2) (23).

REKONSTRUALT EMBERI FELHAMMODELLEN VEGZETT IN VITRO BORIRRITACIOS VIZSGALATOK TEL]ESfT—
MENYSZABVANYA

5.

A teljesitményszabvany a kovetkez8 hdrom elemet foglalja magaban (9):
I. A vizsgélati modszer alapvet§ osszetevoi
II. A referenciaanyagok minimélis listdja

IIl. A megbizhat6sdg és a pontossdg meghatdrozott értékei

L. A vizsgdlati médszer alapvet§ osszetevéi

6.

1L
7.

Ezek egy adott hitelesitett mdodszer azon elengedhetetlen szerkezeti, funkciondlis és procedurdlis elemeit jelentik,
amelyeket a javasolt, technikailag és funkciondlisan hasonlé vagy moédositott mddszer protokolljdnak tartalmaznia
kell. Ezen 6sszetevSk kozé tartoznak a médszer egyedi jellemzdi, dontS fontossdgti procedurdlis részletei, valamint
a minGség-ellendrzési 1épések. A vizsgdlati modszer alapvet§ elemeinek betartdsa elsegiti annak biztositdsat, hogy
a javasolt hasonl6 vagy modositott mdodszer ugyanazokon az elveken alapuljon, mint a vonatkozé hitelesitett
referencia-médszer (9). A vizsgdlati modszer alapvetd oOsszetevdinek részletes ismertetése a vizsgalati modszer
lefrdsdnak 16-21. bekezdésében taldlhatd, és a vizsgdlatot a kovetkezSk szerint kell végezni:

— Altaldnos feltételek (16. bekezdés)
— Funkcionilis feltételek, tobbek kozott:
— életképesség (17. bekezdés),
— barrierfunkci6 (18. bekezdés),
— morfoldgia (19. bekezdés),
— reprodukélhatdsdg (20. bekezdés), valamint

— mindség-ellendrzés (21. bekezdés).

A referenciaanyagok minimadlis listdja

Referenciaanyagokat kell alkalmazni annak megéllapitdsra, hogy a hitelesitett referencia-mddszerekhez szerkeze-
tileg és funkciondlisan igazoltan hasonl, vagy a hdrom hitelesitett mdodszer egyikének kisebb modositdsat képvi-
sel§ javasolt mddszer megbizhatdsdga és pontossdga hasonl6 vagy jobb eredményeket mutat, mint a hitelesitett
referencia-médszeré (2) (8) (16) (23). Az 1. tdbldzatban felsorolt 20 ajdnlott referenciaanyag kozott killonbozd
kémiai osztdlyokat képvisel6 anyagok (vagyis a funkciondlis csoportok alapjdn meghatdrozott kémiai osztalyok)
talalhatok, amelyek a Draize-féle irritdcios pontértékek teljes tartomdnyét lefedik (a nem irritalotdl az erésen
irritdloig). A listdn szereplS vegyi anyagok koziill 10 tartozik az ENSZ GHS[EU CLP szerinti 2. kategéridba, 10
anyag pedig nincs kategéridba sorolva, amelyek koziil 3 az ENSZ GHS szerinti opciondlis 3. kategéridba tartozik.
E vizsgilati modszer szerint az opciondlis 3. kategéridba tartozé anyagok »kategéria nélkiilinek« mindsiilnek. Az
1. tébldzatban felsorolt vegyi anyagokat a hitelesitett referencia-médszer el6hitelesitést kovetd optimalizdcios
fazisdban és hitelesitési vizsgdlata sordn alkalmazott anyagok koziil valasztott dk ki, figyelembe véve a kémiai
funkciot és a halmazdllapotot (14) (18). Ezek a referenciaanyagok képezik azon anyagok minimdlis szdmat,
amelyeket egy javasolt hasonld vagy modositott modszer pontossiginak és megbizhatdsiganak értékeléséhez
fel kell haszndlni, 4j mddszerek kifejlesztéséhez azonban nem szabad alkalmazni. Olyan esetekben, amikor a
listdban szerepl§ anyagok egyike nem hozzaférhetd, alkalmazhaté mds olyan anyag, amelyre vonatkozéan
megfelel§ in vivo referenciaadatok dllnak rendelkezésre, és amelyet elsGsorban a hitelesitett referencia-mddszer
el6hitelesitését kovetS optimalizacios szakaszban vagy a hitelesitési vizsgdlat sordn alkalmazott anyagok kozil kell
kivalasztani. Sziikség esetén a javasolt vizsgalati modszer pontossdganak tovabbi értékeléséhez a referenciaanyagok
minimélis listdja kiegészithet6 mds kémiai osztilyba tartozé és megfeleld in vivo referenciaadatokkal rendelkezd
tovabbi anyagokkal.

() HL L 225, 2001.8.21,, 1. o.
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A hasonlé vagy médositott, rekonstrudlt emberi felhdmon (epidermisz) végzett bdrirriticiés vizsgilati
modszerek pontossigi és megbizhatsdgi értékeinek meghatirozdsdhoz alkalmazand6 referenciaanyagok

1. tdbldzat

minimdlis listdja ()

Veavi CAS-sz4 Halmazélla- | In vivo |VRM in vitro | ENSZ GHS[EU CLP in
cgyt anyag wszam pot eredmény | kategoria vivo kategoria

1-brém-4-klérbutdn 6940-78-9 | folyadék 0 2. kat. kategéria nélkili

dietilftaldt 84-66-2 folyadék 0 kategéria kateg6ria nélkiili
nélkiili

naftalin-ecetsav 86-87-3 szilard 0 kategéria kategoria nélkiili
nélkiili

allil-fenoxi-acetdt 7493-74-5 | folyadék 0,3 kategéria kategéria nélkili
nélkiili

izopropanol 67-63-0 folyadék 0,3 kategéria kategéria nélkiili
nélkiili

4-metil-tio-benzaldehid 3446-89-7 | folyadék 1 2. kat. kategoria nélkiili

metil-szteardt 112-61-8 szildrd 1 kategéria kategéria nélkili
nélkiili

heptil-butirdt 5870-93-9 | folyadék 1,7 kategéria kategéria nélkili
nélkiili

hexil-szalicilat 6259-76-3 | folyadék 2 kategéria kategéria nélkiili
nélkiili

Cinnamaldehid 104-55-2 folyadék 2 2. kat. 2 kategéria nélkiili

(opciondlis 3. kategd-
ria) ()

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

ciklimen-aldehid 103-95-7 folyadék 2,3 2. kat. 2. kat.

1-brémhexdn 111-25-1 folyadék 2,7 2. kat. 2. kat.

2-klérmetil-3,5-dimetil-4-metoxipiridin- 86604-75-3 szilard 2,7 2. kat. 2 2. kat.2

hidroklorid

di-n-propil-diszulfid (?) 629-19-6 folyadék 3 kategdria 2. kat.
nelkiili

kalium-hidroxid (5 %-os vizes oldat) 1310-58-3 folyadék 3 2. kat. 2. kat.

benzoltiol, 5-(1,1-dimetil-etil)-2-metil 7340-90-1 folyadék 3,3 2. kat. 2. kat.

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

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

Tetrakloretilén 127-18-4 folyadék 4 2. kat. 2. kat.

(") A vegyi anyagok kivélasztdsa a kovetkezd kritériumokon alapul: i. az anyag kereskedelmi forgalomban kaphaté; ii. képviseli a
Draize-féle bdrirritacids pontértékek teljes tartomdnydt (a nem irritdl6tél az erésen irritdléig); iii. jol meghatdrozott kémiai
szerkezettel rendelkezik; iv. reprezentativ a hitelesitési folyamat sordn alkalmazott kémiai funkcionalitds tekintetében; és v. nem
rendelkezik rendkiviil toxikus profillal (példdul karcinogén hatdssal vagy reproduktiv toxicitdssal), valamint drtalmatlanitdsa nem jar

problémit jelentd koltségekkel.

(%) Nyulaknadl irritdl6 hatdst vegyi anyagoknak szdmitanak, emberekre azonban megbizhaté bizonyitékok alapjan nincs irritdlé hatdsuk

(31) (32) 33).

(}) Az ENSZ GHS szerint, az EU CLP szabvanyban nem szerepel.
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III. A megbizhatdsdg és a pontossidg meghatirozott értékei

8. A laboratériumok kozott dtadni kivant javasolt hasonlé vagy mddositott médszerek megbizhatosdganak és
relevancidjanak megdllapitdséhoz az 1. tdbldzatban szerepld mind a 20 referenciaanyagot legaldbb hdrom labo-
ratériumban kell vizsgdlni. Ha azonban a javasolt médszert csak egy laboratoriumban kivanjék alkalmazni, akkor
a hitelesitéshez nem sziikséges a tobb laboratériumban végzett tesztelés. Elengedhetetleniil fontos azonban, hogy
ezeket a hitelesitési vizsgalatokat nemzetkozileg elismert, hitelesitéssel foglalkozé testiiletek a nemzetkozi irdny-
elvekkel osszhangban fiiggetleniil értékeljék (9). Mindegyik laboratériumban 20 referenciaanyagot kell vizsgalni
kiilonbozd szovettételekkel végzett hirom fuiggetlen menetben, megfelel§ id6t hagyva az egyes menetek kozott.
Mindegyik menetnek legaldbb hdrom, parhuzamos szovetmintapélddny vizsgdlatdt kell magdban foglalnia a
listdban szerepl§ egyes vegyi anyagok, negativ kontroll és pozitiv kontroll alkalmazdsval.

9. A javasolt médszer megbizhatdsagi és pontossagi értékeinek kiszdmitdsdt az alabbi négy kritérium egyiittes
figyelembevételével kell végezni, biztositva, hogy a megbizhatdsdgot és a relevancidt jellemzd értékek el6re
meghatdrozott és kovetkezetes médon keriiljenek kiszdmitdsra:

1. Csak olyan vizsgalatmenetek adatai vonhatok be a moddszer laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti
variabilitdsdnak és prediktiv értékének (pontossiganak) kiszdmitdsiba, amelyek esetében a teljes vizsgilatsor
lezajlott.

2. Az egyes referenciaanyagok végleges besoroldsdt mindegyik laboratériumban egy teljes vizsgdlatsor kiilonboz6
vizsgalataiban megfigyelt életképesség dtlagértékének felhasznaldsaval kell meghatdrozni.

3. A laboratériumok kozotti variabilitds kiszdmitdsa sordn csak azokra a vegyi anyagokra vonatkozé adatokat
szabad figyelembe venni, amelyek esetében minden résztvevs laboratériumban végrehajtottdk a teljes vizs-
gélatsort.

4. A pontossgi értékek kiszdmitdsat a 20 referenciaanyagra vonatkozodan a killonbozé résztvevs laboratériu-
mokban kapott egyes laboratériumi besoroldsok alapjan kell végezni.

Ebben a szovegosszefiiggésben a vizsgdlatsor adott vizsgalt vegyi anyaggal egy laboratorium éltal elvégzett hirom
fiiggetlen vizsgalatmenetet jelent. A teljes vizsgilatsor egy adott vizsgdlt vegyi anyaggal egyetlen laboratérium
dltal végzett olyan vizsgdlatsort jelent, amelyben mindhdrom vizsgilat érvényes. Ez azt jelenti, hogy egyetlen
érvénytelen vizsgdlatmenet érvénytelenné teszi a hdrom vizsgdlatmenetbdl dll6 sorozat egészét.

Laboratériumon belilli reprodukdlhatdsdg

10. A laboratériumon beliili reprodukalhatdosdg vizsgdlata sordn a hisz referenciaanyag egyetlen laboratériumban
torténd, egymdstdl fuggetlen, kiillonb6zé vizsgalatmenetei sordn kapott besoroldsi eredményeknek (ENSZ GHS/EU
CLP szerinti 2. kategéria vagy kategéria nélkiili) legaldbb () 90 %-os egyezést kell mutatniuk.

Laboratériumok kozétti reprodukdlhatdsdg

11. A laboratériumok kozotti reprodukalhatdsag vizsgdlata nem feltétleniil szitkséges, amennyiben a javasolt vizsgalati
modszer csak egy laboratériumban keriil alkalmazdsra. A laboratériumok kozott dtaddsra keriild moddszerek
esetében a hisz referenciaanyag lehetdleg legaldbb hdrom laboratériumban torténd, egymdstdl fuggetlen, kilon-
boz8 vizsgalatmenetei sordn kapott besoroldsi eredményeknek (ENSZ GHS[EU CLP szerinti 2. kategéria vagy
kategéria nélkiili) legaldbb () 80 %-os egyezést kell mutatniuk.

Prediktiv érték (pontossdg)

12. A javasolt hasonlé vagy modositott moédszer pontossigdnak (érzékenységének, specificitisdnak és Osszesitett
pontossdgdnak) a hitelesitett referencia-modszer pontossdgdhoz hasonlénak, vagy anndl jobbnak kell lennie,
figyelembe véve a vizsgdlt faj esetében a relevancidra vonatkozd kiegészité informdcidkat is (2. tdbldzat). Az
érzékenységnek legaldbb (2) 80 %-osnak kell lennie (2) (8) (23). Van azonban egy tovabbi specifikus el6irds az
in vitro modszer érzékenységére vonatkozdan, amely szerint az in vivo 2. kategéridba tartozé kémiai anyagok koziil
csak az 1-dekanolt és a di-n-propil-diszulfidot sorolhatja be egynél tobb laboratérium tévesen a kategéria nélkiili
csoportba. A specificitdsnak legaldbb (=) 70 %-osnak kell lennie (2) (8) (23). A javasolt in vitro mddszer specifi-
citdsdra vonatkozdéan nincs tovébbi el6irds, vagyis barmely résztvevd laboratérium barmelyik in vivo kategéria
nélkiili kémiai anyagot besorolhatja tévesen, feltéve, hogy a vizsgdlati modszer végleges specificitdsa az elfogadhatd
tartomédnyon beliill marad. Az Osszesitett pontossignak legaldbb (2) 75 %-osnak kell lennie (2) (8) (23). Bér a
hitelesitett referencia-mddszer 1. tdbldzatban szerepld 20 referenciaanyagra vonatkozéan szdmitott érzékenysége
90 %-os, a hasonlé vagy médositott médszerek esetében az érvényesnek mindsiild elSirt minimélis érzékenységi
érték 80 %, mivel az 1-dekanolrdl (hatdrértéken 1év6 anyag) és a di-n-propil-diszulfidrdl (a hitelesitett referencia-
modszerrel dlnegativ eredményt add anyag) egyardnt ismert, hogy embernél nincs irritdl6 hatdsuk (31) (32) (33),
ugyanakkor nytlon végzett vizsgalatok sordn irritdlé hatdstinak bizonyulnak. Mivel az RhE-modelleket humdn
eredetii sejtekbdl épitik fel, eléfordulhat, hogy azok e vegyi anyagok esetében nem jelezik elére az irritdl6 hatdst
(ENSZ GHSJEU CLP szerinti, kategéria nélkiili besorolds).
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2. tdbldzat

A hasonlé vagy médositott moddszerek hitelesitéséhez elSirt prediktiv szenzitivitisra, specificitisra és
oOsszesitett pontossigra vonatkoz6 értékek
Szenzitivitds Specificitds Osszesitett pontossdg
>80 % >70% 275%

A vizsgdlat elfogaddsi kritériumai

13

14.

. Lehetséges, hogy egy vagy tobb vizsgdlt vegyi anyaggal végzett egy vagy tobb vizsgalat az adott vizsgdlt anyag,
illetve a kontrollanyagok tekintetében nem felel meg az elfogaddsi kritériumoknak, vagy a vizsgdlat mds okbdl
nem fogadhat6 el. A hidnyzé adatok pétldsa érdekében mindegyik vizsgdlt vegyi anyag esetében legfeljebb két
tovabbi vizsgélat (ismétlés«) fogadhatd el. Pontosabban, mivel a vizsgdlat ismétlésekor is kell parhuzamos pozitiv
és negativ kontrollt vizsgdlni, minden vizsgalt vegyi anyagesetében legfeljebb két tovabbi vizsgdlatmenet végez-
hetd.

Elképzelhetd, hogy a vizsgdlat megismétlése utdn sem sikeriil minden résztvevé laboratériumban elvégezni minden
referenciaanyag esetében a legaldbb hdrom érvényes vizsgdlatmenetet, ami hidnyos adatmdtrixot eredményez. Ilyen
esetekben a kovetkezd hdrom kritériumnak kell eleget tenni ahhoz, hogy az adatkészleteket elfogadhaténak
lehessen tekinteni:

1. Mind a 20 referenciaanyagndl lennie kell legaldbb egy teljes vizsgalatsornak.

2. Az egyes résztvevs laboratériumokban a vizsgdlatmenetek legaldbb 85 %-dnak hidnytalannak kell lennie (a 20
anyag esetében ez azt jelenti, hogy egyetlen laboratériumban 3 érvénytelen vizsgilatsor megengedett).

3. Legaldbb hdrom laboratériumban az osszes lehetséges vizsgdlatmenet legaldbb 90 %-dnak hidnytalannak kell
lennie (ez 3 laboratériumban vizsgélt 20 anyag esetében azt jelenti, hogy Gsszesen 6 érvénytelen vizsgélatsor
megengedett).”

3. A melléklet a kovetkezs fejezetekkel egésziil ki:

,B.49 IN VITRO CELLULARIS MIKRONUKLEUSZ-VIZSGALAT EMLOSOKON

BEVEZETES

1.

Az in vitro mikronukleusz-vizsgdlat (MNvit vizsgélat) interfzisban 1év8 sejtek citoplazmdjiban mikronukleuszok
(MN) kimutatdsdra szolgdlé genotoxicitdsi vizsgalat. A mikronukleuszok acentrikus (vagyis centromérdval nem
rendelkez8) kromoszémafragmentumokbdl szdrmazhatnak, vagy olyan ép kromoszémdkbdl, amelyek a sejtosz-
todds anafdzisa sordn nem képesek a sejtpolusokra vindorolni. A vizsgdlattal klasztogén és aneugén kémiai
anyagok (anyagok és keverékek) (1) (2) aktivitdsa mutathaté ki osztddo sejteken, a vizsgdlt anyaggal torténd
expozicié sordn vagy azt kovetSen. Ez a vizsgdlati mddszer egyardnt lehet6vé teszi az aktin-polimerizdciot
gdtlé citokalazin-B-t (citoB) tartalmazd és nélkil6z8 protokollok haszndlatit. A citoB célzott mitézist megel6z6
hozzdaddsa az egy mitotikus cikluson dtesett sejtek esetében lehetévé teszi a mikronukleuszok gyakorisdgdnak
azonositasat és szelektiv analizisét, mivel ezek a sejtek kétmagviak (3) (4). Ez a vizsgélati modszer a citokinézis-
gatldst nem alkalmazd protokollok haszndlatdt is lehetévé teszi, feltéve, hogy a vizsgalt sejtpopuldcié mitdzisa
bizonyithaté.

Amellett, hogy MNvit vizsgdlat alkalmazhaté a mikronukleuszokat indukdl6 vegyi anyagok (anyagok vagy keve-
rékek) azonositdsdra, a citokinézis-gatlds alkalmazdsa, a kinetochorok immunkémiai jelolése, illetve a centroméra/
teloméra probak hibridizdcidja (fluoreszcens in situ hibridizacié (FISH)) arrdl is informdciokat nydjthat, hogy
milyen mechanizmussal tortént a kromoszomasériilés és a mikronukleusz-képzédés (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11)
(12) (13) (14) (15) (16). A jelolést és a hibridizdcids technikdkat akkor lehet haszndlni, ha fokozddik a mikro-
nukleusz-képz8dés, és a vizsgdld személy szeretné megillapitani, hogy ez a fokozddas klasztogén és/vagy aneugén
hatdsra jott-e létre.

A mikronukleuszok olyan kdrosoddst jeleznek, amely dtkeriilt az utddsejtekbe, mig a metafdzisban 1év4 sejtekben
taldlt kromoszomaaberrdciok nem feltétleniil oroklédnek. Mivel az interfizisos sejtben 1évé mikronukleuszok
viszonylag objektivan vizsgdlhatok, a laboratériumi személyzetnek csupdn azt kell meghatdroznia, hogy a sejtek
testek-e osztoddson, és hogy hdny sejt tartalmaz mikronukleuszt. Ennek kovetkeztében a prepardtumok
viszonylag gyorsan értékelhetSk, és a vizsgdlat automatizdlhatd. Ez a gyakorlatban kezelésenként tobb széz helyett
tobb ezer sejt értékelését teszi lehet6vé, novelve a vizsgdlat erejét. Végiil megdllapithat6, hogy mivel a mikronuk-
leuszok lemaradé kromoszomdkbdl keletkezhetnek, lehetséges olyan aneuploididt indukélé anyagok azonositésa,
amelyeket a hagyomdnyos kromoszémaaberracios vizsgalatokkal, példdul az OECD 473. vizsgélati irinymutatdsa
(e melléklet B.10. fejezete) szerint nehéz vizsgalni (17). Az MNvit vizsgalat ugyanakkor specidlis technikak, példaul
a 2. bekezdésben leirt FISH alkalmazdsa nélkiil nem teszi lehet6vé a poliploididt okozé és a klasztogén hatdst
vegyi anyagok elkiilonitését.
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Az MNvit vizsgilat in vitro mddszer, amelyet jellemz&en humdn és rdgesdld eredetli tenyésztett sejteken alkal-
maznak. Mivel aneugén és klasztogén hatdsii anyagok egyardnt kimutathatéak, széleskorii alapot biztosit a kromoszé-
makdrosit hatds in vitro vizsgilatihoz.

Az MNvit vizsgdlat szamos kiilonféle sejttipus esetében, valamint citoB jelenlétében és hidnydban is megbizhaté és
hatékony. Az MNvit vizsgdlat hitelességét kiilonbozs ragesdldsejtvonalak (CHO, V79, CHL/IU és L5178Y) és
humdn limfocitdk alkalmazdsdval nyert nagy mennyiségii adat tdmasztja ald (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24)
(25) (26) (27) (28) (29) (30) (31). Ezek kozé tartoznak killonosen a Société Francaise de Toxicologie Génétique
(SFTG) dltal koordinalt nemzetkozi hitelesitési tanulmdnyok (18) (19) (20) (21) (22) és a genotoxicitds vizs-
gélatdval foglalkoz6é nemzetkozi mdhely (International Workshop on Genotoxicity Testing) jelentései (4) (16).
A rendelkezésre dll6 adatokat az Eurdpai Bizottsig Alternativ Modszerek Validdldsdval Foglalkozd Eurdpai
Kozpontja (ECVAM) is ujraértékelte egy, a bizonyitékok stlydt mérlegel§ retrospektiv hitelesitési vizsgdlatban,
és a vizsgédlati mddszert az ECVAM tudoményos tandcsad6 bizottsdga (ESAC) tudomdnyosan hitelesitett modszer-
ként jovahagyta (32) (33) (34). A humdn TK6 limfoblasztoid sejtvonal (35), HepG2 sejtek (36) (37) és sziriai
aranyhorcsog-embrio elsGdleges sejtjeinek (38) felhaszndldsat is leirtdk, bar ezeket hitelesitési vizsgdlatok sordn
nem hasznaljak.

FOGALOMMEGHATAROZASOK

6.

Az alkalmazott fogalmak meghatdrozasa az 1. fiiggelékben talalhato.

