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(Nelegislativne akty)

NARIADENIA

NARIADENIE KOMISIE (Elj) ¢ 640/2012
zo 6. jila 2012,

ktorym sa na dcely prisposobenia technickému pokroku meni a dopifia nariadenie Eurépskeho
parlamentu a Rady (ES) ¢. 440/2008, ktorym sa ustanovuji testovacie metédy podla nariadenia

¥

Eurépskeho parlamentu a Rady (ES) ¢&.

1907/2006 o registricii, hodnoteni, autorizicii

a obmedzovani chemickych litok (REACH)

(Text s vyznamom pre EHP)

EUROPSKA KOMISIA,

so zretelom na Zmluvu o fungovani Eurdpskej tnie,

so zretelom na nariadenie Eurépskeho parlamentu a Rady (ES)
¢.1907/2006 z 18. decembra 2006 o registracii, hodnotent,
autorizdcii a obmedzovani chemikélii (REACH) a o zriadeni
Eurdpskej chemickej agentiiry, o zmene a doplneni smernice
1999/45/ES a o zruSeni nariadenia Rady (EHS) ¢.793/93
a nariadenia Komisie (ES) ¢.1488/94, smernice Rady
76/769/EHS a smernic Komisie 91/155/EHS, 93/67/EHS,
93/105/ES a 2000/21ES ('), a najmi na jeho ¢lanok 13 ods. 3,

kedZe:

(1)  Nariadenie Komisie (ES) ¢.440/2008 (?) obsahuje testo-
vacie metddy na Gcely stanovenia fyzikdlno-chemickych
vlastnosti, toxicity a ekotoxicity ldtok, ktoré sa maju
uplatiiovat na tcely nariadenia (ES) ¢. 1907/2006.

(2)  Je potrebné aktualizovat nariadenie (ES) ¢. 440/2008 tak,
aby prioritne zahffialo nové a aktualizované alternativne
testovacie metddy, ktoré prijala OECD s cielom obmedzit
pocet zvierat pouzivanych na pokusné tcely v sdlade so
smernicou Eurépskeho parlamentu a Rady 2010/63/EU

() U. v. EU L 396, 30.12.2006, s. 1.
() U.v. EU L 142, 31.5.2008, s. 1.

z 22. septembra 2010 o ochrane zvierat pouZzivanych na
vedecké Ucely }) a so smernicou Rady 86/609/EHS
z 24. novembra 1986 o aproximdcii zdkonov, inych
prévnych predpisov a spravnych opatreni clenskych
Statov tykajacich sa ochrany zvierat pouzivanych na
pokusné a iné vedecké ucely (4. Tento névrh bol prekon-
zultovany so zainteresovanymi stranami.

(3)  Nariadenie (ES) ¢. 440/2008 by sa preto malo zodpove-
dajacim spésobom zmenit a doplnit.

(4)  Opatrenia stanovené v tomto nariadeni st v sdlade so
stanoviskom vyboru zriadeného podla ¢lanku 133 naria-
denia (ES) ¢.1907/2006,

PRIJALA TOTO NARIADENIE:

Cldnok 1

Priloha k nariadeniu (ES) ¢. 440/2008 sa meni a doplfa v stlade
s prilohou k tomuto nariadeniu.

Clanok 2

Toto nariadenie nadobtda w¢innost tretim diiom po jeho
uverejneni v Uradnom vestniku Eurdpskej tinie.

() U.v. EU L 276, 20.10.2010, s. 33.
() U. v. ES

E
ES L 358, 18.12.1986, s. 1.
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Toto nariadenie je zdvizné v celom rozsahu a priamo uplatnitelné vo vsetkych clenskych
Statoch.

V Bruseli 6. jula 2012

Za Komisiu
predseda
José MANUEL BARROSO
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PRILOHA

Priloha k nariadeniu (ES) ¢. 440/2008 sa meni a doplna takto:

1. Kapitola B.42 sa nahrddza takto:

,B. 42. SENZIBILIZACIA KOZE: LOKALNA SKUSKA LYMFATICKYCH UZLIN

UVOD

1.

Usmernenia Organizdcie pre hospoddrsku spolupricu a rozvoj (OECD) na testovanie chemikalii a testovacie
metédy EU vychddzajice z tychto usmerneni sa pravidelne reviduji vzhladom na vedecky pokrok, zmeny
regulacnych potrieb a dobré zivotné podmienky zvierat. Povodna testovacia metdda (TM) na urcenie senzibilizdcie
koze u mysi, tzv. lokdlna skuska lymfatickych uzlin (LLNA; usmernenie OECD na vykondvanie testov 429;
kapitola B.42 tejto prilohy) uZ bola prijatd (1). Podrobnosti validdcie LLNA a revizia pric v tejto oblasti boli
uverejnené v (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11). Aktualizovand LLNA je zaloZend na hodnoteni skiisenosti
a vedeckych tdajov (12). Tdto testovacia metdda je druhou testovacou metdédou vytvorenou na posidenie
potencidlu chemikalif (litok a zmesi) sposobit senzibilizdciu koZe u zvierat. Prvd testovacia metdda (t. j. usmer-
nenie OECD na vykondvanie testov 406; kapitola B.6 tejto prilohy) vyuZiva testy s morcatami, a to maximalizacny
test morciat a Buehlerov test (13). LLNA poskytuje vyhody v porovnani s metédou B.6 a usmernenim OECD na
vykondvanie testov 406 (13), pokial ide o dobré Zivotné podmienky zvierat. Této aktualizovand testovacia metéda
LLNA zahfia stbor noriem vykonnosti (PS) (dodatok 1), ktoré mozno pouzif na hodnotenie stavu validdcie
novych afalebo upravenych testovacich metdd, ktoré st z funkéného a mechanického hladiska podobné LLNA
v stlade so zdsadami usmerfiujiceho dokumentu OECD ¢. 34 (14).

LLNA skiima induként fézu senzibilizdcie koze a poskytuje kvantitativne ddaje vhodné na hodnotenie odozvy na
dévku. Treba poznamenat, Ze lahké/mierne senzibilizdtory, ktoré sa odportcaji ako vhodné chemikilie na
pozitivnu kontrolu v testovacich metédach na morcatich (t. j. kapitola B.6; usmernenie OECD na vykonédvanie
testov €. 406) (13), st tiez vhodné na pouzitie pri LLNA (6) (8) (15). Redukovand lokédlna skiska lymfatickych
uzlin (rLLNA), pri ktorej by sa mohlo vyuzivat aZz o 40 % menej zvierat, je v tejto testovacej metdde tieZ opisand
ako jedna z moznosti (16) (17) (18). Metddu rLLNA mozno pouzit v pripade, ak vznikla regulacnd potreba
potvrdit negativny predpoklad potencidlu senzibilizcie koze, za predpokladu, Ze existuje stlad so vietkymi
ostatnymi $pecifikdciami protokolov LLNA, ako je to opisané v tejto testovacej metdde. Predpoklad negativneho
vysledku by sa mal urobit na zéklade vietkych dostupnych informdcii, ako je opisané v odseku 4. Pred pouzitim
metddy rLLNA je potrebné poskytnit jasné a vedecké odovodnenia pouZitia tejto metédy. Ak sa pri rLLNA
naprick ocakdvaniam dosiahne pozitivny alebo nejasny vysledok, mozno bude potrebné vykonat dalsie testovanie,
aby bola moznd interpretdcia alebo objasnenie zistenia. Skdska rLLNA by sa nemala vyuzivat na identifikdciu
nebezpecnosti testovanych ldtok, ktoré sposobuji senzibilizdciu koze v pripade, ked st potrebné informdcie
o odozve na ddvku, ako napriklad dalsia kategorizdcia pre nariadenie (ES) ¢. 1272/2008 o klasifikdcii, oznacovani
a balenf ldtok a zmesf a globdlny harmonizovany systém klasifikdcie a oznacovania chemickych litok Organizicie
Spojenych ndrodov (OSN).