KIINDULASI MEGFONTOLASOK

7.

Az in vitro végrehajtott vizsgdlatok rendszerint sziikségessé teszik a metabolikus aktivalds valamilyen exogén
forrdsdnak haszndlatdt, kivéve, ha a sejtek metabolizdljadk a vizsgélt anyagokat. A kiils§ metabolikus aktivicids
rendszer nem utdnozza teljesen az in vivo koriilményeket. Ugyelni kell az olyan kériilmények elkeriilésére, amelyek
mihibaként a bels§ mutagenitdst nem titkr6z6 pozitiv eredményekhez vezetnének, és amelyek olyan tényezdkbdl
adédhatnak, mint példdul a pH vagy az ozmolalitds jelentSs véltozdsai vagy a citotoxicitds magas szintje (39) (40)
(41). Amennyiben a vizsgdlt vegyi anyag a hozzdaddsakor véltozdst idéz el a kozeg pH-jdban, akkor a pH-t —
lehetSleg a torzsoldat pufferoldsdval — tgy kell bedllitani, hogy a térfogatok minden vizsgilt koncentraci6 és
minden kontroll esetében azonosak maradjanak.

A mikronukleuszok indukdldsdnak vizsgdlatdhoz elengedhetetlen, hogy a kezelt és a nem kezelt tenyészetekben
egyarant mit6zis menjen végbe. A mikronukleuszok szdmoldsihoz az a leginformativabb szakasz, amikor a sejt a
vizsgalt anyaggal végzett kezelés sordn vagy utdn egy mitdzison esett t.

A VIZSGALAT ELVE

9.

10.

A humdn vagy eml6s eredetdi sejttenyészeteket metabolikus aktivicié exogén forrdsdnak jelenlétében és anélkil
egyarant kiteszik a vizsgdlt anyag hatdsinak, kivéve, ha megfelel6 metabolizdlo képességgel rendelkezd sejteket
haszndlnak. A pdrhuzamos olddszeres/vivGanyagos (VC) és pozitiv kontrollanyagok (PC) minden vizsgdlathoz
hozzatartoznak.

A vizsgdlt anyaggal végzett expozicié sordn vagy utdn a sejteket elegendd ideig kell tenyészteni ahhoz, hogy
kromoszéma- vagy orsokdrosodds johessen létre, és ez az interfizisban 1év sejtekben mikronukleuszok képzé-
déséhez vezessen. Az aneuploidia indukdldsdhoz a vizsgilt anyagnak a mitdzis sordn a szokott médon jelen kell
lennie. A mikronukleuszok jelenlétét a begytijtott és megfestett, interfizisban 1évé sejtekben vizsgdljak. Idedlis
esetben a mikronukleuszokat csak azokban a sejtekben kell megszdmolni, amelyek a vizsgdlt anyaggal tortént
expozicié sordn vagy — ha van ilyen — az expozicié utdni id8szakban estek at mitdzison. A citokinezis-gatloval
kezelt tenyészetekben ezt tgy érjiik el, hogy csak a kétmagvii sejteket értékeljiik. Citokinezis-gdtlé hidnyaban
fontos annak bizonyitdsa, hogy a vizsglt sejtek valoszindleg sejtosztoddson estek dt a vizsgdlt anyaggal végzett
expozicié sordn vagy utdn. Minden protokoll esetében fontos bizonyitani, hogy a sejtproliferdci6 a kontroll és a
kezelt tenyészetekben egyarant végbement, és a mikronukleuszok szdmoldsahoz hasznalt tenyészetekben (vagy a
parhuzamos tenyészetekben) meg kell dllapitani a vizsgdlt anyag altal kivaltott citotoxicitds vagy citosztazis
mértékét.

A VIZSGALAT LEIRASA

El6késziiletek

11

. Humén periférids vérbdl szdrmazd tenyésztett primer limfocitdk (5) (19) (42) (43) és bizonyos rdgesdlod sejt-

vonalak, példdul a CHO, V79, CHL/IU és L5178Y sejtek alkalmazhatok (18) (19) (20) (21) (22) (25) (26) (27) (28)
(30). Egyéb sejtvonalak és sejttipusok alkalmazdsat a vizsgdlat sordn mutatott teljesitményiik alapjdn, az Elfogad-
hatésdgi kritériumok cimd részben leirtak szerint kell indokolni. Mivel a mikronukleusz-képz3dés alapgyakorisiga
befolydsolja a vizsgdlat érzékenységét, ezért alacsony, stabil mikronukleusz-képz8dési gyakorisdggal rendelkezd
sejttipusok alkalmazdsa javasolt.
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12. A limfocitdk kinyeréséhez a humén periférids vért fiatal (koriilbelil 18-35 éves), egészséges, nem dohdnyzd
személytdl kell venni, akir6l nem ismert, hogy az utébbi idében genotoxikus vegyi anyagoknak vagy sugdrha-
tasnak lett volna kitéve. Amennyiben tobb donortdl szdrmazé sejteket egyiitt hasznélnak fel, akkor a donorok
szdmdt meg kell adni. A mikronukleusz-képz8dés gyakorisiga az életkor eldrehaladtéval fokozodik, és ez a
tendencia a n6knél ersebb, mint a férfiakndl (44), igy ezt a donorsejtek gytjtésre torténd kivélasztdsa sordn
figyelembe kell venni.

TenyésztSkozegek és tenyésztési koriilmények

13. A tenyészetek fenntartdsdhoz megfeleld tenyésztSkozeget és inkubdldsi kortilményeket (tenyésztSedényeket, CO,-
koncentraciét, h6mérsékletet és paratartalmat) kell biztositani. Az igazolt sejtvonalakndl és torzseknél rutinszertien
ellendrizni kell a modalis kromoszomaszdm stabilitdst és a mikoplazma-fert6zés hidnyat, és amennyiben a
modalis kromoszémaszdm megvéltozott, nem szabad felhaszndlni a tenyészetet. A vizsgildlaboratériumban a
tenyésztéshez alkalmazott normdl sejtciklus idejének ismertnek kell lennie. Amennyiben citokinezis-gdtldsi
lizalni kell, és bizonyitottnak kell lennie, hogy az adott koncentraci6 az értékeléshez megfeleld szdmi kétmagva
sejtet eredményez.

Tenyészetek készitése

14. Igazolt sejtvonalak és torzsek: a torzstenyészetbdl szarmazé sejteket széleszteni kell, majd tdpkozegben, olyan
denzitdsban kell tenyészteni, hogy az egy rétegben nové tenyészetek (monolayerek) ne valjanak egybefiiggévé, és a
szuszpenzids tenyészetek ne érjenck el tdlzott denzitdst a begydjtés el6tt, majd 37 °C hémérsékleten inkubdlni

kell.

15. Limfocitdk: a vizsgdlt anyaggal és a citoB-vel valé expozicié el6tt véralvaddsgatloval (példdul heparinnal) kezelt
teljes vért vagy izoldlt limfocitdkat tenyésztiink valamilyen mitogén anyag, példdul fitohemagglutinin (PHA)
jelenlétében.

Metabolikus aktivacid

16. Megfelels endogén metabolikus kapacitdssal nem rendelkezd sejtek haszndlata esetén exogén metabolizalé rend-
szereket kell alkalmazni. A leggyakrabban haszndlt rendszer egy kofaktorral kiegészitett posztmitokondridlis
frakcié (S9), amelyet enziminduktor szerekkel, példdul Aroclor 1254-gyel (45) (46) vagy fenobarbiton és f-
naftoflavon kombindci6jdval (46) (47) (48) (49) kezelt rdgcsdlok mdjdbol dllitanak elS. Ez utébbi kombindcio
nem sérti a kornyezetben tartésan megmarad6 szerves szennyezd anyagokra vonatkozd Stockholmi Egyezményt
(50) és a kornyezetben tartdsan megmaradd szerves szennyezd anyagokrdl sz6l6 850/2004[EK rendeletet (66), és
a vegyes funkci6jii oxiddzok indukcidja terén ugyanolyan hatékonynak bizonyult, mint az Aroclor 1254 (46) (47)
(48) (49). Az S9 frakciot a végleges vizsgdlati tenyészt6kozegben dltaldban az 1-10 % (vfv) kozotti koncentraci-
Otartomdnyban alkalmazzdk. A metabolikus aktivdcids rendszer jellemz6i fiigghetnek a vizsgdlt kémiai anyag
csoportjdtdl, és bizonyos esetekben megfelels lehet tobb S9 koncentrdcié alkalmazésa.

17. A humén vagy rdgcsilé eredeti aktivdlé enzimeket termel, géntechnolégidval eldllitott sejtvonalak kikiiszobol-
hetik az exogén metabolikus aktivdcis rendszer alkalmazdsdnak sziikségességét, és alkalmazhatdk vizsgdlathoz.
Ilyen esetekben az alkalmazott sejtvonalra vonatkozé dontésnek — példéul a vegyes funkciji oxiddzoknak a
vizsgalt anyag metabolizmusdban betoltott szerepe (51), valamint az ismert klasztogén és aneugén hatdsd anya-
gokra adott vélaszreakcijuk alapjan — tudoményosan megalapozottnak kell lennie (ldsd az Elfogadhatdsdgi
kritériumokra vonatkozé kiilon részt). Szem el6tt kell tartani, hogy a vizsgdlt anyagot a termelt vegyes funkcidji
oxiddz(ok) nem metabolizdlhatjdk, ellenkez8 esetben ugyanis a negativ eredmények nem jelentenék azt, hogy a
vizsgalt anyag nem indukélja mikronukleuszok képzsdését.

A vizsgdlt anyag el6készitése

18. A szildrd halmazallapott vegyi anyagokat a sejtek kezelése el6tt olddszerben vagy vivGanyagban kell feloldani, és
szitkség esetén higitani kell. A folyékony anyagokat kozvetlentil is lehet a vizsgdlati rendszerhez adagolni és/vagy a
kezelés el6tt higithatok. Gdznemd vagy illékony vegyi anyagok a szabvdnyos protokoll megfelel6 médositdsaval
vizsgalhatok, ilyen lehet példdul, hogy az anyagok kezelését légmentesen lezdrt edényekben kell végezni (52) (53).
A vizsgélt anyagbdl friss készitményeket kell alkalmazni, kivéve, ha a stabilitdsi adatok a tdrolds elfogadhatdsagat
bizonyitjak.

Vizsgdlati koriilmények
Oldészerek|vivBanyagok

19. Az oldészer|vivéanyag nem léphet reakciéba a vizsgdlt anyaggal, és nem befolydsolhatja a sejtek tilél6képességét
vagy az S9 aktivitdsinak fennmaradasat az alkalmazott koncentrdciéban. Ha nem jol bevdlt olddszert/vivéanyagot
(példaul viz, sejttenyésztékozeg, dimetil-szulfoxid) alkalmaznak, akkor a vilasztott szer alkalmazdsit a vizsgdlt
anyaggal valé kompatibilitdst és a genotoxicitds hidnydt mutaté adatokkal kell alitdmasztani. Amennyiben lehet-
séges, el@szor valamilyen vizes olddszer[vivéanyag haszndlatat kell megfontolni.
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CitoB alkalmazdsa citokinezis-gatloként

20. Az MNvit vizsgélat teljesitményét illetSen az egyik legf6ébb szempont annak biztositdsa, hogy az értékelt sejtek a
kezelés sordn vagy — ha volt ilyen — a kezelés utdni inkubdcids periédusban mitdzison essenek dt. A citokinezis
gatldsdra a legelterjedtebben alkalmazott szer a citoB, mivel gdtolja az aktin kapcsol6ddsdt, ezzel megakadilyozza
az utbdsejtek mitdzis utdni szétvaldsdt, ami kétmagva sejtek képzddéséhez vezet (5) (54) (55). A mikronukleuszok
szdmoldsa ezért azokra a sejtekre korldtozhat6, amelyek a kezelés sordn vagy utdna dtestek a mitdzison. A vizsgalt
anyag 4ltal a sejtproliferdcié kinetikdjdra gyakorolt hatds parhuzamosan mérheté. A citoB akkor alkalmazandd
citokinezis-gatloként, ha humdn limfocitdkat alkalmazunk, mivel a sejtciklusidék adott tenyészeten belil és
donorok kozott valtozoak lesznek, és nem az osszes limfocita fog reagalni a PHA-ra. Egyéb mddszereket alkal-
mazunk, ha azért vizsgdljuk a sejtvonalakat, hogy meghatdrozzuk, osztédtak-e az értékelt sejtek; ezek aldbb
szerepelnek (ldsd a 26. bekezdést).

21. A citoB megfelel§ koncentricidjit az egyes sejttipusokra vonatkozdan a laboratériumnak kell meghatdrozni annak
érdekében, hogy az olddszerrel/vivéanyaggal kezelt kontroll tenyészetekben megfeleld gyakorisdggal alakuljanak ki
kétmagvii sejtek. A citoB megfeleld koncentricidja dltaldban 3-6 pg/ml.

A sejtproliferdcié és a citotoxicitds mérése, valamint az expoziciés koncentracié kivdlasztdsa

22. A vizsgélt anyag legmagasabb vizsgdland6 koncentracidjdnak meghatdrozdsakor keriilni kell azokat a koncentrd-
cidkat, amelyek mellett dlpozitiv vélaszreakciok alakulhatnak ki, ilyenek példdul a rendkiviili citotoxicitdst kivaltd,
a tenyészt6kozegben kicsapbddst okozd vagy a pH-ban, illetve az ozmolalitisban jelentds valtozasokat okozd
koncentriciok (39) (40) (41).

23. Mérni kell a sejtproliferdciot, és ezdltal meg kell gy6z8dni arrdl, hogy a kezelt sejtek a vizsgélat sordn dtestek a
mitdzison, és hogy a kezeléseket megfelel§ szintd citotoxicitds mellett végezziik (ldsd a 29. bekezdést). A cito-
toxicitdst a metabolikus aktivaciot igényld sejtekben meg kell hatdrozni metabolikus aktivacié mellett és anélkiil is,
a sejtszam relativ novekedése (RICC) vagy a relativ populdciédupldzédds (RPD) alapjan (lasd a 2. fiiggelék
képleteit), kivéve, ha citoB-t alkalmazunk. CitoB alkalmazdsa esetén a citotoxicitds meghatdrozhaté a replikdcios
index (RI) segitségével (a képletet ldsd a 2. fiiggelékben).

24. A tenyészetek citoB-vel torténs kezelése, valamint a tenyészetben taldlhaté egymagvii, kétmagva és tobbmagvii
sejtek relativ gyakorisdgainak mérése pontos médszer a kezelés sejtproliferdciot el6idézs és citotoxikus vagy
citosztatikus hatdsanak mennyiségi meghatdrozdsdra (5), valamint biztositja, hogy csak a kezelés sordn vagy
utdn osztodott sejtek keriiljenek értékelésre.

25. A citoB-vel végzett vizsgalatokban a citosztdzis/citotoxicitds mennyiségi meghatdrozdsa a citokinezis-gatldsi proli-
ferdcids indexbdl (CBPI) (5) (26) (56) végezhetd, vagy tenyészetenként legaldbb 500 sejt RI-jébdl (a képleteket lasd
a 2. fuggelékben) vezethetS le. Amennyiben a sejtproliferdcio értékeléséhez citoB-t alkalmazunk, a CBPI-t vagy az
RI-t tenyészetenként legaldbb 500 sejtbdl kell meghatdrozni. Tobbek kozott ezek a mérések alkalmazhatok a
citotoxicitdsnak a kezelt tenyészetekben és a kontrolltenyészetekben kapott értékek osszehasonlitdsdval torténd
becslésére. A citotoxicitds egyéb markereinek (példdul egybefiigg@ség, sejtszdm, apoptdzis, nekrdzis, metafdzis
szdmoldsa) értékelése szintén hasznos informdcidkat szolgéltathat.

26. A citoB nélkiil végzett vizsgilatokban igazolni kell azt, hogy a tenyészetben értékelt sejtek a vizsgélt anyaggal
végzett kezelés alatt vagy az utdn dtestek az osztéddson, ellenkezd esetében dlnegativ lehet a valaszreakcid. Annak
biztositdsdra, hogy az osztédott sejtek keriiljenek értékelésre, alkalmazhaté példdul a bromodezoxiuridin (BrdU)
beépitése és azt kovetd kimutatdsa az osztddott sejtek azonositdsa érdekében (57), a klonképzdédés, amikor
immortalizdlt sejtvonalat kezelnek és értékelnek in situ tdrgylemezen, mikroszkép haszndlatdval (proliferdcios
index, [PI]) (25) (26) (27) (28), illetve a relativ populdciédupldzodds (RPD), a sejtszdm relativ novekedése (RICC)
vagy egyéb bizonyitott igazolt médszerek (16) (56) (58) (59) (a képleteket ldsd a 2. fuggelékben). A citotoxicitds
vagy citosztdzis egyéb markereinek (példdul egybefiiggdség, sejtszdm, apoptdzis, nekrodzis, metafdzis szdmoldsa)
értékelése szintén hasznos informécidkat szolgéltathat.

27. Legaldbb hdrom elemezhet$ vizsgdlati koncentriciot kell értékelni. Ennek érdekében sziikséges lehet nagyobb
szamd, egymdshoz kozeli koncentracidkkal végezni a kisérletet, és a mikronukleusz-képzddést a megfelel tarto-
ményba es§ citotoxicitdst eredményez8 koncentrdciok alkalmazdsdval elemezni. Egy madsik lehetséges stratégia
szerint elGzetes citotoxicitdsi vizsgalatot kell végezni és ezzel lesziikiteni a tartomdnyt a végleges vizsgdlathoz.

28. A legmagasabb koncentraciéval 55 + 5 %-os citotoxicitds el8idézését kell megcélozni. Nagyobb koncentraciok a
citotoxicitds masodlagos hatdsaként kromoszomakdrosoddst idézhetnek el§ (60). Amennyiben citotoxicitds 1ép fel,
a kivélasztott koncentrdcioknak le kell fedni az 55 + 5 %-os citotoxicitdstdl kezdve a kisfokd citotoxicitdson 4t a
citotoxicitdst nem okozé koncentrdcidk tartomdnyat.
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29. Amennyiben citotoxicitds vagy kicsapodds nem figyelhetd meg, akkor a legmagasabb vizsgalt koncentrdcionak
0,01 M-nak, 5 mg/ml-nek vagy 5 pl/ml-nek kell megfelelnie, attdl fiiggSen, hogy melyik a legalacsonyabb érték. A
vizsgalathoz kivdlasztott koncentraciok kozott dltaldban nem lehet 10-nél nagyobb tdvolsdg. Olyan vizsgalt
anyagok esetében, amelyek meredek koncentricié-vélasz gorbével rendelkeznek, szitkséges lehet kisebb kiilonb-
ségeket hagyni a vizsgélt anyag koncentrdcidi kozott, hogy a kozepes és alacsony toxicitdsi tartomdnyban 1évg
tenyészetek is értékelésre keriiljenek.

30. Amennyiben az oldhatésdg korldtozé tényezd, akkor a maximalis koncentréciénak — ha nem korldtozza citoto-
xicitds — azt a legalacsonyabb koncentraciot kell vélasztani, amely mellett csak minimdlis precipititumok ldthatok
a tenyészetekben, feltéve, hogy nem zavarjdk az értékelést. A precipitdcié értékelését példdul fénymikroszk6pos
modszerrel kell végezni, figyelembe véve azokat a precipitditumokat, amelyek a tenyésztés sordn tartdsan
megmaradtak vagy ekkor (a kezelés végéig) jelentek meg.

Kontrollok

31. Minden kisérletben egyidejtleg pozitiv és olddszeres|vivGanyagos kontrollokat is vizsgalni kell, metabolikus akti-
véldssal és anélkiil is.

32. A pozitiv kontrollok azért szitkségesek, hogy igazoljuk az alkalmazott sejtek és a vizsgélati protokoll alkalmas-
sdgat a klasztogén és aneugén hatdsii anyagok azonositdsira, valamint az S9 készitmény metabolikus képes-
ségének megerdsitésére. A pozitiv kontrollnak a mikronukleusz-képzédés ismert induktordt olyan koncentrdci-
6ban kell tartalmaznia, amely a hattérértékekben varhatéan kismértékd, de reprodukdlhaté novekedést okoz, és
hatdsok egyértelmdek legyenek, de a kiértékel§ szdmdra ne drulkodjanak azonnal a kddolt targylemezek tartalmd-
rol.

33. A metabolikus kompetencia és a vizsgalati rendszer klasztogén anyagok kimutatdsara valé képességének igazold-
sdra egyarant metabolikus aktivaciot igényl6 klasztogén anyagokat (példdul ciklofoszfamid; benzo[a]pirén) kell
alkalmazni. Indokolt esetben mds pozitiv kontroll is alkalmazhatd. Mivel a metabolikus aktivaciot igénylS egyes
pozitiv kontrollok bizonyos kezelési koriilmények mellett, illetve bizonyos sejtvonalakban exogén metabolikus
aktivacié nélkiil is aktivak lehetnek, ezért a metabolikus aktivicié sziikségességét, valamint az S9 prepardtum
aktivitdsat a kivdlasztott sejtvonalban és a kivélasztott koncentrdciok mellett kell vizsgdlni.

34. Jelenleg nem ismert olyan aneugén hatdsi anyag, amely genotoxikus aktivitdsdhoz metabolikus aktivacidt
igényelne (16). Az aneugén aktivitds vizsgalata sordn alkalmazando jelenleg elfogadott pozitiv kontroll példdul
a kolhicin és a vinblasztin. Mds vegyi anyagok is alkalmazhaték, amennyiben a mikronukleuszok képzddését
kizdrolag, vagy elsGdlegesen aneugén hatdsuk révén indukdljak. Annak elkeriilésére, hogy metabolikus aktivdcid
nélkiil két pozitiv kontrollt (a klasztogén és az aneugén hatds vizsgdlatdra) kelljen alkalmazni, az aneugenitds
vizsgélata sordn alkalmazott kontroll S9 nélkiil szolgilhat pozitiv kontrollként, a klasztogén hatds vizsgilatidhoz
alkalmazott kontroll pedig haszndlhaté az alkalmazott metabolikus aktivélé rendszer megfelelGségének vizsgdla-
téra. Az S9 prepardtumot nem igényld sejtekben a klasztogén és az aneugén hatds vizsgdlatdhoz egyardnt sziik-
séges pozitiv kontrollt alkalmazni. A javasolt pozitiv kontrollokat a 3. fiiggelék tartalmazza.

35. Megfontolhaté a vegyi anyag csoportjahoz tartozd porzitiv kontroll haszndlata, amennyiben a megfelel§ vegyi
anyagok rendelkezésre dllnak. Az alkalmazott pozitiv kontrolloknak meg kell felelniiik a sejttipusnak és az
aktivdlds koriilményeinek.

36. Minden begytijtési id6pontban olddszeres|vivGanyagos kontrollokat kell alkalmazni. Ezenfeliil kezeletlen negativ
kontrollt (amelyben nincs olddszer|vivBanyag) szintén alkalmazni kell, kivéve, ha rendelkezésre dllnak olyan
publikdlt vagy a laboratériumban nyert régebbi kontrolladatok, amelyek igazoljak, hogy a vilasztott olddszer
az alkalmazott koncentrciéban nem idéz el§ genotoxikus vagy egyéb drtalmas hatdsokat.