VYMEDZENIE POJMOV

3.

Pouzité definicie stt uvedené v dodatku 2.

UVODNE UVAHY A OBMEDZENIA

4.

LLNA poskytuje alternativnu metédu na identifikdciu moznych chemikdlii sposobujicich senzibilizdciu koze.
Neznamend to nevyhnutne, Ze vo vSetkych pripadoch sa md pouzif LLNA namiesto testu s morcatami (t. j.
metdda B.6; usmernenie OECD na vykondvanie testov 406) (13), ale skor to, Ze tito skiska je rovnako hodnotnd
a modZe sa pouzif ako alternativa, v ktorej pozitivne a negativne vysledky vo vieobecnosti nevyzaduju dalsie
potvrdenie. Testovacie laboratérium by malo posudit vSetky dostupné informdcie o testovanej litke pred usku-
to¢nenim $tadie. Takéto informdcie budd obsahovat identitu a chemickd $truktiru testovanej latky, jej fyzikdlno-
chemické vlastnosti, vysledky vsetkych ostatnych in vitro alebo in vivo testov toxicity s testovanou latkou a toxi-
kologické tdaje o Struktdrne pribuznych chemikélidch. Tieto informdcie treba vziat do tvahy pri stanovovani, ¢i
LLNA je pre dand ldtku vhodnd (vzhladom na nezlu¢itelnost obmedzenych druhov chemikdlif s LLNA — pozri
odsek 5), a ako pomoc pri vybere dévok.

LLNA je metdda in vivo, a to znamend, Ze pri posudeni aktivity alergickej kontaktnej senzibilizdcie sa nevylucuje
pouZivanie zvierat. MoZe viak umoZnit zniZenie poctu zvierat potrebnych na tento tGcel. Okrem toho LLNA
pontika znacné zjemnenie sposobu, akym sa zvieratd pouzivaji na testy alergickej kontaktnej senzibilizicie
(znizuje bolest a utrpenie zvierat). LLNA sa zakladd na posudzovani imunologickych reakcif vyvolanych chemi-
kéliami pocas indukénej fazy senzibilizdcie. Na rozdiel od testov s morc¢atami (t. j. metéda B.6; usmernenie OECD
na vykondvanie testov 406) (13) LLNA nevyzaduje, aby sa vyvolali reakcie dermélnej hypersenzitivity. Okrem
toho LLNA nevyZzaduje pouZitie adjuvansu ako v pripade maximalizacného testu morciat (13). Tym LLNA znizuje
bolest a utrpenie zvierat. Napriek vyhoddm, ktoré LLNA md v porovnani s metédou B.6 a usmernenim OECD na
vykondvanie testov 406, je potrebné uznat, Ze existujii urcité obmedzenia, v pripade ktorych by sa mohlo
vyzadovat pouzitie metddy B.6 alebo usmernenia OECD na vykondvanie testov 406 (13) [napr. falo§né negativne
zistenia v LLNA s urcitymi kovmi, falosné pozitivne zistenia s urcitymi koznymi drdzdivymi ldtkami (ako
napriklad niektoré druhy povrchovo aktivnych chemikadlif) (19) (20) alebo rozpustnost testovanej ldtky]. Okrem
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toho chemické skupiny alebo ldtky, ktoré obsahujii potencidlne zmito¢né funkéné skupiny (21), si tiez mozu
vyzadovat pouzitie testov s morcatami (t. j. B.6; usmernenie OECD na vykondvanie testov 406 (13). Dalej na
zdklade obmedzenej validacnej databdzy, ktord sa skladd predovietkym z pripravkov na ochranu rastlin, pri LLNA
je pravdepodobnejsie, Ze pri tychto druhoch testovacich litok sa dosiahne pozitivny vysledok ako pri teste
s morcatami (22). Pri testovani pripravkov by sa vSak malo vziat do tvahy zahrnutie podobnych litok so
zndmymi vysledkami ako referen¢nych ldtok na preukdzanie toho, Ze LLNA riadne funguje (pozri odsek 16).
Okrem takto identifikovanych obmedzeni by sa LLNA mala uplatiiovat pri testovani vietkych litok okrem
pripadov, ked' ticto ldtky maji vlastnosti, ktoré by mohli nartiat presnost LLNA.

PRINCIP TESTU

6.

Zdkladnym principom, na ktorom sa LLNA zakladd, je, Ze senzibilizdtory vyvoldvaji primdrnu proliferdciu
lymfocytov v lymfatickej uzline v drénovanom mieste aplikdcie testovanej ldtky. Tato proliferdcia je Gmernd
dévke a Gcinnosti aplikovaného alergénu a poskytuje jednoduchy prostriedok na ziskanie kvantitativneho merania
senzibilizdcie. Proliferdcia sa meria porovndvanim priemeru proliferdcie v kazdej pokusnej skupine s priemerom
proliferdcie v kontrolnej skupine, ktorej sa poddva nosi¢ (VC). Stanovi sa pomer priemernej proliferdcie v kazdej
oSetrenej skupine a priemernej proliferdcie v stbeznej kontrolnej skupine s nosicom, ktory sa oznacuje ako
stimula¢ny index (SI), a musi mat hodnotu aspon tri pred dalsim pripadnym vyhodnotenim testovanej latky
ako potencidlneho senzibilizdtora koze. Uvedené metddy sa zakladajii na pouzivani radioaktivneho znacenia in
vivo na meranie proliferdcie zvySeného poctu bunick v drénovanych usnych lymfatickych uzlindch. Mozu sa viak
pouzit iné koncové body na postdenie poctu proliferujicich buniek za predpokladu, Ze budd tplne splnené
poziadavky na normy vykonnosti (dodatok 1).

OPIS SKUSKY

Vyber druhov zvierat

7.

Vybranym druhom pre tento test je mys. Pouziji sa mladé dospelé negravidné samice mysi, ktoré nikdy nevrhli
mléddatd, kmena CBA/Ca alebo CBA[]. Na zaciatku Stidie by zvieratd mali byt vo veku 8 — 12 tyzdnov a rozdiel
medzi hmotnostami zvierat md byt minimdlny a nemd byt vy3si ako 20 % priemernej hmotnosti. Alternativne sa
mozu pouzit iné kmene a samce, ak sa na zdklade ziskanych tdajov dd uspokojivo dokdzat, Ze neexistuji
vyznamné odlisnosti $pecifické pre kmen afalebo pohlavie v odozve na LLNA.

Podmienky umiestnenia a kimenia

8.

Mysi by sa mali umiestnit v skupindch (23), pokial' sa neposkytne primerané vedecké odovodnenie ich umiest-
nenia jednotlivo. Teplota miestnosti pre pokusné zvieratd by mala byt 22 £ 3 °C. Aj ked relativna vlhkost by mala
byt aspon 30 % a pokial mozno by nemala prevySovat 70 %, okrem obdobia pocas Cistenia miestnosti, cieclom je,
aby relativna vlhkost dosahovala 50 % — 60 %. Osvetlenie by malo byt umelé a malo by sa striedat 12 hodin
svetla a 12 hodin tmy. Na kimenie sa moze pouzivat bezné laboratérne krmivo s neobmedzenou dodadvkou pitnej
vody.

Priprava zvierat

9.

Zvieratd sa vyberti ndhodne a st oznacené tak, aby sa umoznila jednotlivd identifikdcia (ale nie formou usnych
znaciek), a drzia sa v klietkach aspon 5 dni pred zaciatkom poddvania ddvok, aby sa aklimatizovali na laboratérne
podmienky. Pred zacatim oSetrenia sa vietky zvieratd vySetria, aby sa zaistilo, Ze nemaju zZiadne viditeIné kozné
poranenia.

Priprava ddvok

10. Chemikdlie v tuhom skupenstve by sa pred podanim ddvky do ucha mysi mali rozpustit alebo suspendovat

v rozpustadlich alebo nosicoch, a ak je to vhodné, rozriedit. Kvapalné chemikalie mozno podédvat priamo alebo
pred podanim rozriedif. V pripade nerozpustnych chemikalii, ako napriklad tych, ktoré sa vo vSeobecnosti
pouzivaji ako zdravotnicke pomocky, by sa pred podanim ddvky do ucha mysi mala uskutoc¢nit zvySend extrakcia
vo vhodnom rozptstadle, aby sa odhalili vietky extrahovatelné zlozky, ktoré sa budii testovat. Testované ltky sa
pripravuji kazdy den okrem pripadu, ked tdaje o stabilite preukazujii prijatelnost uskladnenia.

Kontrola spolahlivosti

11. Riadne vykonanie skisky sa dokazuje pomocou pozitivnych kontrolnych chemikalif, ktoré reaguji primeranou

a reprodukovatelnou citlivostou ako senzibilizujice testované latky, pre ktoré je dobre charakterizovand sirka
odozvy. Odportca sa zahrnit stibezni pozitivnu kontrolu, pretoze to dokazuje kompetenciu laboratéria Gspesne
vykonat kazdi skisku a umoziuje posidenie vnitrolaboratérnej a medzilaboratérnej reprodukovatelnosti
a porovnatelnosti. Pozitivnu kontrolu v kazdej $tadii vyzaduja aj niektoré regulacné orgdny, a preto by pouzi-
vatelia mali pred vykonanim skdsky LLNA konzultovat s prislusnymi orgdnmi. Rutinné pouzitie siibeZnej pozi-
tivnej kontroly sa podporuje aj preto, aby sa predislo potrebe dalSicho testovania na zvieratich s cieclom splnit
také poziadavky, ktoré by mohli vyplynat z pouzitia periodickej pozitivnej kontroly (pozri odsek 12). Pozitivna
kontrola by mala spdsobit pozitivnu odozvu na LLNA pri drovni expozicie, pri ktorej sa ocakdva ndrast stimu-
la¢ného indexu (SI) > 3 v porovnani s negativnou kontrolnou skupinou. Ddvka pozitivnej kontroly by sa mala
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12.

13.

14.

15.

16.

17

zvolit tak, aby nesposobila nadmerné podrdzdenie koZe alebo systémovii toxicitu a aby indukcia bola reprodu-
kovatelnd, ale nie nadmerna (t. j. SI> 20 by bola nadmernd indukcia). Vhodnymi pozitivnymi kontrolami st 25 %
3-fenyl-2-hexylpropendl [¢islo CAS (Chemical Abstracts Service) 101-86-0] v acetdne, olivovy olej (v pomere 4: 1,
objemové percentd) a 5 % benzotiazol-2-tiol (¢islo CAS 149-30-4) v N,N-dimetylformamide (pozri dodatok 1
tabulku 1). MoZu sa vyskytnit okolnosti, ked sa v riadne zdovodnenych pripadoch mozu pouzit iné pozitivne
kontroly, ktoré spliiaji uvedené kritéria.

Hoci sa odporica stbeznd pozitivna kontrolnd skupina, mozu sa vyskytndt situdcie, ked moze byt vhodné
periodické testovanie (t. j. v intervaloch najviac 6 mesiacov) pozitivnych kontrol v pripade tych laboratorii,
ktoré vykondvaju LLNA pravidelne (t. j. LLNA vykondvaju v priebehu jedného mesiaca aspon raz) a ktoré
maju zavedend historickd databazu pozitivnych kontrol, ktord preukazuje schopnost laboratéria dosahovat repro-
dukovatelné a presné vysledky s pozitivnymi kontrolami. Primeranti odbornost s pouzitim LLNA mozno dspe$ne
preukdzat dosiahnutim konzistentnych pozitivnych vysledkov s pozitivnou kontrolou najmenej v 10 nezavislych
testoch uskutocnenych v ur¢itom primeranom obdobf (t. j. v obdobi kratSom ako jeden rok).

Stbeznd pozitivna kontrolnd skupina by sa mala zahrnat vidy, ked dojde k procedurdlnej zmene v stvislosti
s LLNA (napr. k zmene vyskoleného persondlu, zmene materidlov ajalebo reagentov pouzivanych pri testovacej
metdde, zmene ndstrojov pouzivanych pri testovacej metdde, zmene zdroja testovanych zvierat), a takéto zmeny
je potrebné zaznamenat v laboratornych spravach. Je potrebné zvazit vplyv tychto zmien na primeranost predtym
zriadenej historickej databdzy pri urcovani potreby zriadenia novej historickej databdzy na zaznamendvanie
konzistentnosti vysledkov pozitivnej kontroly.

Vyskumni pracovnici by si mali uvedomit, Ze rozhodnutie vykonat $tadiu pozitivnych kontrol na periodickom
zdklade namiesto sibeznych pozitivnych kontrol moze mat ndsledky na primeranost a prijatelnost negativnych
vysledkov $tadie ziskanych bez sibeznej pozitivnej kontroly pocas intervalu medzi kazdou periodickou stidiou
pozitivnej kontroly. Ak sa dosiahne napriklad falosny negativny vysledok v periodickej stadii pozitivnej kontroly,
negativne vysledky ziskané s testovanou ldtkou v intervale medzi poslednou prijatelnou periodickou stadiou
pozitivnej kontroly a neprijatelnou periodickou $tadiou pozitivnej kontroly mozno spochybnit. Dosledky tychto
vysledkov treba dokladne zvazit pri urcovani toho, ¢i vykonat siibezné pozitivne kontroly alebo iba periodické
pozitivne kontroly. Treba tiez zvazit pouZitie mensieho poctu zvierat v sibeznej pozitivnej kontrolnej skupine, ak
je to vedecky odovodnené a ak laboratérium na zéklade konkrétnych laboratérnych historickych tdajov preukdze,
ze mozno pouzit mensi pocet mysi (12).

Aj ked by sa pozitivna kontrola mala testovat v nosici, o ktorom je zndme, Ze vyvoldva konzistentni odozvu
(napr. acetén: olivovy olej v pomere 4: 1, objemové percentd), mozu sa vyskytnit urcité regulacné situdcie,
v ktorych bude potrebné vykonat aj testovanie v nestandardnom nosic¢i (klinicky/chemicky zodpovedajicom
roztoku) (24). Ak sa subeznd pozitivna kontrola testuje v odlisnom nosici ako testovand latka, potom treba do
testu sibeznej pozitivnej kontroly zahrnit samostatnt kontrolnd skupinu, ktorej sa poddva nosic.