VIZSGALATI ELJARAS
A kezelés iitemterve

37. A sejtciklus meghatdrozott fizisaban haté aneugén, illetve klasztogén anyagok azonositdsi valoszindségének
maximalizdldsa érdekében fontos, hogy a sejtciklusok valamennyi fézisa sordn megfelel§ szdmu sejtet kezeljiink
a vizsgdlt anyaggal. A kezelés iitemterve a sejtvonalak és primer sejttenyészetek esetében ezért valamelyest elérthet
a limfocitdkétdl, amelyek mitogén stimuldciét igényelnek ahhoz, hogy megkezdddjon a sejtciklus; ennek tdrgyaldsa
a 41-43. bekezdésekben szerepel (16).

38. Az elméleti megfontoldsok a publikalt adatokkal egyiitt (18) azt mutatjdk, hogy a legtobb aneugén és klasztogén
anyagot rovid, 3-6 6rds kezelési iddszak alkalmazdsival — S9 jelenlétében vagy hidnydban — lehet kimutatni,
amelyet a vizsgdlt anyag eltdvolitdsa és 1,5-2,0 sejtciklusnyi szaporoddsi idGszak kovet (6). A sejteket a kezelés
kezdetétdl vagy végétSl szamitva a normdl sejtciklus (vagyis a kezeletlen sejtek sejtciklusa) korilbelil 1,5-2,0-
szeresének megfelel§ idS elteltével kell begytijteni (ldsd az 1. tdbldzatot). A begytjtési vagy visszanyerési id6k
meghosszabbithatok, amennyiben ismert vagy feltételezhetd, hogy a vizsgdlt anyag befolydsolja a sejtciklus idejét
(példdul nukleozidanaldgok vizsgdlata soran).
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39

40

. Az S9 prepardtumok tenyésztett emlGssejtek esetében tapasztalhaté potencidlis citotoxicitdsa miatt a normdl
sejtciklus-id6 1,5-2,0-szeresének megfelel6 meghosszabbitott expozicios kezelést kizardlag S9 hidnyaban végez-
nek. Meghosszabbitott kezelés esetén lehetdség kindlkozik a sejtek vizsgdlt vegyi anyaggal torténd kezelésének
citoB hidnydban vagy jelenlétében torténd végzésére. Ezeknek a vélasztdsi lehetGségeknek azokban a helyzetekben
van jelentGségiik, amikor problémdt jelenthet a vizsgdlt anyag és a citoB kozotti lehetséges kolcsonhatds.

. A sejtek kezelésének javasolt titemtervét az 1. tdbldzat mutatja be. Ezek az dltaldnos kezelési iitemtervek a vizsgélt

modosithatéak. Minden kezelésnek az exponencidlis szaporodds iddszakdban kell kezdSdnie és véget érnie. Ezeket
az ttemterveket a kovetkezd, 41-47. bekezdések mutatjak be részletesebben.

1. tdbldzat

A sejtek kezelésének és begyiijtésének ideje az MNvit vizsgdlat esetében

CitoB-vel kezelt limfocitdk, | + S9 A sejteket 3—6 Ordn dt S9 jelenlétében kezeljiik;

primer sejtek és sejtvonalak

eltavolitjuk az S9-et és a kezelési kozeget;
friss kozeget és citoB-t adunk hozzd;

a normdl sejtciklus 1,5-2,0-szeresének elteltével begydijtjiik a sejte-
ket.

-9 A sejteket 3—6 ordn at kezeljik;
Rovid expozicié | eltdvolitjuk a kezelési kozeget;
friss kozeget és citoB-t adunk hozzd;

a normdl sejtciklus 1,5-2,0-szeresének elteltével begydijtjiik a sejte-

ket.

-S9 »Ac lehet6ség: A sejteket a normdl sejtciklus 1,5-2-szeresének

Meghoszszabbi- megfelel§ ideig citoB jelenlétében kezeljitk;

tott expozicié | az expoziciés id6 végén begyijtjik a sejteket.

»Be lehetdség: A sejteket a normdl sejtciklus 1,5-2-szeresének
megfeleld ideig kezeljiik;

eltavolitjuk a vizsgalt anyagot;

friss kozeget és citoB-t adunk hozzd;

a normdl sejtciklus 1,5-2,0-szeresének elteltével begydijtjiik a sejte-
ket.

CitoB nélkiil kezelt sejtvonalak
(Megegyezik a fentebb ismertetett kezelési titemtervvel, azzal a kivétellel, hogy citoB hozzdaddsira nem keriil sor)

CitoB-vel kezelt limfocitdk, primer sejtek és sejtvonalak

41

42.

43.

. Limfocitdk esetében a leghatékonyabb moédszer, ha a vizsgdlt anyaggal torténd expozicidt a PHA-stimuldcié utdn
44-48 oraval kezdjiik, amikorra a ciklusszinkronizacié madr eltiinik (5). Az elsé vizsgdlat sordn a sejteket 3—-6 ordn
at, S9 hidnydban és jelenlétében kezeljitk a vizsgdlt anyaggal. Eltavolitjuk a kezelési kozeget, citoB-t tartalmazd
friss kozeggel potoljuk, majd a normdl sejtciklus 1,5-2,0-szeresének megfelels id6 elteltével begyfjtjiik a sejteket.

Amennyiben a rovid (3-6 6rés) kezeléssel végzett mindkét els§ vizsgélat negativ vagy kétes eredményd, akkor
meghosszabbitott expozicids id6vel, S9 nélkiil Gjabb kezelést végziink. Kétféle kezelési lehetSség 4l rendelkezésre,
amelyek mindegyike egyformén elfogadott. Stimuldlt limfocitdk esetében, amelyeknél az exponencidlis szaporodasi
fazis a stimuldciét kovetd 96. 6rdtdl csokkenhet, megfelelébb lehet az »A« lehetdség szerint eljdrni. Ezenfelil a »B«
lehetGség esetében a sejttenyészeteknek a végleges mintavétel idSpontjdig nem szabad egybefiiggdvé vélniuk.

— »Ac lehet@ség: A sejteket a normdl sejtciklus 1,5-2,0-szeresének megfelel§ ideig kezeljitk a vizsgdlt anyaggal,
majd a kezelési id6 végén begyiijtjiik.

— »B« lehetGség: A sejteket a normadl sejtciklus 1,5-2,0-szeresének megfeleld ideig kezeljik a vizsgdlt anyaggal.
Eltévolitjuk a kezelési kozeget és friss kozeggel pétoljuk, majd a normdl sejtciklus 1,5-2,0-szeresének
megfelel§ tovabbi idGszak elteltével begydijtjitk a sejteket.

A primer sejteket és sejtvonalakat a limfocitdkhoz hasonlé médon kell kezelni, azzal a kivétellel, hogy a PHA-val
44-48 6ran 4t végzett stimuldcié nem sziikséges. A limfocitdktdl eltérd egyéb sejtek esetében az expoziciét agy
kell végezni, hogy a vizsgilat befejezésének id6pontjdban a sejtek még a szaporodds logaritmikus fizisaban
legyenek.
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CitoB nélkiil kezelt sejtvonalak

44

45

46.

A

. A sejteket 3—6 6rdn dt, S9 jelenlétében és hidnyaban kell kezelni. Eltdvolitjuk a kezelési kozeget és friss kozeggel
pétoljuk, majd a normdl sejtciklus 1,5-2,0-szeresének megfelelS id§ elteltével begydjtjiik a sejteket.

. Amennyiben a rovid (3-6 6rds) kezeléssel végzett mindkét els6 vizsgalat negativ vagy kétes eredményd, akkor
meghosszabbitott expozici6s iddvel Gjabb kezelést végziink (S9 nélkiil). Kétféle kezelési lehetdség all rendelkezésre,
amelyek mindegyike egyformdn elfogadott:

— »Ac lehetdség: A sejteket a normdl sejteiklus 1,5-2,0-szeresének megfelel§ ideig kezeljitk a vizsgélt anyaggal,
majd a kezelési id6 végén begyijtjiik.

— B« lehetdség: A sejteket a normal sejtciklus 1,5-2,0-szeresének megfeleld ideig kezeljitk a vizsgdlt anyaggal.
Eltavolitjuk a kezelési kozeget és friss kozeggel potoljuk, majd a normél sejtciklus 1,5-2,0-szeresének
megfelel§ tovabbi iddszak elteltével begydijtjitk a sejteket.

Az egy rétegben nové tenyészetekben (monolayerek) a 3-6 drds kezelés végén mitotikus sejtek (ismertetGjegyiik,
hogy alakjuk kerek, és levdlnak a felszinrdl) lehetnek jelen. Mivel ezek a mitotikus sejtek konnyen levdlnak, a
vizsgalt anyagot tartalmazé kozeg eltdvolitdsakor elveszhetnek. Ugyelni kell arra, hogy a tenyészetek dtmosdsakor
osszegytjtsik ezeket a sejteket, és visszahelyezziik a tenyészetbe, ezdltal a begydjtéskor ne veszitsiink el mité-
zisban 1év8 és a mikronuleusz-képz6dés kockdzatdnak kitett sejteket.

tenyészetek szdma

két parhuzamos tenyészetet kell alkalmazni. Amennyiben a parhuzamos tenyészetek kozott a kordbbi laboratd-
riumi adatok alapjin csak minimdlis eltérések igazolhatok, elfogadhaté lehet egy tenyészet alkalmazdsa. Egy
tenyészet alkalmazdsa esetén javasolt nagyobb szami koncentracidkat vizsgalni.

A sejtek begyljtése és a metszet elkészitése

48

49.

. A begytjtést és a feldolgozdst minden tenyészetnél kiilon kell végezni. A sejtek el6készitéséhez hozzatartozhat a
hipoténids kezelés, ez a 1épés azonban nem sziikséges, ha a sejtek megfelel§ szétteritése egyéb mddon is elérhetd.
A metszetkészités sordn kilonbozd technikdk alkalmazhatok, amennyiben ezek az értékeléshez j6 mindségi
sejtprepardtumokat eredményeznek. A sejt citoplazmdjit meg kell tartani, hogy ki lehessen mutatni a mikronuk-
leuszokat és (a citokinezis-gatldsi modszer esetén) megbizhatan azonositani lehessen a kétmagvi sejteket.

A metszetek kiilonboz6 médszerekkel festhet6k meg, példdul Giemsa vagy fluoreszkdloé DNS-specifikus festé-
kekkel (59). DNS-specifikus festék (példdul akridin narancs (61) vagy Hoechst 33258 plusz pironin-Y (62))
hasznélatdval kikiiszobolhet6k a nem DNS-specifikus festékkel jaré bizonyos mithibdk. A mikronukleuszok
tartalmdnak (kromoszéma/kromoszémafragmentum) azonositdsira antikinetokor antitestek, pancentromérds
DNS-prébakkal végzett FISH vagy pancentroméra-specifikus primerekkel végzett in situ jelolés, illetve megfelel§
DNS-kontrasztfestés alkalmazhatd, amennyiben a mikronukleuszok keletkezésének mechanizmusira vonatkozé
informdcidkra van szitkség (15)(16). A klasztogén és aneugén hatdsti anyagok megkilonboztetésére egycb,
korabban hatékonynak bizonyult mddszerek is alkalmazhatok.

Elemzés

50

51

. A mikroszképos elemzés el6tt az Gsszes metszetet, koztikk az olddszeres[vivéanyagos metszeteket és a kontr-

ollokat is egymadstdl fliggetleniil kell kddolni. A kédolt mintdk hitelesitett, automatikus flow citometridval vagy
képelemzési rendszerrel is elemezhetSk.

. A citoB-vel kezelt tenyészetekben a mikronukleusz-képz8dés gyakorisigit koncentrdcionként legaldbb 2 000

kétmagvii sejt értékelésével (tenyészeteként legaldbb 1 000 kétmagvi sejt; két tenyészet koncentrdcioként) kell
vizsgdlni. Ha csak egy tenyészetet alkalmazunk, akkor az adott tenyészetbdl koncentracioként legaldbb 2 000
kétmagvii sejtet kell értékelni. Ha az egyes koncentrdcidkban tenyészetenként 1 000-nél vagy — egy tenyészet
alkalmazdsa esetén — 2 000-nél jelentdsen kevesebb kétmagvi sejt dll rendelkezésre, és nem mutathaté ki a
mikronukleuszok szdémdnak jelentSs novekedése, akkor vizsgélatot szitkség szerint tobb sejt vagy kevésbé toxikus
koncentraciok alkalmazdséval meg kell ismételni. Ugyelni kell arra, hogy nem szabad olyan kétmagvii sejteket
értékelni, amelyek szabélytalan alakdak vagy amelyeknél nagyobb méretdi a két mag, tovdbbd nem szabad Gssze-
téveszteni a rosszul szétteritett sejteket a tobbmagva sejtekkel. A kettdnél tobb f6 magot tartalmazé sejteknél nem
szabad vizsgdlni a mikronukleuszokat, mivel a ezekben a sejtekben magasabb lehet a mikronukleusz-képz3dés
héttérgyakorisdga (63) (64). Egymagvi sejtek értékelése elfogadhatd, amennyiben a vizsgélt anyagrél bebizonyo-
sodott, hogy interferdl a citoB aktivitdsdval.
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52. A citoB nélkiil vizsgdlt sejtvonalakban a mikronukleusz-képz6dés gyakorisdgdt koncentracionként legaldbb 2 000
sejt értékelésével (tenyészetenként legaldbb 1 000 sejt; két tenyészet koncentracioként) kell vizsgdlni. Ha koncent-
rdcionként csak egy tenyészetet alkalmazunk, akkor az adott tenyészetbdl legaldbb 2 000 sejtet kell értékelni.

53. Amennyiben citoB-t alkalmazunk, a sejtproliferdcio értékelése érdekében tenyészetenként legaldbb 500 sejtbdl meg
kell hatdrozni a CBPI-t vagy az RI-t (lasd 2. fiiggelék). Amennyiben a kezeléseket citoB hidnydban végzik,
elengedhetetlen annak bizonyitdsa, hogy az értékelt sejtek osztddtak, amint ezt a 24-27. bekezdések is targyaltak.

Elfogadhatdsdgi kritériumok

54. A vizsgilati modszerben lefrt MNvit tesztet alkalmazni kivdné laboratériumnak igazolnia kell, hogy metabolikus
aktivicioval és anélkiil, megbizatéan és pontosan ki tudja mutatni az ismert aneugén és klasztogén hatdsi
anyagokat, valamint az ismert negativ vegyi anyagokat a 3. fiiggelékben felsorolt referenciaanyagok alkalmazdsa-
val. Amennyiben a vizsgdlatot citoB haszndlata nélkiil végzik, akkor a vizsgdlati médszer helyes elvégzésének
aldtdmasztdsdra a laboratériumnak igazolnia kell, hogy a mikronukleusz-képzddés vizsgélatdhoz értékelt sejtek egy
magosztdddson dtestek.

55. Referenciaanyagként torténd alkalmazdsra a 3. fuggelékben szerepld vegyi anyagok javasoltak. Helyettesit6 vagy
tovabbi vegyi anyagok is alkalmazhatdk, ha ezek ismert hatdstak, és ugyanolyan hatdsmechanizmussal indukaljdk
a mikronukleusz-képzddést, tovabbd igazoltan relevansak az MNvit eljirdssal vizsgdland6 vegyi anyagok szem-
pontjabdl. Ezt olyan hitelesitési vizsgalat elvégzésével lehet indokolni, amelyhez az anyagok széles korét alkal-
mazzdk vagy a vizsgdlt vegyi anyag kémiai csoportja vagy a vizsgdlt kdrosodds mechanizmusa alapjan egy sziikebb
korre sszpontositanak.

56. Az olddszeres|vivGanyagos kontrollnak és a kezeletlen tenyészeteknek reprodukalhatéan alacsony és kovetkezetes
mikronukleusz-képzédési gyakorisagot kell produkalniuk (a 11. bekezdésben azonositott sejttipusok esetében
dltaldban 5-25 mikronukleusz/1 000 sejt). Az egyéb sejttipusok esetében a valaszreakcidk eltérd tartomdnyokba
eshetnek, amelyeket a sejtek MNvit vizsgalathoz torténd alkalmazdsanak hitelesitésekor meg kell hatdrozni. A
historikus kontrolltartomdnyok megallapitdsahoz a negativ kontroll, az oldészer és a pozitiv kontroll adatait kell
felhaszndlni. A vizsgdlat sordn pdrhuzamosan értékelt negativ kontrollok/pozitiv kontrollok megfelel@ségének
megitéléséhez ezeket az értékeket kell felhasznalni.

57. Amennyiben a vizsgilati protokollon kisebb véltoztatdsokat terveznek (példdul manudlis értékelés helyett auto-
matikus; 4j sejttipus haszndlata), akkor ahhoz, hogy a médositott protokollt haszndlatra elfogadhaténak lehessen
tekinteni, a véltoztatds utdn igazolni kell a vizsgdlat hatékonysdgdt. A hatékonysdg igazoldsa magdba foglalja
annak bizonyitdsdt, hogy a kromoszématorés, valamint a szdm feletti vagy hidnyzé kromoszémdk kimutathatok,
és a vizsgdlandd kémiai anyagok adott csoportjdval vagy anyagok széles korével a vizsgdlat megfelel§ pozitiv vagy
negativ eredményeket ad.

ADATOK ES JELENTES
Eredmények kezelése

58. Amennyiben a citokinezis-gatldsi technikdt alkalmazzuk, a mikronuleusz-képz3dés indukcibjnak értékelése sordn
(a mikronukleuszok sejtenkénti szdmdtdl fuggetleniil) csak a mikronukleuszokkal rendelkezd kétmagvi sejtek
gyakorisdgdt haszndljuk fel. Az egy, két vagy tobb mikronukleusszal rendelkezd sejtek pontozdsa hasznos infor-
mécidval szolgdlhat, de nem kotelezd.

59. Egyidejtileg az Osszes kezelt, illetve olddszeres|vivGanyagos kontroll tenyészet esetében meg kell hatdrozni a
citotoxicitds ésfvagy a citosztdzis paramétereit is (58). Amennyiben a citokinezis-gatldsi médszert alkalmazzuk,
a kezelt és kontrolltenyészetek esetében a sejtcikus késésének mutatéjaként ki kell szdimolni a CBPI-t vagy az RI-t.
CitoB nélkill végzett vizsgalatokndl az RPD-t, az RICC-t vagy a PI-t kell alkalmazni (ldsd a 2. fuggeléket).

60. Meg kell adni a tenyészetre vonatkozd egyedi adatokat. Ezenkiviil tdbldzatos formdban az Gsszes adatot dssze kell

foglalni.

61. Az MNvit vizsgdlatban a mikronukleusz-képz8dést indukdlé vegyi anyagok azért valthatnak ki ilyen hatdst, mert
kromoszématorést, kromoszomavesztést vagy a kett§ egyiittesét idézik eld. Annak vizsgdlatdra, hogy a mikro-
nukleusz-képz8dés indukcidja klasztogén ésfvagy aneugén hatds eredménye-e, antikinetokor antitestekkel, centro-
méraspecifikus in situ probdkkal vagy egyéb médszerekkel végzett tovabbi elemzések alkalmazhatok.

Az eredmények értékelése és értelmezése

62. Egyértelmtien pozitiv vagy negativ eredmény esetén nincs elGirva tovabbi vizsgilattal végzend§ igazolds. A kétes
eredmények tisztdzhaték — a vizsgélat vak jellegének fenntartdsa érdekében — az oOsszes tenyészetbdl vett Gjabb
1000 sejt vizsgalatdval. Ha ezzel a mddszerrel nem lehet egyértelmd eredményre jutni, akkor tovabbi vizsgala-
tokat kell végezni. A nyomonkovetési kisérletek sordn mérlegelendd a vizsgdlati paraméterek moédositdsa a vizs-
gélati paraméterek tartomdnydnak sziikség szerinti novelésével vagy csokkentésével. A modosithaté vizsgalati
paraméterek kozé tartozik a vizsgdlt koncentrdciok killonbsége, a sejtek begytjtésének iddzitése ésfvagy a meta-
bolikus aktivici6 koriilményei.
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63. A porzitiv eredmény kimondésinak szdmos feltétele van, példdul a mikronukleuszokat tartalmazé sejtek szdméban
bekovetkezett koncentraciofiiggs vagy statisztikailag szignifikins novekedés. Elséként mérlegelendé az eredmé-
nyek bioldgiai relevancidja. A vélaszreakci6 bioldgiai jelentGségének értékelésekor témpontot adhat annak mérle-
gelése, hogy a megfigyelt értékek a kontrollokkal kapott régebbi eredmények tartomanyédba esnek-e. A vizsgélati
eredmények értékelése sordn segitségként megfelel§ statisztikai mddszerek alkalmazhaték (65). A statisztikai
probak eredményeit azonban a dézis-valasz Osszefiiggés figyelembevételével kell értékelni. A reprodukélhatésdgot
és a régebbi adatokat szintén figyelembe kell venni.

64. Bar a legtobb kisérlet egyértelmd pozitiv vagy negativ eredményeket fog hozni, bizonyos esetekben el6fordul,
hogy a rendelkezésre dll6 adatok alapjan nem lehet a vizsgdlt anyag aktivitdsdval kapcsolatban egyértelmten alldst
foglalni. El6fordul, hogy az eredmények tovabbra is tobbféleképpen magyardzhatok vagy megkérddjelezhetSk
maradnak fiiggetleniil attdl, hogy hdny alkalommal ismételik meg a kisérletet.

65. Az MNvit vizsgalattal kapott pozitiv eredmény azt jelzi, hogy a vizsgélt anyag tenyésztett emlGssejtekben kromo-
szOmatorést vagy kromoszomavesztést indukdl. A negativ eredmények azt jelzik, hogy az alkalmazott vizsgélati
koriilmények kozott a vizsgélt anyag tenyésztett emlGssejtekben nem idéz el kromoszématoréseket és/vagy szdm
feletti kromoszoémakat vagy kromoszémahidnyt.

Vizsgdlati jelentés

66. A vizsgélati jegyz6konyvnek legaldbb a kovetkezd informdciokat kell tartalmaznia, amennyiben azok a vizsgélat
lefolytatdsa szempontjdbdl relevnsak:

Vizsgdlt vegyi anyag:

— azonositasi adatok, valamint a CAS nyilvdntartdsi szdm és EU-szdm,

— fizikai jelleg és tisztasdg,

— a vizsgilat elvégzése szempontjabdl relevins fizikai-kémiai tulajdonsdgok,

— a vizsgdlt vegyi anyag reaktivitdsa az olddszerrel/vivGanyaggal vagy a sejttenyészethez alkalmazott tdpkozeggel,

Olddszer /vivéanyag:
— az olddszer|vivBanyag kivalasztdsdnak indokldsa,

— a vizsgdlt anyag oldhatdsdga és stabilitdsa az olddszerben/vivGanyagban,

Sejtek:

— az alkalmazott sejtek tipusa és eredete,

— az alkalmazott sejtek alkalmassaga,

— adott esetben a mikoplazma-fert6zottség hidnya,

— a sejtciklus hosszdra, a dupldzddasi iddre, illetve a proliferdcids indexre vonatkozé informdcidk,

— limfocitak alkalmazdsa esetén adott esetben a véradok neme, életkora és szdma,

— limfocitdk alkalmazdsa esetén meg kell adni, hogy teljes vér vagy szepardlt limfocitdk expozicidja tortént-e,
— adott esetben az dtoltdsok szdma,

— adott esetben a sejttenyészetek fenntartdsdra alkalmazott modszerek,

— modalis kromoszémaszam,

— a normdl (negativ kontroll) sejtciklusidg,

Vizsgdlati koriilmények:

— amennyiben alkalmaznak citokinezis-gatlé anyagot, annak megnevezése (példaul citoB), illetve koncentraci6ja
és a sejtek expozici6janak idGtartama,

— a koncentrdciok kivalasztdsdnak és a tenyészetek szdmdnak indokldsa, beleértve a citotoxicitdsi adatokat és az
oldhatésdgra vonatkozé korlatokat, ha rendelkezésre dllnak,
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— kozegek oOsszetétele, adott esetben a CO,~koncentrécid,

a vizsgdlt anyag koncentrdcioi,

a hozzdadott vivSanyag és vizsgdlt anyag koncentrdci6ja (és[vagy térfogata),
inkubaciés hémérséklet és id6,

a kezelés id6Startama,

a kezelés utdni begytjtés idGpontja,

adott esetben sejtstirtiség a leoltdskor,

a metabolikus aktivdl6 rendszer tipusa és Gsszetétele, ideértve az elfogadhatdsagi kritériumokat,
pozitiv kontrollanyagok és negativ kontrollok,

az alkalmazott metszetkészitési modszer és festési technika,

a mikronukleusz azonositdsdnak kritériumai,

a vizsgdlt sejtek szdma,

a citotoxicitds mérésére alkalmazott mddszerek,

a citotoxicitds szempontjabdl 1ényeges kiegészit6 informaciok,

a pozitiv, negativ és kétes vizsgdlati eredmény kritériumai,

az alkalmazott statisztikai elemzési mddszer(ek),

sziikség esetén annak meghatdrozdsdra alkalmazott mddszerek, hogy a mikronukleuszok teljes kromoszo-
madkat vagy csak kromoszomatoredékeket tartalmaznak,

Eredmények:

— a citokinezis-gdtldsi mddszer esetében az alkalmazott citotoxicitds mérése, példdul CBPI vagy RI meghatd-

rozdsdval; citokinezis-gdtldsi médszerek alkalmazdsa nélkil az RICC, RPD vagy PI meghatdrozdsa; szikség
esetén egyéb megfigyelések, példaul a sejtek egybefiiggésége, apoptézis, nekrézis, metafizis szamolds,
kétmagvu sejtek el6forduldsi gyakorisaga,

a precipitdci6 jelei,

a kezelési kozeg pH-jdra és ozmolalitdsdra vonatkozd adatok, amennyiben meghatdrozdsra keriiltek,

az elemzéshez elfogadhat sejtek meghatdrozdsa,

az egymagvu, kétmagvi és tobbmagvi sejtek megoszldsa, amennyiben citokinezis-gdtldsi modszert alkalma-
zunk,

a mikronukleuszokkal rendelkezé sejtek szima minden kezelt és kontrolltenyészetre megadva, valamint adott
esetben annak meghatdrozdsa, hogy kétmagvi vagy egymagvi sejtben taldlhatok-e,

amennyiben lehetséges, a koncentricié-véilasz Gsszefiiggés,
a parhuzamos negativ (olddszeres|vivGanyagos) kontroll és pozitiv kontroll kémiai adatai,

a negativ (olddszeres|vivanyagos) kontroll és pozitiv kontroll historikus kémiai adatai a tartomanyokkal,
atlagokkal, szérdssal és konfidenciaintervallummal (példdul 95 %) egyiitt,

statisztikai elemzés; p-értékek, ha meghatdrozdsra keriiltek.

Az eredmények tdrgyaldsa

Kévetkeztetések
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1. fiiggelék
Fogalommeghatdrozisok

Aneugén: olyan anyag vagy folyamat, amely a mitdzissal vagy meidzissal torténd sejtosztodasi ciklus elemeivel koleson-
hatdsba 1épve a sejtek vagy organizmusok aneuploididjit eredményezi.

Aneuploidia: barmilyen eltérés a normdlis diploid (vagy haploid) kromoszémaszdmtdl, amely lehet egy vagy tobb szdm
feletti vagy hidnyz6 kromoszéma, nem tartozik viszont ide a teljes kromoszémakészlet tobbszorozédése (poliploidia).

Apoptdzis: programozott sejthaldl olyan 1épések sordn keresztiil, amelyek a sejt membranhoz kotott részecskékre
torténd szétesését eredményezik; a részecskék ezutdn fagocitézissal és endocitézissal keriilnek eltdvolitdsra.

Sejtproliferdcid: a sejtek szdmdanak novekedése mitotikus sejtosztédéssal.

Centroméra: A kromoszéma DNS-ének azon része, ahol a két kromatida Gsszeér, és amelyhez a két kinetokor oldal-
irdinyban kapcsolddik.

makdarosoddsokat okoz.

Citokinezis: a mitdzist kozvetleniil kovetd sejtosztodési folyamat, amelynek eredményeként két utddsejt képzddik egy-
egy sejtmaggal.

Citokinezis-gdtldsi proliferdcids index (CBPI): a kezelt populdcioban tapasztalhaté masodszor osztédd sejtek ardnya a
kezeletlen kontrollhoz képest (a képletet ldsd a 2. figgelékben).

Citosztdzis: a sejtszaporodds gétldsa (a képletet ldsd a 2. fuiggelékben).

Citotoxicitds: a sejt szerkezetét vagy miikodését kdrositd hatdsok, amelyek végsG soron sejthaldlt idéznek eld.
Genotoxikus: dltaldnos kifejezés, amely magéba foglalja a DNS- vagy kromoszémakarosodds valamennyi tipusat, koztitk
a toréseket, adduktok képzddését, atrendezédéseket, mutdcidkat, kromoszémaaberrdciokat és aneuploididt. A genoto-
xikus hatds nem minden tipusa eredményez mutdcidkat vagy stabil kromoszémakarosodast.

Interfdzisban 1évG sejtek: azok a sejtek, amelyek nincsenek a mitdzis fazisaban.

Kinetokor: protein tartalmi struktdra, amely a kromoszoma centroméra részén épiil fel, és amelyhez az orsérostok a
sejtosztodds sordn kotSdnek, lehet6vé téve a lednykromoszomdk szabélyos mozgdst az utddsejtek pdlusaihoz.

Mikronukleuszok: kis magvak, amelyek a sejtmagtol kiilon, azon feliil talalhatok a sejtekben, és a mitdzis vagy meidzis
telofazisa sordn, lemaradé kromoszomatoredékek vagy teljes kromoszémék révén képzddnek.

Mitdzis: a sejtmag osztoddsa, amely dltaldban profazisra, prometafdzisra, metafdzisra, anafizisra és telofdzisra oszthatd
fel.

Mitotikus index: a metafazisban 1év§ sejtek ardnya osztva a sejtpopuldcioban megfigyelt sejtek Gsszes szdmdval; az adott
populdcidban a sejtproliferdcié fokat jelzi.

Mutagén: orokletes elvdltozdst idéz el a génekben 1évé DNS-bdzispar szekvencidban vagy szekvencidkban vagy a
kromoszomdk szerkezetében (kromoszdmaaberrdciok).

Nondiszjunkcio: a kromatidpdrok nem valnak szét, és kiiloniilnek el a kifejl6dé utddsejtekbe, rendellenes kromoszo-
maszdmmal rendelkezd utddsejteket eredményezve.

Poliploidia: ellentétben a csak egyetlen kromoszomdt vagy bizonyos kromoszémdkat érinté szdmbeli rendellenes-
ségekkel (aneuploidia), poliploidia esetében a teljes kromoszomakészlet(ek) szdmbeli rendellenessége 4ll fenn.

Proliferdcids index (PI): a citotoxicitds mérésére haszndlhaté mddszer olyan esetekben, amikor nem alkalmaznak citoB-t

(a képletet lasd a 2. fiiggelékben).

A sejtszdm relativ novekedése (RICC): a citotoxicitds mérésére haszndlhaté modszer olyan esetekben, amikor nem alkal-
maznak citoB-t (a képletet ldsd a 2. fiiggelékben).

Relativ populdciddupldzédds (RPD): a citotoxicitds mérésére haszndlhaté mddszer olyan esetekben, amikor nem alkal-
maznak citoB-t (a képletet ldsd a 2. fuggelékben).

Replikdcids index (RI): a kezelt tenyészetben tapasztalhat6 sejtciklusok ardnya a kezeletlen kontrollhoz képest, az
expozicios iddszakban és a helyredllds idGszakdban (a képletet ldsd a 2. fiiggelékben).

Vizsgdlt vegyi anyag (mds néven vizsgdlt anyag): Barmely anyag vagy keverék, amelyet ezzel a vizsgalati modszerrel
vizsgdlnak.
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2. fiiggelék
A citotoxicitds értékelésére szolgilé képletek

1. CitoB alkalmazdsa esetén a citotoxicitds értékelését a citokinezis-gdtlasi proliferdcids index (CBPI) vagy replikdcios
index (RI) alapjdn kell végezni (16) (58). A CBPI a citoB-expozicié idGszaka alatt megmutatja a sejtenkénti sejtcik-
lusok 4tlagos szdmdt, igy alkalmazhaté a sejtproliferdcié kiszdmitdsdra. Az RI a kezelt tenyészetekben a sejtmagok
viszonylagos szdmdt mutatja meg a kontroll tenyészetekhez képest, igy alkalmazhaté a %-os citosztdzis kiszamitd-
sdra:

%-os citosztazis = 100 — 100{(CBPI; — 1) + (CBPIc - 1)}
valamint:

T
C

1l

a vizsgdlt vegyi anyaggal kezelt tenyészet
vivBanyagos kontrolltenyészet

ahol:

((egymagvi sejtek szdma) + (2 x kéétmagvi sejtek szima) + (3 x tobbmagvi sejtek szdma))

CBPI = : v ke
(sejtek szdma Osszesen)

Tehdt az 1-es CBPI (az Osszes sejt egymagvi) 100 %-os citosztdzisnak felel meg.

Citosztazis = 100 — RI

RI — ((kétmagvii sejtek szdma) + (2 x tobbmagva sejtek szdma)) + (sejtek Osszes szdma) < 100
"~ ((kétmagvi sejtek szdma) + (2 x tobbmagvi sejtek szdma)) + (sejtek sszes szima).

T = kezelt tenyészetek
C = kontrolltenyészetek

2. Tehat az 53 %-os RI azt jelenti, hogy a kontroll tenyészetben kétmagvi és tobbmagvii sejtekké osztodott sejtek
szdmahoz képest a kezelt tenyészetben ennek csak 53 %-a osztédott, vagyis a citosztdzis 47 %-os.

3. Amennyiben citoB-t nem alkalmaznak, a citotoxicitds értékelésére a sejtszdm relativ novekedése (RICC) vagy a
relativ populdciédupldzédds (RPD) ajdnlott (58), mivel mindkét mddszer figyelembe veszi az osztédott sejtpopuldcio
ardnyiét.

(a sejtszam novekedése a kezelt tenyészetekben (végso — kiinduldsi))

RICC = x 100

(a sejtszdm novekedése a kontrolltenyészetekben (végso — kiinduldsi))

(a populdci6 dupldzbddsdnak szdma a kezelt tenyészetekben)

RPD = x 100

(a populdci6 duplézddésdnak szdma a kontrolltenyészetekben)

ahol:
Populdciéduplazédas = [log (kezelés utdni sejtszam + kiinduldsi sejtszdm)] + log 2
4. Tehdt az 53 %-os RICC vagy RPD 47 %-os citotoxicitdst/citosztazist jelez.

5. Proliferdciés index (PI) alkalmazdsdval a citotoxicitds az 1 sejtbdl (cl1), 2 sejtbdl (c12), 3-4 sejtbdl (cl4) és 5-8
sejtbdl (cl8) 4ll6 telepek megszdmldldsdval hatdrozhaté meg.

(1 xcll) + (2xcl2) + (3 xcl4) + (4 xcl8))
(cll + cl2 + cl4 + cI8)

Pl =

6. A PIt a citotoxicitds értékes és megbizhatd paramétereként alkalmazzdk a citoB nélkiil in situ tenyésztett
sejtvonalak esetében is (25) (26) (27) (28).
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3. fiiggelék

A teljesitmény értékeléséhez ajinlott referenciaanyagok (')

Kategéria Vegyi anyag CAS-szdm EU-szdm
1. Metabolikus aktivacié nélkil is aktiv klasztogének
Citozin-arabinozid 147-94-4 205-705-9
Mitomicin C 50-07-7 200-008-6
2. Metabolikus aktivaciot igényld klasztogének
Benzo(a)pirén 50-32-8 200-028-5
Ciklofoszfamid 50-18-0 200-015-4
3. Aneugén anyagok
Kolhicin 64-86-8 200-598-5
Vinblasztin 143-67-9 205-606-0
4. Negativ anyagok
Di-(2-etilhexil)-ftalat 117-81-7 204-211-0
Nalidixsav 389-08-2 206-864-7
Pirén 129-00-0 204-927-3
Nétrium-klorid 7647-14-5 231-598-3

(") A referenciaanyagok a hasznélatra ajdnlott vegyi anyagokat képviselik. A referenciaanyagok listdjdban szerepl vegyi anyagok akkor

helyettesithet6k vagy egészithet6k ki, ha azok hatdsa ismert, ugyanolyan hatdsmechanizmussal indukaljdk a mikronukleusz-képz6-
dést, és igazoltan relevansak az MNvit eljdrdssal vizsgdlandé vegyi anyagok szempontjdbdl. A céltdl fiiggSen olyan hitelesitési
vizsgilat végzése is indokolhatja ezt, amelyhez az anyagok széles korét alkalmazzdk vagy a vizsgdlt anyag kémiai csoportja vagy
a vizsgdlt kdrosodds mechanizmusa alapjan egy sztikebb korre dsszpontositanak.

B.50. BORSZENZIBILIZACIO: LOKALIS NYIROKCSOMO-VIZSGALATI MODSZER (LLNA): DA

BEVEZETES

1.

Az OECD vegyi anyagok vizsgdlatira vonatkozé irdnymutatdsait és az unibs vizsgdlati moédszereket idénként
feliilvizsgdljdk a tudomdnyos fejlédés, a valtozé szabdlyozdsi igények és dllatjoléti megfontoldsok fényében. A
bérszenzitizdcié egereknél torténd meghatdrozdsara szolgdld els§ vizsgdlati modszer (B.42.), a lokdlis nyirok-
csomé-vizsgdlat (LLNA; az OECD 429. vizsgélati irdinymutatdsa) dtdolgozdsra keriilt (1). Az LLNA hitelesitésének
részleteit és az ezzel kapcsolatos munka dttekintését publikdltak (2)(3)(4)(5)(6)(7)(8)(9). Az LLNA sordn a limfo-
citdk proliferdciéjanak mérése radioizotépos timidin vagy jod alkalmazdsdval torténik, ezért amennyiben a radio-
aktiv anyagok beszerzése, haszndlata vagy drtalmatlanitdsa problémat jelent, a vizsgalat csak korldtozottan alkal-
mazhaté. Az LLNA: DA (a Daicel Chemical Industries, Ltd. fejlesztése) az LLNA nem radioaktiv valtozata, amely az
adenozin-trifoszfit (ATP) tartalom mennyiségi meghatdrozdsat biolumineszcencia Gtjdn végzi, amely alkalmazhaté
a limfocitaproliferdcié indikdtoraként. Az LLNA: DA vizsgilati modszert egy szakért6kbdl dllo nemzetkozi érté-
kel testiilet hitelesitette, vizsgélta feliil és ajanlotta olyan mddszerként, amely a bérszenzitizdciot okozd, illetve
nem okozd vegyi anyagok meghatdrozdsara bizonyos megkotésekkel hasznosnak tekinthetd (10) (11) (12) (13). A
vizsgalati modszer célja a vegyi anyagok (anyagok és keverékek) bérszenzibilizdlo hatdsdnak dllatoknal torténd
felmérése. E melléklet B.6. fejezete és az OECD 406. vizsgélati irdnymutatdsa tengerimalac-vizsgdlatokat alkalmaz,
nevezetesen a tengerimalac-maximizacids modszert és Bithler-vizsgdlatot (14). Az LLNA (e melléklet B.42. fejezete;
az OECD 429. vizsgdlati irdnymutatdsa) és a két nem radioaktiv moédositott eljirds, az LLNA: DA (e melléklet
B.50. fejezete; az OECD 442. A. vizsgalati irdnymutatdsa) és az LLNA: BrdU-ELISA (e melléklet B.51. fejezete; az
OECD 442. B. vizsgilati irdnymutatdsa) egyardnt elény6sebb a B.6. fejezetben és az OECD 406. vizsgalati irdny-
mutatdsdban (14) szerepl$ tengerimalac-vizsgdlatnal abbdl a szempontbdl, hogy kevesebb dllat hasznalatdt igényli
és kiméletesebb.

Az LLNA-hoz hasonléan az LLNA: DA is a bdrszenzibilizdcié indukcids fézisit vizsgalja, és a dozis-valasz
értékelésére alkalmas mennyiségi adatokat szolgaltat. Emellett azaltal, hogy a bérszenzibilizdlé anyagokat a
DNS radioaktiv jelolése nélkiil lehet kimutatni, a munka sordn kikiiszobolhetd a radioaktivitdsnak vald kitettség,
valamint a hulladék drtalmatlanitdsinak problémdja. Ez viszont az egerek nagyobb ardnyd hasznalatdt jelentheti a
bérszenzibilizdlé anyagok kimutatdsdra, ami a bérszenzibilizdlé képesség vizsgdlata sordn tovabb csokkenthetné a
tengerimalacok haszndlatdt (pl. B.6. fejezet; az OECD 406. vizsgélati irdnymutatdsa) (14).

FOGALOMMEGHATAROZASOK

3.

Az alkalmazott fogalmak meghatdrozdsa az 1. fiiggelékben taldlhaté.



2012.7.20.

Az Eurépai Unié Hivatalos Lapja

L 193/47

KIINDULASI MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

4.

Az LLNA: DA egy médositott LLNA mddszer, amely bizonyos korldtozdsok mellett a potencidlis bdrszenzibilizdlo
vegyi anyagok azonositdsdra szolgdl. Ez nem feltétleniil jelenti azt, hogy az LLNA vagy a tengerimalac-vizsgélat
(lasd B.6. fejezet, az OECD 406. vizsgdlati irdinymutatdsa) (14) helyett minden esetben az LLNA: DA-t kell
alkalmazni, inkdbb azt, hogy ez a vizsgdlati médszer ugyanolyan hasznos, és olyan alternativ médszerként
alkalmazhatd, amely esetében a pozitiv és negativ eredmények dltaliban mdr nem igényelnek tovdbbi megerdsitést
(10) (11). A vizsgdlat elvégzése el6tt a vizsgdld laboratériumnak a vizsgdlt anyagrél rendelkezésre allo Osszes
adatot figyelembe kell vennie. Ezen informdciok kozé tartozik a vizsgdlt anyag azonositdsa, kémiai szerkezete,
fizikai-kémiai tulajdonsdgai, valamint a vizsgdlt anyaggal kordbban végzett in vitro vagy in vivo toxicitdsi vizs-
gélatok eredményei és a szerkezetileg rokon vegyi anyagok toxikoldgiai adatai is. Mindezen informéciok figye-
lembevételével donthetd el, hogy az LLNA: DA médszer alkalmazhaté-e a vizsgdlt anyag esetében (tekintve, hogy
bizonyos vegyianyag-tipusoknal inkompatibilitds dll fenn [ldsd az 5. bekezdést]), és milyen dézist célszerti valasz-
tani a vizsgdlatokhoz.

Az LLNA: DA in vivo mddszer, kovetkezésképpen nem kiiszobolhetd ki vele az allatok felhaszndldsa az allergids
kontakt szenzibilizdlé hatds vizsgélata sordn. Ugyanakkor a tengerimalac-vizsgdlatokhoz képest (B.6. fejezet; az
OECD 406. vizsgdlati irdnymutatdsa) lehet6vé teszi az dllatok ilyen céli felhaszndldsdnak csokkentését (14).
Tovébbd az éllatok kontakt szenzibilizdcids vizsgdlatok sordn torténd felhaszndldsinak modjit tekintve az
LLNA: DA jelentdsen kiméletesebb (kevesebb fdjdalmat és szenvedést okoz), mivel a B.6. fejezet és az OECD
406. vizsgélati irinymutatdsdval ellentétben az LLNA: DA esetében nincs szitkség indukdlt bér-hiperszenzitivitdsi
reakciok elGidézésére. A B.6. fejezetben és az OECD 406. vizsgélati irdnymutatdsdban foglalt méodszerrel (14)
szembeni el6nyei ellenére az LLNA: DA moédszernek vannak bizonyos korlatai, amelyek sziikségessé tehetik a B.6.
fejezetben és az OECD 406. vizsgélati irinymutatdsdban foglaltak alkalmazdsdt (pl. bizonyos fémek vizsgilata,
dlpozitiv eredmények bizonyos bdrirritdlé anyagokkal [példdul bizonyos felilletaktiv anyagokkal] (6) [1, illetve e
melléklet B.42. fejezete], vagy a vizsgélt anyag oldhatdsdga). Tovabbd az olyan funkciondlis csoportokat tartalmazd
anyagcsoportok, illetve anyagok, amelyek potencidlis zavard tényezSként szerepelnek (16) szitkségessé tehetik a
tengerimalac-vizsgélatok (vagyis a B.6. fejezet; az OECD 406. vizsgdlati irinymutatdsa (14)) hasznélatdt. Az LLNA
esetében megdllapitott korldtozdsokat (1, illetve e melléklet B.42. fejezete) az LLNA: DA mddszerre is ajinlott
alkalmazni (10). Ezenkiviil az LLNA: DA mddszer nem feltétleniil alkalmas olyan anyagok vizsgilatdra, amelyek
befolydsoljak az ATP szintjét (példdul ATP-gdtloként haté anyagok) vagy az intracelluldris ATP pontos mérését
(példdul az ATP-t bontd enzimek jelenléte vagy extracelluldris ATP jelenléte a nyirokcsoméban). E meghatérozott
hidnyossagokon kiviil, az LLNA: DA barmilyen anyag vizsgalatdra megfelelS, kivéve, ha ezek az anyagok olyan
tulajdonsdgokkal rendelkeznek, amelyek befolydsoljdk az LLNA: DA pontossdgat. Emellett abban az esetben, ha a
stimuldcids indexre (SI) kapott érték 1,8 és 2,5 kozé esik figyelembe kell venni a hatdrértéken 1évg pozitiv
eredmények lehetdségét is (lisd a 31-32. bekezdést). Ez egy legaldbb 1,8 értékdi stimuldcids indexszel rendelkezd,
44 anyagot magdban foglald hitelesitési adatbdzison alapul (ldsd a 6. bekezdést), amely esetében az LLNA: DA
modszer helyesen azonositotta mind a 32, az LLNA mddszer szerint szenzibilizdlé anyagot, de hibdsan azono-
sitott hdrom anyagot az LLNA mddszerrel nem szenzibilizdloként meghatdrozott, 1,8 és 2,5 kozotti SI-értékkel
(vagyis hatdrértéken 1évé pozitiv) rendelkezé 12 anyagok koziil (10). Mivel azonban az Sl-értékek bedllitisdhoz és
a vizsgilat prediktiv jellemzdinek kiszdmitdsdhoz ugyanazt az adatdllomdnyt alkalmaztak, a megadott eredmények
tulbecsiilhetik a valds prediktiv jellemzdket.