V pripadoch hodnotenia testovanych latok, ktoré patria do konkrétnej chemickej triedy, alebo rozsahu odoziev
mozu byt uZitocné aj referencné latky, aby sa preukdzalo, Ze testovacia metdda na zistovanie potencidlu tychto
druhov testovanych latok sposobit senzibilizciu koZe funguje riadne. Vhodné referen¢né litky maji mat tieto
vlastnosti:

— Strukturdlnu a funkénd podobnost s triedou testovanej latky, ktord je predmetom testovania,

— zndme fyzikdlne/chemické vlastnosti,

— podporné tdaje z LLNA,

— podporné tdaje z dalsich zvieracich afalebo ludskych modelov.

TESTOVACI POSTUP

Pocet zvierat a velkost divky

. Na ddvkovt skupinu sa pouzivaji aspofi Styri zvieratd, aspon tri koncentrécie testovanej ldtky a k tomu stibeznd
negativna kontrolnd skupina, ktorej sa poddva iba nosi¢ pre testovanii ldtku, a pozitivna kontrola (stibeznd alebo
neddvna, podla laboratérnych pravidiel s prihliadnutim na odseky 11 —14). Treba zvédzit testovanie viacerych
dévok pozitivnej kontroly, najmd ak sa testuje na preruovanej bdze. So zvieratami v kontrolnych skupindch by sa
malo zaobchddzat rovnakym sposobom ako s pokusnymi zvieratami okrem pripadov, ked sa oetrovanie testo-
vanou latkou nevykondva.
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19.

20.

. Vyber dévky a nosica by mal byt zalozeny na odporticaniach uvedenych v odkazoch (3) a (5). Ndsledné dévky sa
zvyCajne vyberaji z vhodnych sérif koncentrédcii, napr. 100 %, 50 %, 25 %, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% atd.
Vyber zo sérii koncentrdcii je potrebné primerane vedecky zdovodnit. Vietky existujice informdcie o toxicite
(napr. akitnej toxicite a podrazdeni koze), ako aj Strukturdlne a fyzikdlno-chemické informédcie o predmetnej
testovanej ldtke (afalebo Strukturdlne pribuznych latkach) by sa mali pripadne posidit vyberom troch po sebe
iddcich koncentrdcii tak, aby najvyssia koncentrdcia maximalizovala expoziciu, pricom by sa vSak zabranilo
systémovej toxicite afalebo nadmernému lokdlnemu podrdzdeniu koze (3) (25). Ak tieto informdcie nie si
k dispozicii, mozno bude potrebné vykonat pociatocny predbezny skriningovy test (pozri odseky 21 — 24).

Nosi¢ by nemal ovplyviiovat vysledok testu a mal by sa vybrat na zdklade maximalizdcie rozpustnosti s cielom
ziskat najvyssiu dosiahnutelnd koncentrdciu, pricom vznikne roztok[suspenzia vhodnd na aplikiciu testovanej
latky. Odporicané nosice si: aceton: olivovy olej (4: 1, objemové percentd), N,N-dimetylformamid, metyletylke-
ton, propylénglykol a dimetylsulfoxid (19), ale mozu sa pouzit aj iné nosice, ak sa uvedie uspokojivé vedecké
zdovodnenie. V urcitych situdcidch moze byt potrebné pouzit ako dalsiu kontrolu klinicky vhodny roztok alebo
komer¢ny pripravok, v ktorom sa testovand ldtka preddva. Osobitnii pozornost je potrebné venovat zabezpeceniu
toho, aby sa hydrofilné testované litky zabudovali do systému nosica, ktory zvlh¢uje pokozku, a rychlo neunikli,
a to zaclenenim vhodnych rozpustadiel (napr. 1 % Pluronic® L92). Preto je potrebné vyhybat sa pouzitiu isto
vodnych nosicov.

Spracovanie lymfatickych uzlin jednotlivych mys$i umoziiuje posudit variabilitu medzi zvieratami a Statisticky
porovnat rozdiel medzi meraniami testovanej latky a kontrolnej skupiny, ktorej sa poddva nosi¢ (pozri odsek
35). Okrem toho sa po poskytnuti informdcii o jednotlivych zvieratich moze prehodnotit moznost zniZenia
poctu mysi v pozitivnej kontrolnej skupine (12). NavySe niektoré regulacné orgny pozaduji zber ddajov o jedno-
tlivych zvieratdch. Niektoré regula¢né orgdny vsak mozu povazovat za prijatelné aj spojené tdaje o zvieratich a v
takejto situdcii majii pouzivatelia moznost zbierat bud ddaje o jednotlivych zvieratich, alebo spojené tdaje
o zvieratach.

Predbezny skriningovy test

21

22.

. V pripade, Ze nie st k dispozicii informacie na stanovenie najvyssej davky testovanej latky (pozri odsek 18), treba
vykonat predbezny skriningovy test s cielom stanovit primerand troven testovanej ddvky na pouzitie v LLNA.
Ciefom predbezného skriningového testu je poskytnit usmernenie na vyber maximaélnej trovne ddvky na pouzitie
v hlavnej $tadii LLNA v pripade, Ze nie st dostupné informdcie o koncentrécii, ktord sposobuje systémovi toxicitu
(pozri odsek 23) afalebo nadmerné lokdlne podrdzdenie koze (pozri odsek 24). Maximdlna droven testovanej
ddvky by mala obsahovat 100 % testovanej ldtky v pripade kvapalin alebo maximdlnu moznd koncentraciu
v pripade tuhych ldtok alebo suspenzii.

Predbezny skriningovy test sa vykondva za podmienok, ktoré st identické s hlavnou 3tddiou LLNA, s tym
rozdielom, Ze sa neposudzuje proliferdcia lymfatickej uzliny a moZze sa pouzit mensi pocet zvierat na davkovd
skupinu. Navrhuje sa jedno alebo dve zvieratd na ddvkovii skupinu. U vietkych mysi sa kazdy den pozoruji
klinické priznaky systémovej toxicity alebo lokdlneho podrdzdenia v mieste aplikdcie. Telesné hmotnosti zvierat sa
zaznamenaju na zaciatku testu a pred usmrtenim (den 6). Obidve usi kazdej mysi sa vySetria, ¢i nemaji priznaky
erytému (sCervenania koze), a vyhodnotia sa podla tabulky 1 (25). Hriibka ucha sa meria pomocou meradla
hrabky (napr. digitdlnym mikrometrom alebo meradlom hribky Peacock Dial) v deni 1 (pred aplikdciou dévky),
v dei 3 (priblizne 48 hodin po prvej divke) a v defi 6. Okrem toho mozno hribku ucha v defi 6 urcit na zdklade
merani vdzenim vzoriek usi, ktoré by sa malo vykonat po humdnnom usmrteni zvierat. Nadmerné lokdlne
podrazdenie koze indikuje hodnota erytému = 3 afalebo zvySenie hribky ucha o225 % v ktorykolvek den
merania (26) (27). Najvyssia ddvka vybrand pre hlavni stadiu LLNA bude najblizsia nizsia ddvka z predbeznych
skriningovych sérif koncentracii (pozri odsek 18), ktord nespdsobuje systémovi toxicitu afani nadmerné lokdlne
podrdzdenie koze.

Tabulka 1

Hodnotenia erytému

Pozorovanie Hodnotenie

Ziadny erytém 0

Velmi slaby erytém (sotva pozorovatelny) 1

Jas

ne ohraniCeny erytém 2

Mierny az silny erytém 3

Vyrazny erytém (tmavocerveny) aZ vytvorenie chrasty zabranujiicej posideniu erytému 4
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23. Okrem 25 % zvysenia hribky ucha (26) (27) sa Statisticky vyznamné zvy3enie hribky ucha v testovanej skupine
mysi v porovnani s kontrolnou skupinou mysi pouzilo aj na identifikdciu drazdivych latok v LLNA (28) (29) (30)
(31) (32) (33) (34). Statisticky vyznamné zvysenie hribky ucha moze nastat aj vtedy, ked dojde k mensiemu
zvySeniu ako 25 %, nespdja sa viak konkrétne s nadmernym podrdzdenim koze (30) (32) (33) (34).

24. Nasledujtce klinické pozorovania mozu indikovat systémovi toxicitu (35) (36), ak st sacastou integrovaného
posudzovania, to znamend, Ze mozu indikovat maximalnu troven ddvky na pouzitie v hlavnej $tddii LLNA:
zmeny funkcie nervového systému (napr. piloerekcia, ataxia, triaska a kfce); zmeny spravania (napr. agresia, zmena
pri Cisteni, vjraznd zmena stupfia aktivity); zmena dychania (t. j. zmena frekvencie alebo intenzity dychania, ako
napriklad zaddsanie, dychavicnost a 3elest) a zmeny spotreby potravy a vody. Okrem toho treba v hodnoteni
zvazit priznaky letargie ajalebo apatie a akékolvek klinické priznaky silnejsej alebo dlhodobejsej bolesti a utrpenia
alebo viac ako 5 % zniZenie telesnej hmotnosti medzi diiom 1 a 6 a imrtnost. Umierajiice zvieratd alebo zvieratd,
ktoré maji ocividne silné bolesti alebo vykazuju pretrvavajice priznaky silného utrpenia, by sa mali humdnnym
sposobom usmrtit (37).

Harmonogram pokusov v hlavnej Stdadii

25. Harmonogram pokusov v rdmci skasky je takyto:

— Defi 1: Oznacte kazdé zviera a zaznamenajte jeho hmotnost a akékolvek klinické pozorovania. Zacnite
s aplikdciou 25 pl z prislusného zriedenia testovanej ldtky, samotného nosica alebo pozitivnej kontroly
(stibeznej alebo stcasnej, podla laboratérnych pravidiel s prihliadnutim na odseky 11 —15) na zadnd stranu
kazdého ucha.

— Dni 2 a 3: Zopakujte aplika¢ny postup uskutocneny v den 1.

— Dni 4 a 5: Ziadne oSetrenie.

— Deit 6: Zaznamenajte hmotnost kazdého zvierata. Injekéne podajte vietkym pokusnym a kontrolnym mysiam
250 pl sterilného fosfitom tlmeného fyziologického roztoku (PBS) obsahujiceho 20 pCi (7,4 x 10° Bq) *H-
metyltymidinu cez chvostovii Zzilu. Alternativne injekéne podajte vietkym mysiam 250 pl sterilného PBS
obsahujiiceho 2 pCi (7,4 x 10* Bq) '»’Ijédodeoxyuridinu a 10~M-fluorodeoxyuridinu cez chvostovii Zilu.
O pit hodin sa zvieratd humdnne usmrtia. Drénované usné lymfatické uzliny sa odstrdnia z kazdého ucha
mysi a spracuji sa spolo¢ne v PBS pre kazdé zviera (met6da jednotlivych zvierat) alebo sa lymfatické uzliny
odstrania z kazdého ucha a spolo¢ne spracuji v PBS pre kazdi pokusni skupinu (metéda spojenych pokus-
nych skupin). Udaje a diagramy identifikicie a disekcie lymfatickych uzlin mozno nédjst v odkaze (12). Pri
dalsom monitorovani lokdlnej odozvy koze v hlavnej stadii mozno do protokolu $tadie zahrnit dalsie
parametre, ako napriklad hodnotenie erytému ucha alebo merania hribky ucha (ziskané pomocou meradla
hribky alebo vdzenim vzoriek usi pri pitve).

Priprava bunkovych suspenzii

26. Jednobunkové suspenzia buniek lymfatickych uzlin (LNC), odobrand bilaterdlne s pouzitim met6dy jednotlivych
zvierat alebo alternativnej met6dy spojenej pokusnej skupiny, sa pripravuje jemnym mechanickym pretlacenim cez
sitko z nerezovej ocele so Sirkou oka 200 pm alebo inou prijatelnou technikou na pripravu jednobunkovej
suspenzie. Bunky lymfatickych uzlin sa dvakrdt premyja v prebytku PBS a DNA sa vyzrdza 5% kyselinou
trichléroctovou (TCA) pri 4 °C pocas 18 hod. (3). Pelety sa bud opitovne suspenduji v 1 ml TCA a prenest
do scintila¢nych flasti¢iek obsahujiicich 10 ml scintila¢nej kvapaliny na ¢itanie °H, alebo sa prenesti priamo do
gammaéitacich tdb na ¢itanie 121

Stanovenie proliferdcie buniek (naviazand rddioaktivita)

27. Zaclenenie *H-metyltymidinu sa meria f-scintilaénym ¢itanim ako dezintegricia za mindtu (DPM). Zaclenenie
125 jododeoxyuridinu sa meria &itanim 121 a tiez sa vyjadruje ako dezintegracia za mindtu (DPM). V zavislosti od
pouzitej metddy sa zaclenenie vyjadri ako DPM/my$ (metdda jednotlivych zvierat) alebo DPM/pokusnd skupina
(metdda spojenej pokusnej skupiny).

Redukovand LLNA

28. V urcitych situdcidch, ked vznikne regula¢nd potreba potvrdit negativny predpoklad potencidlu senzibilizécie koZe,
mozno pouzit volitelny protokol rLLNA (16) (17) (18) s pouzitim mensieho poctu zvierat, ak existuje stilad so
vietkymi ostatnymi $pecifikdciami protokolov LLNA v tejto testovacej metdde. Pred pouzitim metddy rLLNA je
potrebné poskytnit jasné a vedecké odovodnenia pouzitia tejto metddy. Ak sa dosiahne pozitivny alebo nejasny
vysledok, mozno bude potrebné vykonat dalsie testovanie, aby bola moZznd interpretdcia alebo objasnenie zistenia.
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29. Znizenie poctu ddvkovych skupin je jediny rozdiel medzi protokolmi testovacich metdd LLNA a rLLNA a z tohto
dovodu rLLNA neposkytuje informdcie o odozve na ddvku. Preto by sa rLLNA nemala pouzivat v pripadoch, ked
st potrebné informdcie o odozve na ddvku. Podobne ako pri viacddvkovej LLNA by koncentrécia testovanej latky
hodnotenej v rLLNA mala byt maximalnou koncentrdciou, ktord nespdsobuje zjavnii systémovi toxicitu afani
nadmerné lokilne podrdzdenie koze mysi (pozri odsek 18).

POZOROVANIA
Klinické pozorovania

30. Kazdd mys sa starostlivo vySetri aspon jedenkrat denne na v3etky klinické priznaky, ¢i uz ide o lokdlne podrdz-
denie v mieste aplikdcie, alebo systémovi toxicitu. Vsetky pozorovania sa systematicky zaznamendvaji, pricom
kazdd my$ mé individudlny zdznam. Pliny na monitorovanie by mali zahfnat kritérid na rychlu identifikdciu tych
mysi, ktoré vykazuja systémovu toxicitu, nadmerné lokdlne podrazdenie alebo poleptanie koze a ktoré maja byt
humaénne usmrtené (37).

Telesné hmotnosti

31. Ako sa uvadza v odseku 25, telesné hmotnosti jednotlivych zvierat by sa mali odmerat na zaciatku testu a pri
napldnovanom usmrten{ zvierat.