A VIZSGALATI MODSZER ELVE

6.

Az LLNA: DA médszer hétterében az az alapelv 4ll, hogy a szenzibilizdlé anyagok elsGdleges limfocitaproliferaciot
indukdlnak a vizsgdlt anyag alkalmazdsi teriiletének nyirokelvezetésérél gondoskodé nyirokcsomékban. Ez a
proliferdcié ardnyos az alkalmazott allergén dozisival és erdsségével, valamint egyszeri modszert biztosit a
szenzibilizdcié kvantitativ méréséhez. A proliferaciét tigy mérik, hogy a vizsgdlati csoportokban mért dtlagos
proliferdciot osszehasonlitjdk a vivdanyaggal kezelt csoportban mért proliferdcioval. Meghatdrozzdk az egyes kezelt
csoportokban és a parhuzamosan vivGanyaggal kezelt kontrollcsoportokban mért édtlagos proliferdcié ardnyat,
amelyet stimuldciés indexnek (SI) neveznek, és amelynek legaldbb > 1,8-nek kell lennie ahhoz, hogy indokolt
legyen a vizsgdlt anyag potencidlis bérszenzibilizdl anyagként torténd tovabbi vizsgdlata. Az itt leirt eljardsok az
ATP tartalom biolumineszcencidval torténd mérésén alapulnak (az ATP-rél ismert, hogy korreldl az él6 sejtek
szamdval) (17), amely az elvezet§ aurikuldris nyirokcsomoékban 1évé proliferdld sejtek szdmdnak novekedését jelzi
(18) (19). A biolumineszcens médszer sordn alkalmazott luciferdz enzim ATP-bdl és luciferinbdl fény képzsdését
katalizdlja a kovetkezd reakcio lezajldsdval:

ATP + luciferin + 0, —ddQM¥8E s Oyiluciferin + AMP + PP, + CO, + fény

A kibocsdtott fény intenzitdsa linedris Osszefiiggést mutat az ATP koncentrdci6javal, és luminométerrel mérhetd.
A luciferin-luciferdz vizsgalat széles korében alkalmazott, érzékeny médszer az ATP mennyiségi meghatdrozdsara
(20).

A VIZSGALAT LE[RASA

Az dllatfaj kivélasztdsa

7.

Ehhez a vizsgédlathoz az egér a vélasztand6 faj. A LLNA: DA modszerhez a hitelesitési vizsgédlatokat kizdrolag a
CBA[) torzzsel végezték, amely ezért preferdlt torzsnek tekintendd (12) (13). Fatal felndtt nullipara és nem
vemhes ndstény egereket kell haszndlni. A vizsgélat elején az éllatok kordnak 8-12 hétnek kell lennie, az éllatok
testtomege kozott az eltérésnek minimdlisnak kell lennie, és a testtomeg nem haladhatja meg az 4tlagos testtomeg
20 %-at. Ha elegend§ adat 4l rendelkezésre arra nézve, hogy az LLNA: DA mddszerrel kapott vélaszreakciGban
nincsenek jelentds torzs- és/vagy ivarspecifikus kiilonbségek, akkor mds torzsek, illetve him éllatok is alkalmaz-
hatok.
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Az dllatok tartdsinak és etetésének koriilményei

8.

Az egereket csoportosan kell tartani (21), kivéve, ha az egyedenkénti tartdsra megfelel6 tudomanyos indok meriil
fel. A kisérleti allatok tartdsdul szolgdlé helyiség hdmérsékletének 22 °C + 3 °C-nak kell lennie. Noha a helyiség
relativ pdratartalmanak legaldbb 30 %-nak kell lennie, és — a takaritds idGtartamdtdl eltekintve — lehet8ség szerint
nem haladhatja meg a 70 %-ot, a célértéknek 50-60 % kozott kell lennie. A vildgitds legyen mesterséges, 12 ords
vildgos, 12 6rds sotét periddusok valtakozdsdval. Az etetéshez a szokdsos laboratériumi takarmany alkalmazhatd
korldtlan mennyiségi ivéviz biztositdsa mellett.

Az dllatok el8készitése

9.

A

Az dllatokat véletlenszertien valasztjdk ki, majd egyedi azonositoval latjdk el (viszont az dllat fillén semmiféle
azonosité nem alkalmazhatd), és a kezelés megkezdése el6tt legaldbb 5 napig a ketreciikben tartjdk Sket, hogy
hozzészokhassanak a laboratériumi koriilményekhez. A kezelés megkezdése el6tt minden dllatot megvizsgalnak,
hogy meggy6z6djenek arrdl, nincs rajtuk ldthat6 borsériilés.

dézisok elGkészitése

10. A szilird halmazdllapotd vegyi anyagokat az egér fiilén torténd alkalmazds el6tt oldoszerben/vivGanyagban kell

A
11

12.

13.

14.

feloldani vagy szuszpenddlni, és sziikség esetén higitani kell. A folyadék halmazallapoti vegyi anyagokat higitat-
lanul vagy az adagolds el6tt higitott formaban lehet alkalmazni. A nem oldhat vegyi anyagokat, példdul az orvosi
eszkozokben dltaldnosan el6forduld anyagokat megfelel6 olddszerben torténd agressziv extrakcionak kell kitenni,
hogy a vizsgdlat sordn az egér filén vald alkalmazds elStt az Gsszes kivonhatd oOsszetevét feltarjuk. A vizsgdlt
anyagokat naponta kell elkésziteni, kivéve, ha stabilitdsi adatok igazoljdk, hogy a tdrolds elfogadhatd.

megbizhatésig ellenGrzése

. A vizsgilat megfelel6 teljesitményének megfeleld és reprodukalhaté szenzitivitdssal adott valaszreakciokkal torténd

igazoldsdra pozitiv kontrollanyagokat (PK) alkalmaznak olyan szenzibilizdlé tesztanyagként, amelynél a vélaszre-
akci6 mértéke pontosan meghatdrozott. Pozitiv kontroll parhuzamos vizsgdlata ajénlott, mert ez igazolja, hogy a
laboratérium megfelel§ szakértelemmel végzi az egyes vizsgdlatokat, és lehet6vé teszi a laboratériumon beliili és a
laboratériumok kozotti reprodukélhatésdg és 9sszehasonlithatsdg értékelését. Néhany szabélyozé hatdsig szintén
el6irja a pozitiv kontroll minden vizsgdlat sordn torténd alkalmazdsdt, ezért az LLNA: DA mddszer elvégzése el6tt
ajanlott egyeztetni az illetékes hatdsdgokkal. Ennek megfelelGen javasolt a pozitiv kontroll rutinszerti pirhuzamos
vizsgalata, hogy elkeriilhetGek legyenek az olyan tovabbi dllatkisérletek, amelyeket a pozitiv kontrollt csak idGsza-
kosan alkalmazé laboratérium az el6irdsoknak valé megfelelés érdekében végezne (ldsd a 12. bekezdést). A pozitiv
kontrollnak az LLNA: DA mddszerrel olyan expoziciés szint mellett kell pozitiv vélaszreakciot adnia, amely a
negativ kontrollcsoporthoz (NK) képest varhatéan legaldbb 1,8-del noveli a stimuldciés indexet (SI). A pozitiv
kontroll dézisdt tgy kell megvélasztani, hogy ne okozzon tdlzott bdrirriticiot vagy szisztémds toxicitdst, és az
indukci6 reprodukélhat6, de ne tdl nagymértékd legyen (példdul SI > 10 mdr tdlzottnak tekinthetd). Az elényben
részesitendd pozitiv kontrollanyagok a 25 %-os hexil-cinnemaldehid (Chemical Abstracts Service [CAS] szdm:
101-86-0) és a 25 %-os eugenol (CAS-szdm: 97-53-0) aceton:olivaolaj (4:1, v/v) ardnyd keverékében. Adddhatnak
olyan koriilmények, amelyek fenndlldsakor, megfelel6 indoklds esetén a fenti kritériumoknak megfelelé mas
pozitiv kontrollanyagok is alkalmazhatok.

Bir ajdnlott a pozitiv kontrollcsoport parhuzamos vizsgélata, lehetnek azonban olyan helyzetek, amikor a pozitiv
kontroll idgszakos (példdul legaldibb 6 havonta végzett) vizsgdlata elfogadhat6 lehet az LLNA: DA vizsgilatot
rendszeresen (vagyis legaldbb havonta egyszeri gyakorisdggal) végz8 laboratoriumok esetében, amelyek rendel-
keznek pozitiv kontrollok igazolt, historikus adatbazisdval, és ezzel bizonyithatd, hogy a laboratérium a pozitiv
kontrollokkal képes reprodukalhaté és pontos eredményeket eldallitani. Az LLNA: DA moédszerben vald jartassig
aldtdmaszthaté a pozitiv kontrollal megfelel§ iddszakon beliil (kevesebb mint egy éve) végzett legaldibb 10
fiiggetlen vizsgalat sordn kapott kovetkezetesen pozitiv eredményekkel.

Pozitiv kontrollcsoport parhuzamos vizsgilata minden alkalommal sziikséges, valahinyszor az LLNA: DA vizs-
gdlati médszerében véltoztatdst hajtanak végre (példdul a képzett személyzet, a vizsgdlati eljdrds sordn hasznalt
anyagok és|vagy reagensek, a vizsgdlati eszkozok, a kisérleti dllatok beszerzési forrdsanak megvaltoztatdsa), és
ezeket a vdltozdsokat dokumentdlni kell a laboratériumi jelentésekben. Figyelembe kell venni, hogy ezek a
véltoztatdsok mennyiben befolydsoljdk a korabban létrehozott historikus adatbdzis megfelelGségét, és el kell
donteni, hogy sziikséges-e 1j historikus adatbazis felllitdsa a pozitiv kontroll eredményei kovetkezetességének
dokumentdldsa érdekében.

A vizsgdlatot végzd személyeknek tisztdban kell lenniiik azzal, hogy amennyiben a parhuzamos vizsgélat helyett a
pozitiv kontrollok idszakos vizsgdlata mellett dontenek, ez hatdssal lehet a pozitiv kontrollok id8szakos vizs-
gélatai kozotti id6szakokban, parhuzamos pozitiv kontroll vizsgélata nélkiil elSdllitott negativ vizsgélati eredmé-
nyek megfeleldségére és elfogadhatdsdgdra. Ha példdul a pozitiv kontrollal végzett idGszakos vizsgélat dlnegativ
eredményt adott, akkor megkérdgjelezhetSk azok a negativ eredmények, amelyek az utols6 elfogadhatd ered-
mény( és az elfogadhatatlan eredményd id6szakos pozitiv kontroll vizsgalat kozott eltelt idGszakban keletkeztek.
Az ilyen kovetkezmények jelentdségét koriiltekintSen mérlegelni kell annak eldontésekor, hogy pozitiv kontr-
ollokat parhuzamosan vagy csak idészakosan vizsgédljanak-e. Szintén megfontoland6 a kevesebb éllat hasznélata a
parhuzamos pozitiv kontrollcsoportban, amennyiben ez tudomdnyosan indokolt, és a laboratériumra specifikus
historikus adatok alapjén a laboratérium igazolja, hogy megfelel§ a kevesebb egér haszndlata (22).
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16

. Bér a pozitiv kontrollt olyan vivSanyagban kell vizsgalni, amelyrdl ismert, hogy kovetkezetes valaszreakciot vélt ki
(példaul aceton:olivaolaj; 4:1, v|v ardnyu keveréke), lehetnek olyan szabalyozasi helyzetek, amikor nem szokvanyos
vivBanyagokban (klinikailag/kémiailag relevans készitmény) torténd vizsgdlat elvégzésére is sziikség van (23).
Amennyiben a parhuzamos pozitiv kontrollt a vizsgdlt anyagétdl eltér§ vivGanyagban vizsgéljak, akkor a parhu-
zamos pozitiv kontrollal egyiitt egy kiilon vivSanyagos kontrollt is vizsgélni kell.

. Azokban az estekben, amikor egy bizonyos vegyi csoportba tartoz6 anyagokat vagy a vélaszreakciok tartomdnyat
értékelik, szintén hasznos lehet a referenciaanyagok alkalmazdsa annak igazoldsdra, hogy a vizsgdlati médszer
megfelelden mtkodik az ilyen tipust anyagok bdrszenzibilizdlé hatdsdnak kimutatdsdra. A megfeleld referencia-
anyagoknak a kovetkezd tulajdonsdgokkal kell rendelkezniiik:

— szerkezeti és funkciondlis hasonlésdg a vizsgdlt anyag csoportjaval,
— ismert fizikai/kémiai tulajdonsdgok,

— az LLNA: DA mddszerrel kapott aldtdmaszté adatok,

— egyéb dllatmodellekbd] ésfvagy emberbdl szdrmazé aldtdémaszté adatok.

VIZSGALATI ELJARAS

Az éllatok szdma és a doézisszintek

17

18.

19.

20.

. Minden déziscsoportban legaldbb négy éllatot kell haszndlni, és a vizsgélt anyagbdl legaldbb hdrom kiilonbozd
koncentrdciét, tovabbd parhuzamos negativ kontrollcsoportot, amelyet csak a vizsgdlt anyaghoz haszndlt vivé-
anyaggal kezelnek, valamint egy pozitiv kontroll csoportot kell alkalmazni (pozitiv kontroll parhuzamos vagy a
kozelmultban végzett vizsgdlata a laboratérium szabdlyzatinak megfelelGen, figyelembe véve a 11-15. bekez-
désben foglaltakat). Megfontolandé a pozitiv kontroll tobbféle dézisinak vizsgdlata, kiilondsen, ha a pozitiv
kontroll vizsgdlatdt id6szakosan végzik. A kontrollcsoportban 1évg dllatokkal ugyandgy kell banni és dolgozni,
mint a kezelt csoportokban 1évkkel, azzal a kivétellel, hogy az dllatokat nem kezelik a vizsgélt anyaggal.

A dézist és a vivGanyagot a (2) és (24) szdmi hivatkozdsokban megadott ajinldsok alapjan kell kivélasztani. Az
egymds utdni dozisok kivalasztdsa dltaldban megfelel§ koncentraciésorbdl, példaul 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %,
2,5%, 1%, 0,5% stb. torténik. Az alkalmazott koncentrdcidsort megfelels tudoményos megfontoldsok alapjin
kell kivélasztani. A hdrom egymds utdni koncentracié kivédlasztdsakor figyelembe kell venni a vizsgélt anyagrol
esetlegesen rendelkezésre 4116 valamennyi toxikoldgiai informdciot (példdul akut toxicitds és bérirritdcio), valamint
szerkezeti és fizikai-kémiai adatot, hogy a legmagasabb koncentrdcidval a lehetd legnagyobb expoziciot idézziik
el6, amely még nem okoz szisztémds toxicitdst és/vagy talzott mértéki lokalis bdrirritdci6t (24) (25). llyen jellegh
informéciok hidnydban sziikséges lehet a megel6z6 elGszlrd vizsgdlat (lasd 21-24. bekezdés).

A viv6anyagnak nem szabad megzavarnia vagy befolydsolnia a vizsgélat eredményét, és aszerint kell kivélasztani,
hogy a vizsgélt anyag oldhat6sdga a lehetS legnagyobb koncentracio elérése érdekében maximdlis legyen, ugyan-
akkor a vizsgélt anyag felvitelére alkalmas oldatot/szuszpenziot kapjunk. A javasolt vivGanyagok az aceton:oliva-
olaj (4:1 v/v) keveréke, N,N-dimetilformamid, metil-etil-keton, propilén-glikol és dimetil-szulfoxid (6), de megfelel§
tudomdnyos indoklds esetén mds vivGanyagok is alkalmazhatdk. Bizonyos esetekben tovabbi kontrollként sziik-
séges lehet valamely klinikai szempontbdl relevans olddszer hasznilata, vagy annak a kereskedelmi formuldnak az
alkalmazdsa, amelyben a vizsgdlt anyagot forgalomba hozzdk. Kilonosen vigydzni kell arra, hogy megfeleld
szolubilizdlé szerek (pl. 1 % Pluronic® L92) alkalmazdsdval a hidrofil anyagokat olyan vivGanyag-rendszerbe
épitsiik be, amely benedvesiti a bért, de nem folyik le azonnal. A teljesen vizes alapd vivGanyagokat tehdt keriilni
kell.

A nyirokcsomok egyedenként torténd feldolgozdsa lehet6vé teszi az egyedek kozotti variabilitds, valamint a
vizsgalt anyaggal és a vivGanyaggal kezelt csoport eredményeinek statisztikai osszehasonlitdsat (ldsd a 33. bekez-
dést). Emellett csak akkor lehet értékelni, hogy lehetséges-e csokkenteni a pozitiv kontrollcsoportban 1évé egerek
szamat, ha az egyedi dllatokra vonatkozdan gydjtiink adatokat (22). Ezen tdlmenden, egyes szabdlyozé hatdsigok
is megkovetelik az egyedi édllatokon alapuld adatgytijtést. Az egyedi allatokon alapulé adatgytjtés rendszeresitése
allatjoléti elényokkel jar azltal, hogy elkeriilhetd a vizsgilatok megismétlése abban az esetben, amikor a vizsgalt
anyagrol eredetileg csak egyféleképpen gyiijtotték az adatokat (pl. dsszevont dllatkisérletes adatok), mig a szabd-
lyozé hatdsdg kés6bb eltérs kovetelményeket dllit fel (pl. egyedi dllatokon alapulé adatok).

”on

ElGsziir§ vizsgdlat

21

. A legmagasabb vizsgdland6 dézis meghatdrozasat lehetdvé tevd informdcié hidnydban (ldsd a 18. bekezdést) az
LLNA: DA mddszerhez alkalmazandé megfelel6 dézisszint megéllapitisa érdekében el6sziirg vizsgélatot kell
végezni. Az elGszlirG vizsgélat célja, hogy tdmpontot adjon az LLNA: DA vizsgélat sordn alkalmazandé maximalis
doézis kivélasztdsdhoz, amennyiben a szisztémds toxicitdst (ldsd a 24. bekezdést) ésfvagy nagyfokii bérirritdcidt
(lasd a 23. bekezdést) okozé koncentriciéra vonatkozd informéciok nem dllnak rendelkezésre. Folyadékok
esetében a legmagasabb vizsgdlt dézisnak 100 %-os koncentracionak kell lennie, szilird anyagok vagy szuszpen-
ziok esetében pedig a lehetséges maximdlis koncentréciénak.
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. Az el6sziirg vizsgalatot a f6 LLNA: DA vizsgilathoz hasonld koriilmények kozott kell végezni, eltekintve attdl,

hogy nem kell a nyirokcsomé proliferdciot értékelni, valamint déziscsoportonként kevesebb dllat hasznalhaté.
Déziscsoportonként egy vagy két dllat javasolt. Az egereket a szisztémds toxicitds, illetve az alkalmazds helyén
felléps helyi irritdcio jeleinek szempontjdbdl naponta megfigyelik. A testtomeget a vizsgélat el6tt és az dllat
extermindldsa el6tt is (8. nap) feljegyzik. A bdrpirt az egerek mindkét fiilén vizsgdljak és pontozzék az 1. tdblazat
(25) szerint. A fiilvastagsg értékeit egy vastagsdgmérével (példaul digitdlis mikrométer, vagy Peacock Dial vastag-
sdgmérd) éllapitjidk meg az 1. napon (az adagolds el6tt), a 3. napon (hozzédvetSleg 48 Grdval az els6 ddzis utén),
valamint a 7. napon (az extermindlds el6tt 24 ordval) és a 8. napon. A 8. napon a fiilvastagsdgot ezen kiviil a
fulbdl lyukasztdssal eltdvolitott szovet tomegének meghatdrozdsdval is meg lehet dllapitani, amit az édllat extermi-
néldsa utdn kell elvégezni. Nagyfokii helyi irriticionak mindsiil a legaldbb > 3-as pontszdmi bGrpir és[vagy
legaldbb > 25 %-os filvastagsdg a vizsgalat barmely napjan (26) (27). A f6 LLNA: DA vizsgdlathoz azt a dozist
kell maximalis dézisként valasztani, amely az el6sziirés sordn alkalmazott koncentraciésorban (ldsd a 18. bekez-
dést) a szisztémds toxicitdst és/vagy nagyfokd helyi bérirritdciot okozd koncentrdciondl eggyel alacsonyabb.

1. tdbldzat

Bérpir (erythema) pontszdmai

Megfigyelés Pontszdm
Nincs erythema 0
Nagyon enyhe erythema (alig észlelhetd) 1
Jol koriilirt erythema 2
Kozepes-silyos erythema 3
Silyos (céklavoros elszinezédés), porkképzadéig terjedd erythema, amely lehetetlenné teszi az
erythema besoroldsat 4

23

24.

. A 25 %-os fiilvastagsig-nvekedésen feliil (26) (27), a bérirritdlé anyagok LLNA médszerrel végzett kimutatdsdhoz

a kezelt allatok fiilvastagsdgdnak kontrollcsoporthoz viszonyitott statisztikailag szignifikins novekedését is hasz-
néljdk (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34). Noha 25 % alatti fuilvastagsdg esetén elSfordulhat statisztikailag szigni-
fikdns novekedés, a nagyfokd irritdciéval azonban ezt kiilonosen nem hoztdk osszefiiggésbe (30) (31) (32) (33)
(34).

Az integralt értékelés részeként alkalmazva a kovetkezd klinikai tiinetek jelezhetnek szisztémds toxicitdst (35), és
ezdltal kijelolhetik a f6 LLNA: DA vizsgdlat sordn alkalmazandé maximdlis dézist: az idegrendszer mtikodésében
bekovetkezd viltozdsok (példdul piloerekcid, ataxia, tremorok és gorcsrohamok); a viselkedésben bekovetkezd
véltozdsok (példdul agresszivitds, a tisztdlkoddsi tevékenységekben bekovetkezd valtozds, az aktivitdsi szint jelentSs
véltozdsa); a légzési mintdzat véltozdsa (példdul a légvételek gyakorisdgdban és az intenzitdsdban bekovetkezd
véltozds, dgymint dyspnoe, zihdlds és szortyzorejek), valamint valtozdsok az tapldlék- és vizfogyasztisban.
Tovabbd az értékelés sordn figyelembe kell venni a letargia és/vagy reakcidkészség hidnydnak jeleit, valamint az
enyhénél és pillanatnyindl fokozottabb fdjdalom vagy szenvedés barmilyen klinikai tiinetét, az > 5 %-ndl nagyobb
ardnyd testtomeg-csokkenést az 1. napt6l a 8. napig tarté idszakban, valamint a mortalitist. Az elhulliskozeli
allapotban 1évo vagy stilyos fdjdalmak és szenvedés jeleit mutaté dllatokat humdnus méodon extermindlni kell (36).