VYPOCET VYSLEDKOV

32. Vysledky sa vyjadrujii ako stimulacny index (SI). Pri pouziti metddy jednotlivych zvierat sa SI ziska vydelenim
priemernej hodnoty DPM/mys v ramci kazdej skupiny, ktorej sa podévala testovand ltka, a pozitivnej kontrolnej
skupiny priemernou hodnotou DPM/my$ kontrolnej skupiny, ktorej sa podavalo rozpustadlo/nosi¢. Priemernd
hodnota SI kontrolnych skupin, ktorym sa podéval nosi¢, je potom 1. Pri pouZiti metddy spojenej pokusnej
skupiny sa SI ziska vydelenim hodnoty spojeného rdadioaktivneho zaclenenia v kazdej pokusnej skupine hodnotou
zaclenenia v spojenej kontrolnej skupine s nosi¢om; a tym sa ziska priemernd hodnota SI.

33. V rozhodovacom procese sa za pozitivny vysledok povazuje stimulacny index > 3. Pri urcovani toho, &i je
hrani¢ny vysledok pozitivny, sa viak moze pouzit aj sila odozvy na ddvku, Statisticky vyznam a konzistentnost
odoziev na rozpustadlo/nosi¢ a odoziev na pozitivnu kontrolu (4), (5), (6).

34. Ak je potrebné vysvetlit ziskané vysledky, pozornost by sa mala venovat roznym vlastnostiam testovanej latky
vratane toho, ¢i md Strukturdlny vztah k ldtkam, ktoré si zndmymi senzibilizdtormi koze, ¢i sposobuje nadmerné
lokdlne podrédzdenie koZe, a charakteru pozorovanej odozvy na divku. Tieto a ostatné hladiskd sa podrobne
rozoberajl inde (7).

35. Zbieranie udajov o rddioaktivite na Grovni jednotlivych mysi umozni vykonat Statistickdi analyzu pritomnosti
a trovne vztahu medzi ddvkou a odozvou. Kazdé Statistické postdenie by mohlo zahfiiat hodnotenie vztahu
medzi ddvkou a odozvou, ako aj vhodne upravené porovnavania pokusnych skupin (napr. porovndvania v paroch
skupiny, ktorej sa podéva ddvka, a sdbeznej kontrolnej skupiny s nosicom). Statistické analyzy mézu zahffat
napr. linedrnu regresiu alebo Williamsov test na postdenie trendov vo vztahu medzi ddvkou a odozvou
a Dunnettov test na porovndvanie v paroch. Pri vybere vhodnej metddy Statistickej analyzy by si vyskumny
pracovnik mal uvedomovat mozné nerovnosti rozdielov a dalsie sivisiace problémy, ktoré si mozu vyzadovat
premenu tdajov alebo Statistickd analyzu zaloZend na inych ako parametrickych tddajoch. Vyskumny pracovnik
bude mozno v kazdom pripade musiet vykonat vypocty SI a Statistické analyzy s urcitymi ddtovymi bodmi a bez
nich (niekedy sa tieto Gdaje nazyvaji ,extrémne hodnoty’).

UDAJE A PODAVANIE SPRAV

Udaje

36. Udaje by sa mali uvidzat v tabulkovej podobe. Pri pouziti metédy jednotlivich zvierat sa v tabulke uvedi
hodnoty DPM u jednotlivych zvierat, skupinovd priemernd hodnota DPM/zviera, stivisiaci rozsah chyby (napr.
SD, SEM) a priemernd hodnota SI kazdej ddvkovej skupiny v porovnani so stibeznou kontrolnou skupinou

s nosicom. Pri pouziti metddy spojenej pokusnej skupiny sa v tabulke uvedie priemernd/prostrednd hodnota
DPM a priemernd hodnota SI kazdej divkovej skupiny v porovnani so stibeznou kontrolnou skupinou s nosi¢om.

Spriva o teste

37. Sprdva o teste by mala obsahovat tieto informdcie:
Testované a kontrolné latky:
— identifika¢né ddaje (napr. Cisla CAS, ¢isla EC, ak st k dispozicii, zdroj, Cistota; zndme necistoty, &islo Sarze),

— fyzikdlny charakter a fyzikdlno-chemické vlastnosti (napr. prchavost, stabilita, rozpustnost),
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— v pripade zmesi zloZenie a relativny percentudlny podiel zloZiek.

Rozpustadlo/nosic:
— identifika¢cné tdaje (Cistota, v pripade potreby koncentricia, pouzZity objem),

— zdovodnenie volby nosica.

Testovacie zvierata:

— pouzity kmen mysi CBA,

— mikrobiologicky stav zvierat, ak je zndmy,
— pocet a vek zvierat,

— zdroj zvierat, podmienky umiestnenia, krmivo atd.

Podmienky testu:

— informdcie o priprave a aplikdcii testovanej latky,

— zdovodnenie vyberu ddvky (vritane vysledkov z predbezného skriningového testu, ak sa uskutocnil),

— pouzité koncentricie nosica a testovanej ldtky a celkové mnozstvo aplikovanej testovanej latky,

— tdaje o kvalite krmiva a vody (vrdtane druhu/zdroja krmiva, zdroja vody),

— podrobny opis harmonogramu poddvania divok a odberu vzoriek,

— metddy merania toxicity,

— kritérid na hodnotenie $tadii ako pozitivnych alebo negativnych,

— inf(()irmécie o akychkolvek odchylkach od protokolu a vysvetlenie, ako odchylky ovplyviuji ndvrh a vysledky
stadie.

Kontrola spolahlivosti:

— stthrn vysledkov poslednej kontroly spolahlivosti vratane informdcif o testovanej latke, koncentrécii a pouZitom
nosici,

— udaje o stbeznej afalebo historickej pozitivnej kontrole a sibeZnej negativnej kontrole testovacieho labora-
toria,

— ak nebola zahrnutd stibeznd pozitivna kontrola, ddtum a laboratérna sprava o najaktudlnejSej periodickej
pozitivnej kontrole a sprava s historickymi ddajmi o pozitivnej kontrole, ktorymi laboratérium zdovodnuje
nevykonanie sibeznej pozitivnej kontroly.

Vysledky:

— hmotnosti jednotlivych mysi na zaciatku poddvania ddvky a pri naplinovanom usmrteni, ako aj priemerny
a suvisiaci rozsah chyby (napr. SD a SEM) pre kazdi pokusni skupinu,

— Casovy priebeh ndstupu priznakov toxicity u kazdého zvierata vritane podrdzdenia koZze na mieste podania
latky, ak sa vyskytnd,

— tabulka hodn6t DPM a SI u jednotlivich mysi (metdda jednotlivych zvierat) alebo priemernych/prostrednych
hodnot DPM a SI (metdda spojenej pokusnej skupiny) v kazdej pokusnej skupine,
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— priemerny a savisiaci rozsah chyby (napr. SD, SEM) v suvislosti s hodnotou DPM/my§ v kazdej pokusnej
skupine a vysledky analyzy extrémnej hodnoty v kazdej pokusnej skupine pri pouziti metddy jednotlivych
zvierat,

— vypocet SI a vhodnd miera variability, ktord berie do tivahy variabilitu medzi zvieratami v skupindch, ktorym
sa poddva testovand ldtka, a v kontrolnych skupindch pri pouziti metddy jednotlivych zvierat,

— vztah medzi ddvkou a odozvou,

— v pripade potreby Statistické analyzy.

Rozbor vysledkov:

— struény komentdr v savislosti s vysledkami, analyza odozvy na dévku, Statistické analyzy, ak existujd,
s uvedenim zdveru, ¢i by sa testovand litka mala povazovat za litku sposobujicu senzibilizdciu koze.
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Dodatok 1

Normy vykonnosti na posudzovanie navrhovanych podobnych alebo upravenych testovacich metéd LLNA

na senzibiliziciu koZe

UvoD

1.