A {8 vizsgilat kisérleti iitemterve

25. A vizsgélat kisérleti iitemterve a kovetkezd:

— 1. nap: Kiilon meg kell hatdrozni, és fel kell jegyezni mindegyik éllat testtomegét és az esetleges klinikai
megfigyeléseket. Vigyiik fel 1 % ndtrium-lauril-szulfat (SLS) vizes oldatdt mindkét fiil dorzdlis oldaldra egy
SLS-oldatba madrtott kefével, és négy-6t hazdssal be kell fedni a filek teljes dorzélis felszinét. Az SLS-tal
végzett kezelés utdn egy ordval vigyiink fel a vizsgdlt anyag megfelel§ higitdsdbol 25 pl-t, valamint a vivé-
anyagot o6nmagdaban, illetve pozitiv kontrollt (pozitiv kontroll parhuzamos vagy a kozelmdltban végzett
vizsgdlata a laboratérium szabdlyzatinak megfelelGen, figyelembe véve a 11-15. bekezdésekben foglaltakat)
a fulek dorzdlis oldaldra.

— 2, 3.és 7. nap: Az 1. napnak megfelelGen ismételjiik meg az SLS 1 %-os vizes oldatdval végzett elGkezelést,
valamint a vizsgdlt anyag felviteli eljrdsat.

— 4., 5. és 6. nap: Nincs kezelés.

— 8. nap: Fel kell jegyezni minden 4llat testtomegét és minden klinikai megfigyelést. Az dllatokat az alkalmazds
megkezdése utdn koriilbeliil 24-30 6rdval a 7. napon humdnus médon exterminaljuk. Mindegyik egér fulébdl
véagjuk ki a kezelt teriilet nyirokelvezetésérsl gondoskodé fiili nyirokcsomokat, és tegyitk be azokat dllat-
onként kiilon-kiilon foszfittal pufferelt sdoldatba (PBS). A nyirokcsomdk azonositdsinak és prepardldsdnak
részletei és az ehhez kapcsol6dd dbrdk az (22) hivatkozdsban taldlhatok. A helyi bérreakcié 8 vizsgélatban
torténd tovabbi monitorozdsdhoz olyan tovébbi paramétereket lehet belevenni a vizsgdlati protokollba, mint
példdul a bérpir pontozdsa vagy a fiilvastagsdg mérése (akdr vastagsigmérdvel, akdr elolés utdni fildarabsily-
meghatdrozdssal).
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sejtszuszpenziok elkészitése

. Mindegyik egér esetében el kell késziteni a két oldalrdl kimetszett nyirokcsomé-sejtek (LNC) kiilonalld sejtekbdl
allo szuszpenzidjat; ehhez a nyirokcsomot két iiveg targylemez kozé kell helyezni, és a nyirokcsomok osszetd-
réséhez enyhe nyomdst kell rd gyakorolni. Miutdn meggy6zédtiink réla, hogy a szovet vékony rétegben szétterjedt,
vélasszuk szét a két targylemezt. Szuszpendaljuk a két tirgylemezen taldlhaté szovetet PBS-ben; ehhez a tdrgy-
lemezeket Petri-csésze {6lott ferdén tartva oblitsiik le PBS-oldattal, ekozben sejtkapardval kaparjuk le a szovetet a
targylemezrSl. A negativ kontrollként szolgdld éllatok nyirokcsoméi kismérettick, ezért az Sl-értékre gyakorolt
mesterséges hatdsok elkeriilése érdekében fontos az eldvigydzatos kezelés. A két targylemez leblitéséhez osszesen
1 ml térfogati PBS-oldatot kell haszndlni. A Petri-csészében 1év6 LNC-szuszpenziét a sejtkaparéval enyhén
homogenizdlni kell. Ezutin az LNC-szuszpenziobdl mikropipettdval 20 pl-nyi adagot fel kell szivni, tigyelve
arra, hogy szemmel ldthaté membrant ne szivjunk fel, majd el kell keverni 1,98 ml PBS-oldattal, hogy 2 ml-
nyi mintdt kapjunk. Ezutdn ugyanilyen eljirdssal djabb 2 ml-es mintat kell késziteni, hogy minden dllat esetében
két minta dlljon rendelkezésre.

sejtproliferdcié meghatdrozisa (a limfocitik ATP-tartalmdnak mérése)

. A nyirokcsom6k ATP-tartalmdban bekovetkezett novekedést a luciferin/luciferdz médszerrel ATP-mérési készlet
segitségével hatdrozzuk meg, amely a biolumineszcencidt relativ lumineszcencia egységekben (RLU) méri. A vizs-
30 percesnek kell lennie, ugyanis az ATP tartalom az dllat exterminaldsa utdn idGvel feltételezhetGen fokozatosan
csokken (12). Tehdt az eljdrdsok sordt az aurikuldris nyirokcsomdk kimetszésétl az ATP méréséig, az elSre
meghatdrozott, mindegyik dllat esetében azonos iitemterv szerint 20 percen belil el kell végezni. Az ATP-
lumineszcencidt mindegyik 2 ml-es mintdban mérni kell, hogy minden &llat esetében osszesen két ATP mérési
eredmény dlljon rendelkezésre. Ezutdn meghatdrozzuk az dtlagos ATP-lumeneszcencidt, és a tovdbbi szdmitd-
sokhoz ezt alkalmazzuk (ldsd a 30. bekezdést).

MEGFIGYELESEK

Klinikai megfigyelések

28

Te:
29

. Naponta legaldbb egyszer minden egérnél meg kell vizsgalni az alkalmazds helyén kialakulé lokalis vagy szisz-
témds toxicitds esetleges tiineteit. Minden megfigyelést szisztematikusan fel kell jegyezni minden egyes egér
esetében, egyedi adatsor felvételével. A monitoring tervnek tartalmaznia kell azon kritériumokat, amelyek alapjan
azonnal azonosithatéak az eutandzidt igényld, szisztémds toxicitdst, kiterjedt helyi bérirritdciot vagy bérkorrézidt
mutatd egerek (36).

sttomeg

. Ahogyan az a 25. bekezdésben szerepel, az egyes dllatok testtomegét a vizsgélat kezdetén, valamint a huménusan
torténd extermindlds tervezett id6pontjdban kell megmérni.

AZ EREDMENYEK KISZAMITASA

30.

31.

32.

33.

Az egyes kezelési csoportokra vonatkozd eredményeket dtlagos stimuldciés indexben (SI) fejezzitk ki. Az SI
kiszdmitdsa gy torténik, hogy a vizsgdlt anyaggal kezelt egyes csoportokban és a pozitiv kontrollcsoportban
kapott dllatonkénti dtlagos RLU-értéket el kell osztani az oldészerrel/vivGanyaggal kezelt kontrollcsoport dtlagos
allatonkénti RLU-értékével. A vivGanyaggal kezelt kontrollcsoportok dtlagos SI-értéke tehdt 1.

A vilaszreakciot akkor lehet pozitivan értékelni, ha a stimuldciés index = 1,8 (10). Amikor azonban azt kell
meghatdrozni, hogy egy hatarértéken 1évé eredmény (vagyis amikor az SI-érték 1,8 és 2,5 kozott van) pozitivnak
tekintend6-e, akkor a dézis-valasz Osszefiiggés erdssége, a statisztikai szignifikancia és az olddszerrel[vivGanyaggal,
valamint a pozitiv kontrollal kapott valaszreakciok kovetkezetessége is felhasznalhat6 (2) (3) (37).

Az 1,8 és 2,5 kozotti Sl-vel jard, hatdrértéken 1év6 pozitiv valaszreakciok esetében a felhaszndlok donthetnek tigy,
hogy az eredmények pozitivitisinak megerdsitéséhez tovabbi informdciokat — példdul a dézis-vélasz osszefiiggést,
egylitt — kivannak figyelembe venni (10). Figyelembe kell venni a vizsgalt anyag kiilonféle tulajdonsdgait is, koztitk
azt, hogy mutat-e szerkezeti rokonsdgot ismert bdrszenzibilizald anyagokkal, okoz-e nagyfokd bdrirritacidt
egereknél, illetve a megfigyelt dézis-vilasz Osszefuggés jellegét. Ezek, illetve tovabbi megfontoldsok részletesebb
targyaldsat ldsd a (4) hivatkozdsban.

Az egyedi dllatokon alapulé adatgytjtés lehet6vé teszi a dézis-vdlasz Osszefiiggés adatokban tikr6z6dS fenn-
alldsdnak és mértékének statisztikai elemzését. Barmely statisztikai elemzés tartalmazhatja a ddzis-vélasz Ossze-
fuggés értékelését, valamint a vizsgdlati csoportok megfelelden korrigdlt sszehasonlitdsait (példdul a doziscso-
portok pdronkénti osszechasonlitdsa a parhuzamos olddszeres|vivanyagos kontrollcsoportokkal). A statisztikai
elemzésekben a dozis-vilasz tendencidk értékelésénél szerepelhet példdul linedris regresszié vagy William-féle
préba, a pdronkénti Gsszehasonlitisokndl pedig Dunnett-féle proba. A megfelel§ statisztikai elemzési modszer
kivalasztdsakor a vizsgdlonak figyelemmel kell lennie a lehetséges varianciacgyenl6tlenségekre és mds kapcsolédd
problémédkra, amelyek miatt az adatok transzformdcidjira vagy nem paraméteres statisztikai elemzésre lehet
szitkség. A vizsgdlonak minden esetben el kell végeznie az SI-k kiszdmitdsat és statisztikai elemzéseket bizonyos
adatpontokkal (az gynevezett »kiugré adatokkal«) és azok nélkiil.
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ADATOK ES JELENTES
Adatok

34. Az adatokat tabldzatos formaban kell 6sszefoglalni, feltiintetve az egyedi allatok RLU-értékeit, a csoport dtlagos
RLU/allat értékét, a hozzd tartozé hibamutatéval (példaul SD, SEM), valamint az egyes déziscsoportokban kapott
atlagos stimuldci6s indexeket (SI) 6sszehasonlitva a parhuzamos oldészeres|vivSanyagos kontrollcsoport értékeivel.

Vizsgilati jelentés
35. A vizsgdlati jelentésnek a kovetkezd informdcidkat kell tartalmaznia:
Vizsgalt anyagok és kontrollanyagok:

— azonosité adatok (pl. adott esetben a CAS-szdm és az EU-szdm; eredet; tisztasdg; ismert szennyezdk; tétel-
szam),

— fizikai megjelenés és fizikai-kémiai tulajdonsdgok (pl. illékonysdg, stabilitds, oldhat6sdg),

— elegy esetén annak Osszetétele és az egyes komponensek egymdshoz viszonyitott ardnya,

Oldészer[viv6anyag:
— azonosit6 adatok (adott esetben tisztasdg; koncentracio; alkalmazott térfogat),

— a vivGanyag kivalasztdsdnak indokldsa,

Kisérleti allatok:

— CBA egértorzs szdrmazdsa,

— az allatok mikrobioldgiai stitusa, amennyiben ismert,
— az éllatok szdma és életkora,

— az dllatok szdrmazdsa, tartdsanak koriilményei, takarmdnya stb.,

Vizsgdlati koriilmények:

— az ATP készlet szdrmazésa, tételszdma, a gyrté minGségbiztositdsi/mindség-ellendrzési adatai,

— a vizsgilt anyagbdl el@illitott készitménnyel és annak alkalmazasdval kapcsolatos adatok,

— a dézisszintek megvdlasztdsinak indokldsa (ezen beliil adott esetben az elsziirési vizsgdlatok eredményei),

— a vivBanyag és a vizsgdlt anyag alkalmazott koncentrdcidja, valamint a vizsgélt anyagbdl alkalmazott teljes
mennyiség,

— a tapldlék és a viz mindségére vonatkozé adatok (ezen belill a takarmdny tipusa/eredete, a viz eredete),
— a kezelés adatai és a mintavételek {itemezése,

— a toxicitds mérésére alkalmazott mddszerek,

— a porzitiv és negativ vizsgilati eredmény kimonddsdnak kritériumai,

— a protokolltdl val6 esetleges eltérések adatai, és annak kifejtése, hogy az eltérés hogyan érintheti vizsgélati
tervet és az eredményeket,

A megbizhatésag ellendrzése:

— a legutébbi megbizhatésigi ellenSrzés eredményeinek osszefoglaldsa az alkalmazott anyag, koncentracio és
vivéanyag adataival egyiitt,
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— a vizsgdldlaboratérium pédrhuzamosan és/vagy kordbban vizsgdlt pozitiv és parhuzamosan vizsgdlt negativ
(olddszer[vivGanyag) kontrollokra vonatkozé adatai,

— ha nem vizsgdltak parhuzamosan pozitiv kontrollt, a laboratériumban legutébb végzett idGszakos pozitiv
kontroll ddtuma és laboratoriumi jelentése, valamint pozitiv kontroll vizsgalatanak kordbbi adatait részletezd
jelentés, amely indokolja, hogy miért nem végzik a laboratériumban pozitiv kontroll parhuzamos vizsgélatat,

Eredmények:

— az egyes dllatok testtomege a kezelés kezdetén és az extermindlds tervezett idGpontjdban, illetve az dtlagos és
vonatkoz6 hibamutatok (pl. SD, SEM) kezelési csoportonként,

— a toxicitdsi tiinetek, ezen belill az alkalmazds helyén esetleg kialakulé bdrirriticié megjelenésének idGpontja és
id6beli alakuldsa minden egyes dllatra vonatkozdan,

— az dllat extermindldsanak id6pontja és az ATP mérésének idGpontja az egyes dllatok esetében,
— az dllatonkénti RLU-értékek és déziscsoportonkénti Sl-értékek tabldzata,

— dtlagos és kapcsolodd hibamutaték (pl. SD, SEM) az &llatonkénti RLU-értékek esetében, az egyes kezelés
csoportokban, és a kiugrd értékek elemzése az egyes kezelési csoportokban,

— a kiszdmitott SI és a variabilitds megfelel§ mutatdja, amely az egyedek kozti variabilitdst a vizsgdlt anyaggal
kezelt csoportban és a kontrollcsoportokban egyarnt figyelembe veszi,

— doézis-valasz Osszefiiggés,

— adott esetben statisztikai elemzések,

A

N

eredmények tdrgyaldsa:

— rovid kommentdr az eredményekhez, a dozis-vélasz elemzéshez és adott esetben a statisztikai elemzésekhez, és
kovetkeztetés levondsa arra vonatkozdan, hogy a vizsgdlt anyagot bérszenzibilizdl6 hatdstinak kell-e tekinteni
vagy sem.
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1. fiiggelék

FOGALOMMEGHATAROZASOK

Pontossdg: A vizsgalati mddszerrel kapott eredmények és az elfogadott referenciaértékek kozotti egyezés mértéke. A
vizsgalati médszer teljesitményének mutatéja, valamint a relevancidjanak egyik megitélési szempontja. E kifejezést
gyakran haszndljdk az »egyezés« megfelelGjeként, amely egy adott vizsgdlati médszer alkalmazdsakor az azonos
eredmények ardnyat fejezi ki (38).

Referenciaanyag: A vizsgélt anyaggal valé osszehasonlitds céljdbol etalonként haszndlt szenzibilizdld vagy nem szenzi-
bilizdl6 anyag. A referenciaanyaggal szemben a kovetkezd elvdrdsok fogalmazhatok meg: i. dlland6 és megbizhatd
beszerzési forrasbol vagy forrdsokbol kell szdrmaznia; ii. a vizsgdlt anyagok csoportjdhoz hasonlé szerkezettel és
funkcionalitdssal kell rendelkeznie; iii. ismert fizikai-kémiai tulajdonsdgokkal kell rendelkeznie; iv. rendelkezésre kell
dllniuk az anyag ismert hatdsait alitdmasztd adatoknak; és v. a kivant hatdstartomdnyban ismert hatdstnak kell lennie.

Alnegativ eredmény: Valamely vizsgdlati médszerrel tévesen negativnak vagy inaktivnak mindsitett anyag, amely val6-
jéban pozitiv vagy aktiv.
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Alpozitiv: Valamely vizsgdlattal tévesen pozitivnak vagy aktivnak minGsitett anyag, amely valéjiban negativ vagy
inaktiv.

Veszély: Kéros egészségiigyi vagy okoldgiai hatdsok elSidézésének lehetGsége. A kdros hatds csak akkor jelenik meg, ha
kell§ szintd az expozicid.

Laboratériumok kozotti reprodukdlhatésdg: Annak mértéke, hogy a killonb6z8 mindsitett laboratériumok azonos proto-
koll és azonos vizsgdlt anyagok alkalmazdsdval mennyire képesek mingségileg és mennyiségileg azonos eredményeket
produkélni. A laboratériumok kozotti reprodukalhatdsdg az elShitelesitési és hitelesitési folyamat sordn keriil meghatd-
rozdsra, és annak mértékét jelzi, hogy az adott vizsgdlat mennyire sikeresen vihet§ dt laboratériumok kozott; mds
néven laboratériumok kozotti megismételhetGség (38).

Laboratdriumon beliili reprodukdlhatésdg: Annak meghatdrozasa, hogy az ugyanazon laboratériumban dolgozé képzett
személyek meghatdrozott protokoll kiillonbozd idSpontokban torténd alkalmazdsaval mennyire sikeresen tudjék repro-
dukdlni az eredményeket. Mds néven laboratériumon beliili megismételhetSség (38).

Kiugrd érték: A kiugré érték olyan megfigyelés, amely szembettinGen eltér az egy populdciobdl vett véletlenszerdi minta
egyéb értékeitdl.

Mindségbiztositds: Iranyitdsi folyamat, amelynek sordn a laboratériumi vizsgilati szabvanyok és kovetelmények betar-
tasat, a jegyzGkonyvek vezetését, valamint az adattovabbitds pontossdgdt a vizsgdlatot végzd személyektdl fiiggetlen
személyek ellendrzik.

Megbizhatdsdg: Azonos protokoll szerint végzett vizsgalati mddszer laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti
reprodukélhat6sdgdnak mérésére szolgdl. A laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti reprodukalhatdsig kiszd-
mitésdval allapitjdk meg (38).

Bdrszenzibilizdcié: Immunoldgiai folyamat, amely akkor jelentkezik, ha egy érzékeny egyén lokdlisan érintkezik valamely
indukdl6 hatdsa allergén vegyi anyaggal, amely esetlegesen kontakt szenzibilizcié kialakuldsdhoz vezet§ immunvdlaszt
valt ki a bérben.

Stimuldcids index (SI): Adott vizsgdlt anyag bérszenzibilizaciét okozé képességének meghatdrozdsara kiszamitott érték,
amely az anyaggal kezelt csoportban és a parhuzamosan vivéanyaggal kezelt kontrollcsoportban tapasztalt proliferdcid
ardnya.

Vizsgdlt anyag (mds néven vizsgdlt vegyi anyag): Birmely anyag vagy keverék, amelyet ezzel a vizsgdlati modszerrel
vizsgalnak.

B.51. BORSZENZIBILIZACIO: LOKALIS NYIROKCSOMO-VIZSGALATI MODSZER (LLNA): BRDU-ELISA
BEVEZETES

1. Az OECD vegyi anyagok vizsgdlatira vonatkozé irdnymutatdsait és az unibs vizsgalati moédszereket idénként
feliilvizsgaljdk a tudomdnyos fejlédés, a valtozd szabalyozdsi igények és dllatjoléti megfontoldsok fényében. A
bdrszenzibilizdcié egereknél torténd meghatdrozdsra szolgald els§ vizsgdlati mddszer (B.42.), a lokdlis nyirok-
csomoé-vizsgdlat (LLNA; az OECD 429. vizsgdlati irdnymutatdsa) atdolgozasra keriilt (e melléklet 1. és B.42.
fejezete). Az LLNA hitelesitésének részleteit és az ezzel kapcsolatos munka dttekintését publikdltak (2) (3) (4)
(5) (6) (7) (8) (9). Az LLNA sorén a limfocitdk proliferdcidjanak mérése radioizotépos timidin vagy jod alkalma-
zdsaval torténik, ezért amennyiben a radioaktiv anyagok beszerzése, hasznélata vagy drtalmatlanitisa problémdt
jelent, a vizsgdlat csak korldtozottan alkalmazhat6. Az LLNA: BrdU-ELISA (enzimhez kapcsolt immunszorbens
vizsgdlat) az LLNA vizsgdlati médszer nem radioaktiv véltozata, amely radioaktivan nem jelolt 5-bromo-2-dezo-
xiuridin (BrdU) (Chemical Abstracts Service [CAS] szdm: 59-14-3) felhaszndldséval, ELISA alapt vizsgdlati rend-
szerben méri a limfocitaproliferdciot. Az LLNA: BrdU-ELISA-t vizsgdlati modszert egy szakértékbdl dll6 fiiggetlen
nemzetkozi értékeld testiilet hitelesitette, vizsgélta feliil és ajanlotta olyan médszerként, amely a bérszenzibilizdciot
okozd, illetve nem okozd vegyi anyagok meghatdrozdsdra bizonyos megkotésekkel hasznosnak tekinthetd (10)
(11) (12). A vizsgdlati mddszer célja a vegyi anyagok (anyagok és keverékek) bdrszenzibilizdlé hatdsdnak dllatokndl
torténd felmérése. E melléklet B.6. fejezete és az OECD 406. vizsgdlati irdnymutatdsa tengerimalac-vizsgédlatokat
alkalmaz, nevezetesen a tengerimalac-maximizdciés médszert és Biihler-vizsgélatot (13). Az LLNA (e melléklet
B.42. fejezete; az OECD 429. vizsgalati irdnymutatdsa) és a két nem radioaktiv médositott eljdrds, az LLNA: BrdU-
ELISA (e melléklet B.51. fejezete; az OECD 442. B. vizsgdlati irinymutatdsa) és az LLNA: DA (e melléklet B.50.
fejezete; az OECD 442. A. vizsgdlati irdnymutatdsa) egyardnt elényosebb a B.6. fejezetben és az OECD 406.
vizsgalati irdnymutatdsaban (13) szerepl§ tengerimalac-vizsgdlatndl abbdl a szempontbdl, hogy kevesebb éllat
hasznélatdt igényli és kiméletesebben.
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2.

Az LLNA-hoz hasonléan az LLNA: BrdU-ELISA vizsgilat is a bdrszenzibilizdci6 indukcids fézist vizsgélja, és a
dézis-vélasz értékelésére alkalmas mennyiségi adatokat szolgdltat. Emellett azaltal, hogy a bdrszenzibilizal6 anya-
gokat a DNS radioaktiv jelolése nélkiil lehet kimutatni, a munka sordn kikiiszobolhetS a radioaktivitisnak vald
kitettség, valamint a hulladék drtalmatlanitdsinak problémdja. Ez viszont az egerek nagyobb ardnyd hasznalatdt
jelentheti a bdrszenzibilizdlé anyagok kimutatdsira, ami a bdrszenzibilizalé képesség vizsgdlata sordn tovdbb
csokkenthetné a tengerimalacok hasznélatit (pl. B.6. fejezet; az OECD 406. vizsgélati irdnyelve) (13).

FOGALOMMEGHATAROZASOK

3.

Az alkalmazott fogalmak meghatdrozasa az 1. fiiggelékben talalhato.

KIINDULASI MEGFONTOLASOK ES KORLATOK

4.