Ciefom noriem vykonnosti (PS) je ozndmit zéklad, na ktorom mozno urcit, Ze nové testovacie metddy, ¢ uz
chrdnené (t. j. chranené autorskym pravom, obchodnou znackou, registrované), alebo nechrdnené, sii dostato¢ne
presné a spolahlivé na konkrétne tcely testovania. Tieto normy vykonnosti st zaloZené na validovanych a akcep-
tovanych testovacich metdédach a mozno ich pouzit na hodnotenie spolahlivosti a presnosti dalsich podobnych
metdd (hovorovo nazyvanych testy ;me-too’), ktoré st zalozené na podobnych vedeckych zdsaddch a meraji alebo
prognézujii rovnaky biologicky alebo toxicky dcinok (14).

. Pred prijatim upravenych metdd (t. j. navrhnutych potencidlnych zlep3eni schvélenej testovacej metédy) je potrebné

vykonat hodnotenie s ciefom urcit G¢inok navrhnutych zmien na vykonnost testu a rozsah, v akom takéto zmeny
ovplyviuji informécie dostupné pre dalsie zlozky procesu validdcie. V zévislosti od poctu a povahy navrhovanych
zmien, ziskanych tidajov a sprievodnej dokumentécie k tymto zmendm by sa na ne mal vztahovat bud rovnaky
proces validdcie, akym prechddza novy test, alebo pripadne obmedzené postidenie spolahlivosti a relevantnosti na
zdklade zavedenych noriem vykonnosti (14).

. Podobné alebo upravené metddy navrhnuté na pouzitie v tejto testovacej metdde by sa mali posadit s cielom urcit

ich spolahlivost a presnost pri pouziti chemikalif, ktoré zastupuji cely rozsah hodnoteni LLNA. S cielom zabranit
neopravnenému pouzitiu zvierat sa dorazne odportica, aby tvorcovia modelov konzultovali s prislusnymi organmi
pred zacatim valida¢nych $tadif v silade s normami vykonnosti a usmernenim uvedenym v tejto testovacej metdde.

. Tieto normy vykonnosti st zaloZené na zostladenych norméch vykonnosti amerického medziagentirneho koor-

dinacného vyboru pre validdciu alternativnych metéd (US-ICCVAM), Eurdpskeho centra pre validdciu alternativnych
metdd (ES-ECVAM) a japonského centra pre validdciu alternativnych metéd (JaCVAM) (12), na zdklade ktorych sa
hodnoti platnost podobnych alebo upravenych verzii LLNA. Do noriem vykonnosti patria nevyhnutné zlozky
testovacej metddy, odportcané referenéné chemikélie a normy presnosti a spolahlivosti, ktoré by navrhnutd metdda
mala dosiahnut alebo presiahnut.
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I. Nevyhnutné zlozky testovacej metédy

5. S cielom zabezpecit, Ze podobnd alebo upravend metéda LLNA bude z funkéného a mechanického hladiska
podobnd metdde LLNA a bude meraf rovnaky biologicky dcinok, do protokolu testovacej metédy by sa mali
zahrnit tieto zlozky:

— Testovacia ldtka by sa mala lokdlne aplikovat na obe usi mysi.

— Proliferdcia lymfocytov by sa mala merat v lymfatickej uzline v drénovanom mieste aplikdcie testovanej latky.

— Proliferdcia lymfocytov by sa mala merat pocas indukénej fézy senzibilizdcie koze.

— Zvolend najvyssia ddvka testovanej latky by mala obsahovat maximdlnu koncentraciu latky, ktord nespdsobuje
systémovu toxicitu ajani nadmerné lokalne podrazdenie koze mysi. Najvyssia ddvka pozitivnych referenc¢nych
chemikdlif by mala byt prinajmenSom takd vysokd ako hodnoty LLNA EC3 zodpovedajicich referencnych
chemikélii (pozri tabulku 1), ktoré nespdsobujii systémovi toxicitu afani nadmerné lokdlne podrdzdenie

koze mysi.

— Kazdd stadia by mala obsahovat stibeznt kontrolnt skupinu, ktorej sa poddva nosi¢, a v pripade potreby by sa
mala pouZit aj sibeznd pozitivna kontrola.

— V skupine, ktorej sa poddva ddvka, by mali byt minimélne $tyri zvieratd.
— Mozno zbierat tdaje o jednotlivych zvieratich alebo spojené tdaje o zvieratdch.

Ak nebude splnené niektoré z tychto kritérii, potom tieto normy vykonnosti nemozno pouZzit na validdciu
podobnej alebo upravenej met6dy.

II. Minimélny zoznam referenénych latok

6. Zostladené normy vykonnosti US-ICCVAM, ES-ECVAM a japonského JaCVAM (12) identifikovali 18 minimalnych

referen¢nych chemikdlif, ktoré by sa mali pouzit, a $tyri nepovinné referencné chemikalie [t. j. ldtky, s ktorymi sa
v LLNA dosiahli falosné pozitivne alebo falosné negativne vysledky v porovnani s vysledkami, ktoré sa dosiahli
u [udi a morciat (B.6 alebo usmernenie OECD na vykondvanie testov 406) (13), a preto poskytuji prilezitost na
dosiahnutie rovnakej alebo lepsej vykonnosti ako LLNA], ktoré st zahrnuté do noriem vykonnosti LLN. Kritérid
vyberu na identifikdciu tychto chemikélii boli:

— zoznam referenc¢nych chemikalii zastupujicich druhy latok, ktoré sa zvycajne testuji v stvislosti s ich poten-
cidlom sposobit senzibilizdciu koZe, a rozsah odoziev, ktoré LLNA dokdze merat alebo prognézovat,

— latky mali dobre vymedzené chemické struktiry,

— pre kazda latku boli dostupné tidaje z LLNA testov na morcatich (t. j. B.6; usmernenie OECD na vykondvanie
testov 406) (13) a (ak existujt) Gdaje z testov na udoch a

— latky boli lahko dostupné z komercného zdroja.

Odporticané referencéné chemikdlie st uvedené v tabulke 1. Stddie, v ktorych sa pouzivaji navrhnuté referenéné
chemikdlie, by sa mali hodnotit v nosici, s ktor}/’fm st uvedené v tabulke 1. V situdcidch, ked uvedend ldtka nie je
dostupnd, mozu sa pouzit iné ldtky, ktoré spliaji uvedené kritérid vyberu, a tento vyber sa musi dostato¢ne
zdovodnit.