Az LLNA: BrdU-ELISA egy mddositott LLNA (helyi nyirokcsomoé-vizsgalati) méodszer, amely bizonyos korlato-
zdsok mellett a boron talérzékenységi reakciét kivaltd vegyi anyagok azonositdsira szolgdl. Ez nem feltétleniil
jelenti azt, hogy az LLNA vagy a tengerimalac-vizsgilat (ldsd B.6. fejezet, az OECD 406. vizsgélati irinymutatdsa)
(13) helyett minden esetben az LLNA: BrdU-ELISA-t kell alkalmazni, inkdbb azt, hogy ez a vizsgdlati médszer
ugyanolyan hasznos, és olyan alternativ médszerként alkalmazhatd, amely esetében a pozitiv és negativ eredmé-
nyek dltaldban mdr nem igényelnek tovdbbi megerdsitést (10) (11). A vizsgélat elvégzése elStt a vizsgdld labo-
ratériumnak a vizsgdlt anyagrol rendelkezésre all6 Gsszes adatot figyelembe kell vennie. Ezen informdcidk kozé
tartozik a vizsgdlt anyag azonositdsa, kémiai szerkezete, fizikai-kémiai tulajdonsdgai, valamint a vizsgédlt anyaggal
kordbban végzett in vitro vagy in vivo toxicitdsi vizsgdlatok eredményei és a szerkezetileg rokon vegyi anyagok
toxikoldgiai adatai is. Mindezen informdcidk figyelembevételével donthetd el, hogy az LLNA: BrdU-ELISA mddszer
alkalmazhat6-e a vizsgdlt anyag esetében (tekintve, hogy bizonyos vegyianyag-tipusokndl inkompatibilitds 4ll fenn
[lasd az 5. bekezdést]), és milyen dozist célszerti vdlasztani a vizsgdlatokhoz.

Az LLNA: BrdU-ELISA in vivo médszer, kovetkezésképpen nem kiiszobolhetd ki vele az éllatok felhaszndldsa az
allergids kontakt szenzibilizdl6 hatds vizsgdlata sordn. Ugyanakkor a tengerimalac-vizsgdlatokhoz képest (B.6.
fejezet; az OECD 406. vizsgélati irinymutatdsa) lehet6vé teszi az dllatok ilyen céla felhaszndldsdnak csokkentését
(13). Tovabbd az dllatok kontakt szenzibilizdcids vizsgdlatok sordn torténd felhaszndldsdnak moédjat tekintve az
LLNA: BrdU-ELISA jelentGsen kiméletesebb, mivel a B.6. fejezetben és a 406-os OECD vizsgélati irdnyelvben
foglaltakkal ellentétben az LLNA: BrdU-ELISA esetében nincs szitkség indukélt bér-hiperszenzitivitdsi reakciok
el6idézésére. Tovabbd az LLNA: BrdU-ELISA sordn a tengerimalac-maximizdcids vizsgdlattal ellentétben nincs
szitkség adjuvans alkalmazdsira sem (e melléklet B.6. fejezete, 13). Az LLNA: BrdU-ELISA alkalmazdsdval tehdt
csokkenthet§ az dllatok szenvedése. A B.6. fejezetben és az OECD 406. vizsgdlati irinymutatdsdban (13) foglalt
modszerrel szembeni el6nyei ellenére az LLNA: BrdU-ELISA modszernek vannak bizonyos korlatai, amelyek
szitkségessé tehetik a B.6. fejezetben és az OECD 406. vizsgdlati irdinymutatdsaban foglaltak alkalmazdsit (pl.
bizonyos fémek vizsgélata, dlpozitiv eredmények bizonyos bdrirritalé anyagokkal [példaul bizonyos feliiletaktiv
anyagokkal] (6) [1, illetve e melléklet B.42. fejezete], vagy a vizsgdlt anyag oldhat6sdga). Tovabbd az olyan
funkciondlis csoportokat tartalmazé anyagcsoportok, illetve anyagok, amelyek potencidlis zavard tényezdként
szerepelnek (15) szitkségessé tehetik a tengerimalac-vizsgalatok (vagyis a B.6. fejezet; az OECD 406. vizsgdlati
irdnymutatdsa (13)) haszndlatit. Az LLNA esetében megallapitott korldtozdsokat (1, illetve e melléklet B.42.
fejezete) az LLNA: BrdU-ELISA mddszerre is javasolt alkalmazni (10). E meghatdrozott hidnyossigokon kiviil,
az LLNA: BrdU-ELISA bérmilyen vegyi anyag vizsgélatira megfelelS, kivéve, ha ezek a vegyi anyagok olyan
tulajdonsdgokkal rendelkeznek, amelyek befolydsoljdk az LLNA: BrdU-ELISA pontossdgat. Emellett abban az
esetben, ha a stimuldciés indexre (SI) kapott érték 1,6 és 1,9 kozé esik (ldsd a 31-32. bekezdést) figyelembe
kell venni a hatérértéken 1év8 pozitiv eredmények lehetGségét. Ez egy legaldbb 1,6 értékd stimuldcids indexszel
rendelkez$, 43 anyagot magdban foglalé hitelesitési adatbdzison alapul (ldsd a 6. bekezdést), a mely esetében az
LLNA: BrdU-ELISA mddszer helyesen azonositotta mind a 32, az LLNA mddszer szerint szenzibilizdl6 anyagot, de
hibdsan azonositott két anyagot az LLNA mddszerrel nem szenzibilizdloként meghatérozott, 1,6 és 1,9 kozotti SI-
értékkel (vagyis hatdrértéken 1évS pozitiv értékkel) rendelkezd 11 anyag koziil (10). Mivel azonban az SI-értékek
bedllitdsdhoz és a vizsgdlat prediktiv jellemzdinek kiszdmitdséhoz ugyanazt az adatdllomdnyt alkalmaztdk, a
megadott eredmények tilbecsiilhetik a valds prediktiv jellemzdket.

A VIZSGALATI MODSZER ELVE

6.

Az LLNA: BrdU-ELISA moédszer hdtterében az az alapelv dll, hogy a szenzibilizdlé anyagok elsdleges limfocita-
proliferdciét indukalnak a vizsgdlt anyag alkalmazdsi teriiletének nyirokelvezetésérsl gondoskodé nyirokcsomok-
ban. Ez a proliferdcié ardnyos az alkalmazott allergén doézisdval és erdsségével, valamint egyszerd modszert
biztosit a szenzibilizdci6 kvantitativ méréséhez. A proliferdciot tgy mérik, hogy az egyes vizsgélati csoportokban
mért dtlagos proliferdcidt dsszehasonlitjdk a vivGanyaggal kezelt kontrollcsoportban (VK) mért dtlagos proliferd-
ciéval. Meghatdrozzék az egyes kezelt csoportokban és a parhuzamosan vivSanyaggal kezelt kontrollcsoportokban
mért 4tlagos proliferdcié ardnyat, amelyet stimuldci6s indexnek (SI) neveznek, és amelynek legaldbb > 1,6-nek kell
lennie ahhoz, hogy indokolt legyen a vizsgdlt anyag potencidlis bdrszenzibilizdlé anyagként torténs tovabbi
vizsgdlata. Az itt leirt eljdrdsok a BrdU tartalom mérésén alapulnak, amely jelzi az elvezet aurikuldris nyirok-
csomokban 1évé proliferdld sejtek szdmdnak novekedését. A BrdU egy timidinanaldg, amely hasonléan beépiil a
proliferdlé sejtek DNS-ébe. A BrdU beépiilését ELISA-val mérjiik, amely peroxiddzzal is jelolt BrdU-specifikus
antitestet alkalmaz. A szubsztrdt hozzdaddskor a peroxiddz reakcidba 1ép a szubsztréttal, és szines termék képzd-
dik, amelynek mennyisége meghatdrozott abszorbancia mellett mikrotiterlemez-leolvasé segitségével mérhetd.



L 193/58

Az Eurépai Unié Hivatalos Lapja

2012.7.20.

A VIZSGALAT LE[RASA
Az dllatfaj kivéilasztdsa

7.

Ehhez a vizsgdlathoz az egér a vélasztand6 faj. A LLNA: BrdU-ELISA mddszerhez a hitelesitési vizsgalatokat
kizdrélag a CBA/IN torzzsel végezték, amely ezért preferdlt torzsnek tekintendd (10) (12). Fiatal felndtt nullipara
és nem vemhes ndstény egereket kell haszndlni. A vizsgilat elején az dllatok kordnak 8-12 hétnek kell lennie, az
allatok testtomege kozott az eltérésnek minimadlisnak kell lennie, és a testtomeg nem haladhatja meg az dtlagos
testtomeg 20 %-at. Ha elegendd adat 4ll rendelkezésre arra nézve, hogy az LLNA:BrdU-ELISA mddszerrel kapott
vélaszreakciéban nincsenek jelentds torzs- ésfvagy ivarspecifikus killonbségek, akkor mds torzsek, illetve him
allatok is alkalmazhatok.

Az dllatok tartdsdnak és etetésének koriilményei

8.

Az egereket csoportosan kell tartani (16), kivéve, ha az egyedenkénti tartdsra megfelel§ tudomdnyos indok meriil
fel. A kisérleti allatok tartdsdul szolgdlé helyiség hdmérsékletének 22 °C + 3 °C-nak kell lennie. Noha a helyiség
relativ pdratartalmdnak legaldbb 30 %-nak kell lennie, és — a takaritds id6tartamdtol eltekintve — lehet8ség szerint
nem haladhatja meg a 70 %-ot, a célértéknek 50-60 % kozott kell lennie. A vildgitds legyen mesterséges, 12 ords
vildgos, 12 6rds sotét periddusok valtakozdsdval. Az etetéshez a szokdsos laboratériumi takarmany alkalmazhatd
korldtlan mennyiség(i ivéviz biztositdsa mellett.

Az dllatok elGkészitése

9.

A
10

A
11

12.

13.

Az dllatokat véletlenszertien valasztjdk ki, majd egyedi azonositoval latjdk el (viszont az dllat filén semmiféle
azonosité nem alkalmazhatd), és a kezelés megkezdése elStt legaldbb 5 napig a ketreciikben tartjdk Sket, hogy
hozzédszokhassanak a laboratériumi koriilményekhez. A kezelés megkezdése el6tt minden dllatot megvizsgdlnak,
hogy meggy6zd6djenck arrdl, nincs rajtuk ldthatd borsériilés.

dézisok elGkészitése

. A szildrd halmazéllapotd vegyi anyagokat az egér fillén torténd alkalmazds el6tt olddészerben/vivBanyagban kell

feloldani vagy szuszpendalni, és sziikség esetén higitani kell. A folyadék halmazallapotti vegyi anyagokat higitat-
lanul vagy az adagolds el6tt higitott formdban lehet alkalmazni. A nem oldhat vegyi anyagokat, példdul az orvosi
eszkozokben dltalinosan eléforduld anyagokat megfelel§ olddszerben torténd agressziv extrakcionak kell kitenni,
hogy a vizsgdlat sordn az egér filén val6 alkalmazds elStt az Osszes kivonhatd osszetevét feltdrjuk. A vizsgdlt
anyagokat naponta kell elkésziteni, kivéve, ha stabilitdsi adatok igazoljdk, hogy a tdrolds elfogadhatd.

megbizhatésig ellenGrzése

. A vizsgilat megfelel$ teljesitményének megfeleld és reprodukalhaté szenzitivitdssal adott valaszreakciokkal torténd

igazoldsdra pozitiv kontrollanyagokat (PK) alkalmaznak; ezek olyan szenzibilizdl6 tesztanyagok, amelyek esetében
a vilaszreakcid mértéke pontosan meghatdrozott. Pozitiv kontroll pdrhuzamos vizsgélata ajinlott, mivel ez
igazolja, hogy a laboratérium megfelel§ szakértelemmel végzi az egyes vizsgdlatokat, és lehetGvé teszi a labora-
toriumon belili és a laboratériumok kozotti reprodukélhatdsdg és Osszehasonlithatdsdg értékelését. Néhdny
szabdlyoz6 hatésdg szintén el6irja a pozitiv kontroll minden vizsgdlat sordn torténd alkalmazdsit, ezért az
LLNA: BrdU-ELISA mddszer elvégzése el6tt ajanlott egyeztetni az illetékes hatdsdgokkal. Ennek megfelelGen
javasolt a pozitiv kontroll rutinszerti parhuzamos vizsgélata, hogy elkeriilhetGek legyenek az olyan tovébbi
allatkisérletek, amelyeket a pozitiv kontrollt csak id@szakosan alkalmazé laboratérium az elSirdsoknak vald
megfelelés érdekében végezne (ldsd 12. bekezdés). A pozitiv kontrollnak az LLNA: BrdU-ELISA mddszerrel
olyan expoziciés szint mellett kell pozitiv vilaszreakcidt adnia, amely a negativ kontrollcsoporthoz (NK) képest
vérhatoan legaldbb 1,6-del noveli a stimuldcids indexet (SI). A pozitiv kontroll dézisit tgy kell megvalasztani,
hogy ne okozzon tilzott bérirriticiot vagy szisztémds toxicitdst, és az indukcié reprodukalhatd, de ne tdl nagy-
mértékd legyen (példdul SI > 14 mdr tilzottnak tekinthet§). Az el6nyben részesitendd pozitiv kontrollanyagok a
25 %-os hexil-cinnemaldehid (CAS-szdm: 101-86-0) és a 25 %-os eugenol (CAS-szdm: 97-53-0) aceton:olivaolaj
(4:1, v[v) ardnyt keverékében. Adédhatnak olyan koriilmények, amelyek fenndlldsakor, megfelel§ indoklds esetén a
fenti kritériumoknak megfelel§ mds pozitiv kontrollanyagok is alkalmazhat6k.

Bar ajdnlott a pozitiv kontrollcsoport parhuzamos vizsgélata, lehetnek azonban olyan helyzetek, amikor a pozitiv
kontroll idészakos (példdul legaldbb 6 havonta végzett) vizsgalata elfogadhaté lehet az olyan, az LLNA: BrdU-
ELISA vizsgélatot rendszeresen (vagyis legaldbb havonta egyszeri gyakorisaggal) végz8 laboratériumok esetében,
amelyek rendelkeznek a pozitiv kontrollok igazolt, historikus adatbazisdval, és ezzel bizonyithatd, hogy a labo-
ratérium a pozitiv kontrollokkal képes reprodukalhaté és pontos eredményeket elGdllitani. Az LLNA: BrdU-ELISA
modszerben vald jartassdg aldtimaszthatd a pozitiv kontrollal megfeleld idészakon beliil (kevesebb mint egy éve)
végzett legaldbb 10 fiiggetlen vizsgdlat sordn kapott kovetkezetesen pozitiv eredményekkel.

Pozitiv kontrollcsoport parhuzamos vizsgélata minden alkalommal sziikséges, valahdnyszor az LLNA: BrdU-ELISA
vizsgalati mddszerében viltoztatdst hajtanak végre (példdul a képzett személyzet, a vizsgélati eljards sordn hasznalt
anyagok és/vagy reagensek, a vizsgdlati eszkozok, a kisérleti édllatok beszerzési forrdsdnak megvaltoztatdsa), és
ezeket a véltozdsokat dokumentdlni kell a laboratériumi jelentésekben. Figyelembe kell venni, hogy ezek a
véltoztatdsok mennyiben befolydsoljdk a kordbban létrehozott historikus adatbdzis megfelelGségét, és el kell
donteni, hogy sziikséges-e 4j historikus adatbézis feldllitdsa a pozitiv kontroll eredményei kovetkezetességének
dokumentdldsa érdekében.
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. A vizsgélatot végzs személyeknek tisztdban kell lenniiik azzal, hogy amennyiben a parhuzamos vizsgdlat helyett a
pozitiv kontrollok iddszakos vizsgdlata mellett dontenek, ez hatdssal lehet a pozitiv kontrollok id&szakos vizs-
gélatai kozotti idGszakokban, parhuzamos pozitiv kontroll vizsgélata nélkiil elSllitott negativ vizsgilati eredmé-
nyek megfelelgségére és elfogadhatdsdgdra. Ha példdul a pozitiv kontrollal végzett idSszakos vizsgélat dlnegativ
eredményt adott, akkor megkérdgjelezhetSk azok a negativ eredmények, amelyek az utolsé elfogadhaté ered-
mény( és az elfogadhatatlan eredményti idGszakos pozitiv kontroll vizsgdlat kozott eltelt id6szakban keletkeztek.
Az ilyen kovetkezmények jelent@ségét koriiltekintGen mérlegelni kell annak eldontésekor, hogy pozitiv kontr-
ollokat parhuzamosan vagy csak idGszakosan vizsgdljanak-e. Szintén megfontolandé a kevesebb llat hasznélata a
parhuzamos pozitiv kontrollcsoportban, amennyiben ez tudomédnyosan indokolt, és a laboratériumra specifikus
historikus adatok alapjdn a laboratérium igazolja, hogy megfelel6 a kevesebb egér haszndlata (17).

. Bér a pozitiv kontrollt olyan vivSanyagban kell vizsgalni, amelyrdl ismert, hogy kovetkezetes valaszreakcidt vélt ki
(példaul aceton:olivaolaj; 4:1, v|v ardnyu keveréke), lehetnek olyan szabalyozasi helyzetek, amikor nem szokvanyos
vivBanyagokban (klinikailag/kémiailag relevans készitmény) torténd vizsgdlat elvégzésére is szitkség van (18).
Amennyiben a parhuzamos pozitiv kontrollt a vizsgdlt anyagétdl eltéré vivGanyagban vizsgdljdk, akkor a pdrhu-
zamos pozitiv kontrollal egyiitt egy kiilon vivGanyagos kontrollt is vizsgdlni kell.

. Azokban az estekben, amikor egy bizonyos vegyi csoportba tartozé vizsgdlt anyagokat vagy a vélaszreakciok
tartomdnyat értékelik, szintén hasznos lehet a referenciaanyagok alkalmazdsa annak igazoldsdra, hogy a vizsgalati
modszer megfeleléen mutkodik az ilyen tipus vizsgdlt anyagok bdrszenzibilizdlé hatdsdnak kimutatdsdra. A
megfeleld referenciaanyagoknak a kovetkezd tulajdonsdgokkal kell rendelkezniiik:

— szerkezeti és funkciondlis hasonldsdg a vizsgdlt anyag csoportjaval,
— ismert fizikai/kémiai tulajdonsagok,

— az LLNA: BrdU-ELISA médszerrel kapott aldtdmaszté adatok,

— egyéb dllatmodellekbd] és/vagy emberbdl szarmazé aldtdimaszté adatok.

VIZSGALATI ELJARAS

Az éllatok szdma és a doézisszintek

17

18.

19.

20.

. Minden déziscsoportban legalabb négy dllatot kell haszndlni, és a vizsgdlt anyagbdl legaldbb hdrom kiilonbozd
koncentréciét, tovabbd parhuzamos negativ kontrollcsoportot, amelyet csak a vizsgalt anyaghoz hasznélt vivé-
anyaggal kezelnek, valamint egy pozitiv kontroll csoportot kell alkalmazni (pozitiv kontroll parhuzamos vagy a
kozelmultban végzett vizsgdlata a laboratérium szabdlyzatinak megfelelGen, figyelembe véve a 11-15. bekez-
désben foglaltakat). Megfontolandé a pozitiv kontroll tobbféle dézisinak vizsgdlata, kiilondsen, ha a pozitiv
kontroll vizsgdlatdt idGszakosan végzik. A kontrollcsoportban 1évs dllatokkal ugyantgy kell banni és dolgozni,
mint a kezelt csoportokban 1évkkel, azzal a kivétellel, hogy az dllatokat nem kezelik a vizsgélt anyaggal.

A dozist és a vivGanyagot a 2. és 19. szdmu hivatkozdsokban megadott ajanldsok alapjdn kell kivalasztani. Az
egymds utdni dozisok kivdlasztdsa dltaldban megfelel6 koncentriciésorbél, példaul 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %,
2,5%, 1%, 0,5% stb. torténik. Az alkalmazott koncentracidsort megfelels tudomdnyos megfontoldsok alapjan
kell kivdlasztani. A hdrom egymds utdni koncentrdcié kivdlasztdsakor figyelembe kell venni a vizsgélt anyagrél
esetlegesen rendelkezésre dll6 valamennyi toxikoldgiai informdciét (példdul akut toxicitds és bdrirritdcio), valamint
szerkezeti és fizikokémiai adatot, hogy a legmagasabb koncentrdcioval a lehets legnagyobb expoziciot idézziik eld,
amely még nem okoz szisztémds toxicitdst és/vagy tilzott mértékd lokalis bdrirritdciot (19) (20, illetve e melléklet
B.4. fejezete). Ilyen jellegli informdciok hidnyaban sziikséges lehet a megel6z8 elGsziirG vizsgdlat (ldsd a 21-24.

bekezdést).

A viv6anyagnak nem szabad megzavarnia vagy befolydsolnia a vizsgélat eredményét, és aszerint kell kivélasztani,
hogy a vizsgélt anyag oldhat6sdga a lehetS legnagyobb koncentracio elérése érdekében maximdlis legyen, ugyan-
akkor a vizsgdlt anyag felvitelére alkalmas oldatot/szuszpenziot kapjunk. A javasolt vivGanyagok az aceton:oliva-
olaj (4:1 v|v) keveréke, N,N-dimetilformamid, metil-etil-keton, propilén-glikol és dimetil-szulfoxid (6), de megfelel§
tudomdnyos indoklds esetén mds vivGanyagok is alkalmazhatdk. Bizonyos esetekben tovabbi kontrollként sziik-
séges lehet valamely klinikai szempontbdl relevdns olddszer hasznilata, vagy annak a kereskedelmi formuldnak az
alkalmazdsa, amelyben a vizsgdlt anyagot forgalomba hozzdk. Kilonosen vigydzni kell arra, hogy megfelel§
szolubilizdlé szerek (pl. 1 % Pluronic® L92) alkalmazdsdval a hidrofil vizsgdlt anyagokat olyan viv6anyagrend-
szerbe épitsitk be, amely benedvesiti a bért, de nem folyik le azonnal. A teljesen vizes alapt vivGanyagokat tehdt
kertilni kell.

A nyirokcsomék egyedenként torténd feldolgozdsa lehet6vé teszi az egyedek kozotti variabilitds, valamint a
vizsgalt anyaggal és a vivGanyaggal kezelt csoport eredményeinek statisztikai osszehasonlitdsat (Idsd a 33. bekez-
dést). Emellett csak akkor lehet értékelni, hogy lehetséges-e csokkenteni a pozitiv kontrollcsoportban 1évé egerek
szdmdt, ha az egyedi dllatokra vonatkozdan gytijtiink adatokat (17). Ezen tdlmenden, egyes szabdlyozé hatdsigok
is megkovetelik az egyedi édllatokon alapuld adatgytijtést. Az egyedi allatokon alapulé adatgydjtés rendszeresitése
allatjoléti elényokkel jar azdltal, hogy elkeriilhet§ a vizsgélatok megismétlése abban az esetben, amikor a vizsgalt
anyagrol eredetileg csak egyféleképpen gytijtotték az adatokat (pl. 6sszevont allatkisérletes adatok), mig a szabd-
lyozd hatdsdg kés6bb eltérs kovetelményeket éllit fel (pl. egyedi édllatokon alapuld adatok).
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ElGsziirG vizsgalat

21

22.

. A legmagasabb vizsgdlandé dézis meghatdrozdsat lehetdvé tevs informdacié hidnyaban (ldsd a 18. bekezdést) az
LLNA: BrdU-ELISA mddszerhez alkalmazandé megfelel§ dozisszint megéllapitdsa érdekében elGszirg vizsgalatot
kell végezni. Az elGszilir§ vizsgélat célja, hogy tdmpontot adjon az LLNA: BrdU-ELISA vizsgdlat sordn alkalma-
zand6 maximélis dézis kivdlasztisdhoz, amennyiben a szisztémds toxicitdst (lasd a 24. bekezdést) és/vagy nagy-
fokd bdrirritdciot (ldsd a 23. bekezdést) okozd koncentriciéra vonatkozd informdcidk nem éllnak rendelkezésre.
Folyadékok esetében a legmagasabb vizsgdlt dézisnak 100 %-os koncentrcionak kell lennie, szilird anyagok vagy
szuszpenzidk esetében pedig a lehetséges maximdlis koncentraciénak.

Az elsziirg vizsgdlatot a f6 LLNA: BrdU-ELISA vizsgdlathoz hasonlé koriilmények kozott kell végezni, eltekintve
attol, hogy nem kell a nyirokcsomoé-proliferacidt értékelni, valamint déziscsoportonként kevesebb éllat hasznal-
haté. Déziscsoportonként egy vagy két dllat javasolt. Az egereket a szisztémds toxicitds, illetve az alkalmazds
helyén fellép6 helyi irritdcio jeleinek szempontjdbdl naponta megfigyelik. A testtomeget a vizsgalat el6tt és az dllat
exterminaldsa el6tt is (6. nap) feljegyzik. A bdrpirt az egerek mindkét fulén vizsgéljdk és pontozzdk az 1. tabldzat
(20, illetve e melléklet B.4. fejezete) szerint. A fiilvastagsdg értékeit egy vastagsagmérével (példdul digitdlis mikro-
méter, vagy Peacock Dial vastagsdgmérd) dllapitjak meg az 1. napon (az adagolds el6tt), a 3. napon (hozzdvetSleg
48 oréval az elsé dozis utdn), valamint a 6. napon. A 6. napon a fiilvastagsdgot ezen kiviil a fiilbgl lyukasztdssal
eltavolitott szovet tomegének meghatdrozdsdval is meg lehet dllapitani, amit az dllat extermindldsa utdn kell
fillvastagsdg a vizsgdlat barmely napjan (21) (22). A f6 LLNA: BrdU-ELISA vizsgélathoz azt a d6zist kell maximalis
dézisként vélasztani, amely az el@sztirés sordn alkalmazott koncentracidsorban (ldsd a 18. bekezdést) a szisztémds
toxicitst és/vagy nagyfoki helyi bérirritdciét okozd koncentracional eggyel alacsonyabb.

1. tdbldzat

Bérpir (erythema) pontszdmai

Megfigyelés Pontszdm

Nincs erythema 0

Nagyon enyhe erythema (alig észlelhetd) 1

J6l

koriilirt erythema 2

Kozepes-silyos erythema 3

Silyos (céklavoros elszinezédés), porkképzsdéig terjedd erythema, amely lehetetlenné teszi az 4

erythema besoroldsat

23

24.

. A 25 %-os fiilvastagsdg-novekedésen feliil (21) (22), a bérirritdlé anyagok LLNA modszerrel végzett kimutatdsdhoz

a kezelt dllatok fiilvastagsdgdnak kontrollcsoporthoz viszonyitott statisztikailag szignifikdns novekedését is hasz-
naljak (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28). Noha 25 % alatti fiilvastagsdg esetén el6fordulhat statisztikailag szigni-
fikins novekedés, a nagyfoku irriticiéval azonban ezt kilonosen nem hoztdk Osszefiiggésbe (25) (26) (27)
(28) (29).

Az integralt értékelés részeként alkalmazva a kovetkezd klinikai tiinetek jelezhetnek szisztémads toxicitdst (30), és
ezdltal kijelolhetik a f6 LLNA:BrdU-ELISA vizsgdlat sordn alkalmazandé maximélis d6zist: az idegrendszer mtiko-
désében bekovetkezd véltozasok (példdul piloerekceid, ataxia, tremorok és gorcsrohamok); a viselkedésben beko-
vetkez§ valtozdsok (példdul agresszivitds, a tisztdlkodasi tevékenységekben bekovetkezd valtozds, az aktivitdsi szint
jelent@s véltozdsa); a 1égzési mintdzat véltozdsa (példdul a 1égvételek gyakorisigdban és az intenzitisdban beko-
vetkezd véltozds, tgymint dyspnoe, zihalds és szortyzorejek), valamint véltozdsok az tdpldlék- és vizfogyasztdsban.
Az értékelés sordn emellett figyelembe kell venni a letargia és/vagy reakcidkészség hidnydnak jeleit, valamint az
enyhénél és pillanatnyindl fokozottabb fdjdalom vagy szenvedés barmilyen klinikai tiinetét, az > 5 %-ndl nagyobb
ardnyt testtomegesokkenést az 1. naptdl a 6. napig tarté idészakban, valamint a mortalitdst. Az elhulldskozeli
allapotban 1évo vagy stilyos fdjdalmak és szenvedés jeleit mutaté dllatokat humédnus médon extermindlni kell (31).

A {6 vizsgdlat kisérleti iitemterve

25. A vizsgélat kisérleti titemterve a kovetkezd:

— 1. nap: Kiilon meg kell hatdrozni, és fel kell jegyezni mindegyik dllat testtomegét és az esetleges klinikai
megfigyeléseket. Vigytink fel 25 pl térfogatd, megfeleld higitdst vizsgdlt anyagot, valamint a vivBanyagot
onmagdban vagy pozitiv kontrollt (pozitiv kontroll parhuzamos vagy a kozelmiltban végzett vizsgdlata a
laboratérium szabdlyzatdnak megfelelGen, figyelembe véve a 11-15. bekezdésekben foglaltakat) a fiilek
dorzdlis oldaldra.

— 2. és 3. nap: Ismételjiik meg az 1. napon elvégzett felviteli eljdrast.
— 4. nap: Nincs kezelés.

— 5. nap: Fecskendezziink be 0,5 mL (5 mgfegér) BrdU (10 mg/ml) oldatot intraperitonedlisan.
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— 6. nap: Fel kell jegyezni minden éllat testtomegét és minden klinikai megfigyelést. A BrdU befecskendezése
utdn koriilbeliil 24 6rdval (24 h) exterminaljuk az allatokat. Mindegyik egér fiilébdl vagjuk ki a kezelt teriilet
nyirokelvezetésérdl gondoskodé fiili nyirokcsomokat, és tegyiik be azokat édllatonként kiilon-kiilon foszféttal
pufferelt s6oldatba (PBS). A nyirokcsomdk azonositdsdnak és prepardldsanak részletei és az ehhez kapcsol6dd
dbrék a (17) hivatkozdsban taldlhatok. A helyi bdrreakci6 f6 vizsgdlatban torténd tovabbi monitorozdsdhoz
olyan tovabbi paramétereket lehet belevenni a vizsgdlati protokollba, mint példdul a bdrpir pontozdsa vagy a
fulvastagsdg mérése (akdr vastagsdgmérdvel, akar elolés utdni filldarabsily-meghatdrozdssal).

sejtszuszpenzidk elkészitése

. Az egyes dllatokb6l két oldalrdl vett nyirokcsomosejtekbdl (LNC) egysejtszuszpenziot kell késziteni a sejtek
mechanikus dton torténd Gvatos szétvalasztdsdval, amely végezhet6 200 mikrométeres lyukméretii rozsdamentes
acélbol késziilt fémhaloval vagy egyéb elfogadhaté mddszerrel (pl. a nyirokcsomok egyszer hasznélatos méianyag
mozsdrban torténd Osszetorése, majd 70-es nejlonhdlon valé dtpréselése). Az LNC szuszpenzié elkészitése a
vizsgdlat szempontjabdl dontS fontossdgd, ezért a modszert a vizsgélatot végz$ valamennyi munkatdrsnak
elére el kell sajatitani. A negativ kontrollként szolgdl6 allatok nyirokcsomoéi kisméretiiek, ezért az Sl-értékre
gyakorolt mesterséges hatdsok elkeriilése érdekében fontos az elGvigydzatos kezelés. Az LNC szuszpenzid céltér-
fogatit minden esetben a meghatdrozott optimalizdlt térfogathoz kell igazitani (koriilbeliil 15 ml). Az optimalis
térfogat meghatdrozdsa a negativ kontrollcsoport 0,1-0,2 kozotti dtlagos abszorbancidjanak elérésén alapul.

sejtproliferici6 meghatdrozdsa (a BrdU limfocitik DNS-ébe val6 beépiilésének mérése)

. A BrdU mérése a kereskedelemben kaphaté ELISA készlet (példdul Roche Applied Science, Mannheim, Német-
orszag, katalogusszdm: 11 647 229 001) haszndlatdval torténik. A mérés lényege, hogy az LNC-szuszpenzi6bol
hdrom adagban 100 pl-t kell egy lapos alji mikrotiterlemez mélyedéseibe adagolni. Az LNC fixdldsa és denatu-
rildsa utdn mindegyik mélyedésbe anti-BrdU-antitestet kell adni, majd varni kell, hogy a reakci6 kialakuljon.
Ezutin az anti-BrdU antitestet mosdssal el kell tavolitani, majd hozzd kell adni a szubsztritoldatot, és vdrni
kell, hogy kialakuljon a kromogén termék. Ekkor 370 nm-en 492 nm-es referencia-hullimhossz mellett mérni
kell az abszorbancidt. A vizsgalati koriilményeket minden esetben optimalizdlni kell (ldsd a 26. bekezdést).

MEGFIGYELESEK

Klinikai megfigyelések

28

. Naponta legaldbb egyszer minden egérnél meg kell vizsgdlni az alkalmazds helyén kialakul6 lokdlis vagy szisz-
témds toxicitds esetleges tiineteit. Minden megfigyelést szisztematikusan fel kell jegyezni minden egyes egér
esetében, egyedi adatsor felvételével. A monitoring tervnek tartalmaznia kell azon kritériumokat, amelyek alapjin
azonnal azonosithatéak az eutandzidt igényld, szisztémds toxicitdst, kiterjedt helyi bérirritdciot vagy bérkorr6zidt
mutatd egerek (31).

Testtomeg

29

. Ahogyan az a 25. bekezdésben szerepel, az egyes allatok testtomegét a vizsgdlat kezdetén, valamint a huméanusan
torténd extermindlds tervezett id6pontjdban kell megmérni.

AZ EREDMENYEK KISZAMITASA

30

31.

32.

. Az egyes kezelési csoportokra vonatkozd eredményeket dtlagos stimuldciés indexben (SI) fejezziik ki. Az SI
kiszdmitdsa gy torténik, hogy a vizsgdlt anyaggal kezelt egyes csoportokban és a pozitiv kontrollcsoportban
kapott édllatonkénti dtlagos BrdU jelolési indexet el kell osztani az oldészerrel[vivSanyaggal kezelt kontrollcsoport

A BrdU jelolési index meghatdrozésa:
BrdU jelolési index = (ABS,,, — ABS vak,,) — (ABS, — ABS vak .9
em = kibocsatott hullimhossz; ref = referencia hulldimhossz.

A vilaszreakci6t akkor lehet pozitivan értékelni, ha a stimuldciés index > 1,6 (10). Amikor azonban azt kell
meghatdrozni, hogy egy hatdrértéken 1év8 eredmény (vagyis amikor az SI-érték 1,6 és 1,9 kozott van) pozitivnak
tekintend@-e, akkor a dézis-valasz Osszefiiggés erdssége, a statisztikai szignifikancia és az olddszerrel/vivGanyaggal,
valamint a pozitiv kontrollal kapott vélaszreakciok kovetkezetessége is felhaszndlhat6 (3) (6) (32).

Az 1,6 és 1,9 kozotti Sl-vel jar6, hatrértéken 1év6 pozitiv vélaszreakcidk esetében a felhaszndlok donthetnek dgy,
hogy az eredmények pozitivitdsinak megerdsitéséhez tovabbi informdciokat — példdul a dézis-valasz sszefiiggést,
egylitt — kivannak figyelembe venni (10). Figyelembe kell venni a vizsgalt anyag kiilonféle tulajdonségait is, koztitk
azt, hogy mutat-e szerkezeti rokonsdgot ismert bérszenzibilizdlé anyagokkal, okoz-e nagyfokd bdrirritdcidt
egereknél, illetve a megfigyelt dozis-valasz osszefiiggés jellegét. Ezek, illetve tovdbbi megfontoldsok részletesebb
targyaldsat ldsd a (4) hivatkozdsban.
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33. Az egyedi dllatokon alapuld adatgytjtés lehetGvé teszi a dézis-vélasz Osszefiiggés adatokban titkr6z6d6 fenn-
allasdnak és mértékének statisztikai elemzését. Barmely statisztikai elemzés tartalmazhatja a dézis-vilasz Gssze-
fuiggés értékelését, valamint a vizsgélati csoportok megfelelen korrigdlt dsszehasonlitdsait (példdul a déziscso-
portok pédronkénti Osszehasonlitdsa a pdrhuzamos olddszeres|vivGanyagos kontrollcsoportokkal). A statisztikai
elemzésekben a dozis-valasz tendencidk értékelésénél szerepelhet példdul linedris regresszié vagy William-féle
préba, a pédronkénti Gsszehasonlitdsokndl pedig Dunnett-féle proba. A megfelel§ statisztikai elemzési modszer
kivélasztdsakor a vizsgdlonak figyelemmel kell lennie a lehetséges varianciaegyenl6tlenségekre és més kapcsol6dd

szitkség. A vizsgdlonak minden esetben el kell végeznie az SI-k kiszdmitdsdt és statisztikai elemzéseket bizonyos
adatpontokkal (az tgynevezett »kiugré adatokkal«) és azok nélkiil.

ADATOK ES JELENTES
Adatok

34. Az adatokat tdbldzatos formdban kell osszefoglalni, feltiintetve az egyedi dllatok BrdU jelolési indexének értékeit, a
csoport atlagos BrdU jelolés/dllat értékét, a hozzd tartozé hibamutatéval (példdul SD, SEM), valamint az egyes
déziscsoportokban kapott dtlagos stimuldcids indexeket (SI) 6sszehasonlitva a parhuzamos oldészeres/vivGanyagos
kontrollcsoportéval.

Vizsgilati jelentés

35. A vizsgdlati jelentésnek a kovetkezd informaciokat kell tartalmaznia:
Vizsgélt anyagok és kontrollanyagok:

— azonosité adatok (pl. adott esetben a CAS-szdm és az EU-szdm; eredet; tisztasdg; ismert szennyezdk; tétel-
szam),

— fizikai megjelenés és fizikai-kémiai tulajdonsdgok (pl. illékonysdg, stabilitds, oldhat6sdg),

— elegy esetén annak Osszetétele és az egyes komponensek egymdshoz viszonyitott ardnya,

Oldészer[vivGanyag:
— azonosité adatok (adott esetben tisztasdg; koncentracid; alkalmazott térfogat),

— a vivBanyag kivalasztdsdnak indoklasa,

Kisérleti allatok:

— CBA egértorzs szdrmazdsa,

— az dllatok mikrobioldgiai stitusa, amennyiben ismert,
— az allatok szdma és életkora,

— az dllatok szdrmazdsa, tartdsanak koriilményei, takarmdnya stb.,

Vizsgdlati koriilmények:

— az ELISA készlet esetében a szdrmazds, a tételszdm, a gydrté mindségbiztositdsi/mindség-ellendrzési adatai
(antitest szenzitivitdsa és specificitdsa, illetve a kimutatdsi hatdr),

— a vizsgdlt anyagbdl eldallitott készitménnyel és annak alkalmazasdval kapcsolatos adatok,
— a dozisszintek megvalasztdsdnak indokldsa (ezen belill adott esetben az elGsziirési vizsgélatok eredményei),

— a vivBanyag és a vizsgdlt anyag alkalmazott koncentricidja, valamint a vizsgalt anyagbdl alkalmazott teljes
mennyiség,

— a tapldlék és a viz mindségére vonatkozo adatok (ezen beliil a takarmdny tipusa/eredete, a viz eredete),
— a kezelés adatai és a mintavételek iitemezése,

— a toxicitds mérésére alkalmazott mddszerek,
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— a pozitiv és negativ vizsgilati eredmény kimonddsédnak kritériumai,

— a protokolltdl vald esetleges eltérések adatai, és annak kifejtése, hogy az eltérés hogyan érintheti vizsgalati
tervet és az eredményeket,

A megbizhatésdg ellendrzése:

— a legutébbi megbizhatésagi ellendrzés eredményeinek Osszefoglaldsa az alkalmazott anyag, koncentricid és
vivBanyag adataival egyiitt,

— a vizsgaldlaboratérium parhuzamosan ésfvagy kordbban vizsgalt pozitiv és parhuzamosan vizsgdlt negativ
(olddszer[vivGanyag) kontrollokra vonatkozé adatai,

— ha nem vizsgéltak parhuzamosan pozitiv kontrollt, a laboratériumban legutdbb végzett idGszakos pozitiv
kontroll ddtuma és laboratériumi jelentése, valamint pozitiv kontroll vizsgalatdnak kordbbi adatait részletezd
jelentés, amely indokolja, hogy miért nem végzik a laboratériumban pozitiv kontroll parhuzamos vizsgalatat,

Eredmények:

— az egyes dllatok testtomege a kezelés kezdetén és a humdnusan torténd exterminalds tervezett id6pontjdban,
illetve az dtlagos és vonatkozd hibamutatok (pl. SD, SEM) kezelési csoportonként,

— a toxicitdsi tiinetek, ezen beliil az alkalmazds helyén esetleg kialakulé bérirriticié megjelenésének idGpontja és
id6beli alakuldsa minden egyes allatra vonatkozdan, amennyiben volt ilyen,

— az dllatonkénti BrdU jel6lési indexek és kezelési csoportonkénti SI értékek tabldzata,

— dtlagos és kapcsoldd6 hibamutatdk (pl. SD, SEM) az allatonkénti BrdU jelolési index esetében, az egyes kezelés
csoportokban, és a kiugrd értékek elemzése az egyes kezelési csoportokban,

— a kiszdmitott SI és a variabilitds megfelel§ mutatGja, amely az egyedek kozti variabilitdst a vizsgdlt anyaggal
kezelt csoportban és a kontrollcsoportokban egyardnt figyelembe veszi,

— doézis-vdlasz osszefiiggés,

— adott esetben statisztikai elemzések,

Al

N

eredmények tdrgyaldsa:

— r6vid kommentdr az eredményekhez, a ddzis-vélasz elemzéshez és adott esetben a statisztikai elemzésekhez, és
kovetkeztetés levondsa arra vonatkozdan, hogy a vizsgalt anyagot bérszenzibilizdlé hatdstnak kell-e tekinteni
vagy sem.
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1. fiiggelék
FOGALOMMEGHATAROZASOK

Pontossdg: A vizsgalati modszerrel kapott eredmények és az elfogadott referenciaértékek kozotti egyezés mértéke. A
vizsgdlati mddszer teljesitményének mutatéja, valamint a relevancidjdnak egyik megitélési szempontja. E kifejezést
gyakran haszndljdk az »egyezés« megfelelGjeként, amely egy adott vizsgdlati médszer alkalmazdsakor az azonos
eredmények ardnyat fejezi ki (33).

Referenciaanyag: A vizsgdlt anyaggal valé osszehasonlitds céljdbol etalonként haszndlt szenzibilizdld vagy nem szenzi-
bilizdl6 anyag. A referenciaanyaggal szemben a kovetkezd elvdrdsok fogalmazhatok meg: i. dlland6 és megbizhatd
beszerzési forrasbol vagy forrdsokbdl kell szdrmaznia; ii. a vizsgdlt anyagok csoportjdhoz hasonlé szerkezettel és
funkciondlis jellemzdkkel kell rendelkeznie; iii. ismert fizikai-kémiai tulajdonsdgokkal kell rendelkeznie; iv. rendelke-
zésre kell dllniuk az anyag ismert hatdsait aldtdmaszt6 adatoknak; és v. a kivant valaszreakcidk tartomanydban ismert
hatdstnak kell lennie.

Alnegativ eredmény: Valamely vizsgalati médszerrel tévesen negativnak vagy inaktivnak mingsitett vizsgdlt anyag, amely
val6jaban pozitiv vagy aktiv (33).

Alpozitiv: Valamely vizsgdlattal tévesen pozitivnak vagy aktivnak mindsitett vizsgilt anyag, amely valjdban negativ
vagy inaktiv (33).

Veszély: Kdros egészségiigyi vagy okologiai hatdsok el6idézésének lehetésége. A kdros hatds csak akkor jelenik meg, ha
kell§ szintli az expozicid.

Laboratériumok kozotti reprodukdlhatésdg: Annak mértéke, hogy a kiilonb6z6 mindsitett laboratériumok azonos proto-
koll és azonos vizsgélt anyag alkalmazdsdval mennyire képesek mindségileg és mennyiségileg azonos eredményeket
produkdlni. A laboratériumok kozotti reprodukalhatdsag az elShitelesitési és hitelesitési folyamat sordn keriil meghatd-
rozdsra, és annak mértékét jelzi, hogy az adott vizsgdlat mennyire sikeresen vihet§ 4t laboratoriumok kozott; mds
néven laboratériumok kozotti megismételhetGség (33).
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Laboratdriumon beliili reprodukdlhatésdg: Annak meghatdrozasa, hogy az ugyanazon laboratériumban dolgozé képzett
személyek meghatarozott protokoll kiilonbozd idGpontokban torténd alkalmazdsdval mennyire sikeresen tudjak repro-
dukdlni az eredményeket. Mds néven laboratériumon beliili megismételhetSség (33).

Kiugrd érték: A kiugré érték olyan megfigyelés, amely szembettinGen eltér az egy populdciobdl vett véletlenszerd minta
egyéb értékeitdl.

Mindségbiztositds: Iranyitdsi folyamat, amelynek sordn a laboratériumi vizsgilati szabvanyok és kovetelmények betar-
tdsat, a jegyzGkonyvek vezetését, valamint az adattovabbitds pontossdgdt a vizsgdlatot végzd személyektdl fiiggetlen
személyek ellendrzik.

Megbizhatdsdg: Azonos protokoll szerint végzett vizsgalati mddszer laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti
reprodukélhatésdgdnak mérésére szolgdl. A laboratériumon beliili és laboratériumok kozotti reprodukdlhatdsig kiszé-
mitésdval allapitjdk meg (33).

Bdrszenzibilizdcié: Immunologiai folyamat, amely akkor jelentkezik, ha egy érzékeny egyén lokdlisan érintkezik valamely
indukald hatdst allergén vegyi anyaggal, amely esetlegesen kontakt szenzibilizdcié kialakuldsdhoz vezet§ immunvélaszt
vélt ki a bérben.

Stimuldcids index (SI): Adott vizsgdlt anyag bdrszenzibilizdciot okozé képességének meghatdrozasara kiszdmitott érték,
amely az anyaggal kezelt csoportban és a parhuzamosan vivéanyaggal kezelt kontrollcsoportban tapasztalt proliferdcié
ardnya.

Vizsgdlt anyag (mds néven vizsgdlt vegyi anyag): Birmilyen anyag vagy keverék, amelyet ezzel a vizsgalati médszerrel
vizsgdlnak.”
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