Odporacané referenéné chemikdlie pre normy vykonnosti LLNA

Tabulka 1

Skuto¢ny rozsah

Cislo Chemikalie (1) Cislo CAS Forma Nosic @) | EC3%() P 0,5x — 2,0x EC3 s LLNA/moréa | LLNA/elovek
1. 5-chlér-2-metyl-4-izotiazolin-3-6n 26172-55-4/2682-20-4 kvap. DMF 0,009 1 0,0045 - 0,018 NC +[+ ++
(CMI)/2-metyl-4-izotiazolin-3-6n (MI) (%)
2. DNCB 97-00-7 tuhd AOO 0,049 15 0,025 - 0,099 0,02 - +[+ +[+
0,094
3. 4-fenyléndiamin 106-50-3 tuhd AOO 0,11 6 0,055 - 0,22 0,07 -0,16 +[+ +[+
4. chlorid kobaltnaty 7646-79-9 tuhd DMSO 0,6 2 0,3 -1,2 0,4-0,8 +[+ +[+
5. izoeugenol 97-54-1 kvap. AOO 1,5 47 0,77 - 3,1 0,5- 33 +[+ +[+
6. 2-merkaptobenzotiazol 149-30-4 tuhd DMF 1,7 1 0,85 — 3,4 NC +[+ +[+
7. citral 5392-40-5 kvap. AOO 9,2 6 4,6 — 18,3 51-13 +[+ +[+
8. HCA 101-86-0 kvap. AOO 9,7 21 4,8 -19,5 4,4 - 14,7 +[+ +[+
9. eugenol 97-53-0 kvap. AOO 10,1 11 5,05 - 20,2 49 - 15 +[+ +[+
10. fenyl-benzoat 93-99-2 tuhd AOO 13,6 3 6,8 - 27,2 1,2 - 20 +[+ +[+
11. Skoricovy alkohol 104-54-1 tuhd AOO 21 1 10,5 - 42 NC +[+ +[+
12. imidazolidinyl mocovina 39236-46-9 tuhd DMF 24 1 12 - 48 NC ++ +[+
13. metyl-metakryldt 80-62-6 kvap. AOO 90 1 45 - 100 NC ++ +[+
14. chlérbenzén 108-90-7 kvap. AOO 25 1 NA NA -~ - (*
15. izopropanol 67-63-0 kvap. AOO 50 1 NA NA -~ -+
16. kyselina mlie¢na 50-21-5 kvap. DMSO 25 1 NA NA -~ -1
17. metyl salicyldt 119-36-8 kvap. AOO 20 9 NA NA -I- |-
18. kyselina salicylovd 69-72-7 tuhd AOO 25 1 NA NA —I- -I-
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Cislo Chemikalie (1) Cislo CAS Forma Nosi¢ ) | EC3% () P (4 0,5x — 2,0x EC3 Sku“’?cy’}mzsah LLNA/moréa | LLNA/clovek
Nepovinné latky na preukdzanie lep3ej vykonnosti vo vztahu k LLNA

19. laurylsulfdt sodny 151-21-3 tuhd DMF 8,1 5 405-162 | 1,5-171 +)- +)-

20. etylénglykol dimetakryldt 97-90-5 kvap. MEK 28 1 14 - 56 NC +[- +[+

21. xylén 1330-20-7 kvap. AOO 95,8 1 47,9 - 100 NC + (%) +[-

22. chlorid nikelnaty 7718-54-9 tuhd DMSO 5 2 NA NA —[+ [+

Skratky: AOO = acet6n: olivovy olej (4: 1, objemové percentd); ¢islo CAS = Chemical Abstracts Service Number; DMF = N,N-dimetylformamid; DMSO = dimetylsulfoxid; DNCB = 2,4-dinitrochlérbenzén; EC3 = odhadovand koncentracia,
ktord je potrebnd na dosiahnutie stimula¢ného indexu 3; morca = vysledok testu s morcatom (t. j. B.6 alebo usmernenie OECD na vykondvanie testov 406) (13); HCA = 3-fenyl-2-hexylpropanal; kvap. = kvapalnd forma; LLNA = vysledok
lokalnej skasky lymfatickych uzlin mysi (t. j. B.42 alebo usmernenie OECD na vykondvanie testov 429) (1); MEK = metyletyl keton; NA = neuplatiiuje sa, pretoze stimulacny index je nizsi ako 3; NC = nie je vypocitany, pretoze tdaje boli
ziskané z jedinej Stadie; tuhd = tuhd forma latky; nosi¢ = testovany nosic.

(*) Povazuje sa za latku, ktord nesposobuje senzibiliziciu koze u Iudi vzhladom na skutocnost, Ze v klinickych néplastovych testoch neboli zistené Ziadne vysledky, litka nie je sicastou néplastovych testov ako jeden z alergénov a neboli
zistené Ziadne pripady senzibilizdcie u ludi.

(*) Udaje z testov s morcatami nie st dostupné.

(") Chemikélie by sa mali pripravovat kazdy den okrem pripadu, ked tdaje o stabilite preukazujii prijatelnost uskladnenia.

() Vzhladom na pravdepodobny vplyv roznych nosicov na vykonnost LLNA by sa mal pre kazdd referencnt chemikdliu pouzit odpordcany nosi¢ (24) (32).

(%) Priemernd hodnota sa pouziva v pripade, ze je k dispozicii viac ako jedna hodnota EC3. Pri negativnych latkach (t. j. so stimulaénym indexom < 3) sa vyjadruje najvyssia testovand koncentracia.

() Pocet §tudii LLNA, z ktorych boli ziskané ddaje.

(°) Komercne dostupné ako Kathon CG (¢islo CAS 55965-84-9), ¢o je zmes CMI a MI v pomere 3: 1. Relativne koncentrécie kazdej zlozky sa pohybujii v rozmedzi od 1,1 % do 1,25 % (CMI) a od 0,3 % do 0,45 % (MI). Neaktivne zlozky st

magnéziové soli (21,5 % az 24 %) a dusicnan mednaty (0,15 % az 0,17 %), pricom zvysok tvori 74 % az 77 % vody. Kathon CG je k dispozicii prostrednictvom spolo¢nosti Sigma-Aldrich a Rohm and Haas (teraz sa spolocnost nazyva

Dow Chemical Corporation).
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IIl. Vymedzené normy spolahlivosti a presnosti

7. Presnost podobnej alebo upravenej metédy LLNA by mala splnit alebo presiahnut vykonnostni normu LLNA, ak sa
posudzuje s pouzitim minimédlne 18 referencnych chemikdlif, ktoré sa maji pouzit. Nové alebo upravend metdda
by mala viest k spravnej klasifikdcii zaloZenej na rozhodovani typu ,dno/nie’. Nova alebo upravend metdda viak
nemusi spravne klasifikovat vietky minimdlne referenéné chemikalie, ktoré sa maji pouzit. Ak bol napriklad jeden
zo slabych senzibilizdtorov nesprdvne klasifikovany, na preukdzanie rovnakej vykonnosti by sa mohla zvdzit
moznost zdovodnit tito nespravnu klasifikdciu a poskytnit dalsie primerané ddaje (napr. vysledky testov, ktoré
spravne klasifikuji ostatné litky s podobnymi fyzikalnymi, chemickymi a senzibiliza¢nymi vlastnostami, aké maja
tie latky, ktoré boli nespravne klasifikované). Za tychto okolnosti by sa stav validdcie novej alebo upravenej
testovacej metédy LLNA posudzoval od pripadu k pripadu.

Vniitrolaboratérna reprodukovatelnost

8. Na urcenie vnitrolaboratdrnej reprodukovatelnosti by sa novd alebo upravend metéda LLNA mala posudzovat
s pouzitim senzibilizujicej latky, ktord je v LLNA dobre charakterizovand. Preto si normy vykonnosti LLNA
zaloZené na variabilite vysledkov z opakovanych testov s 3-fenyl-2-hexylpropandlom (HCA). Na postidenie vnitro-
laboratérnej spolahlivosti by sa prahové hodnoty odhadovanej koncentricie (ECt) HCA mali urcit pri Styroch
osobitnych prilezitostiach, pricom medzi jednotlivymi testami je Casovy rozdiel aspon jeden tyzden. Prijatelnd
vnttrolaboratérnu reprodukovatelnost indikuje schopnost laboratéria ziskat v kazdom teste s HCA hodnoty ECt
medzi 5% a 20 %, ¢o predstavuje rozsah 0,5 — 2,0-ndsobku priemernej hodnoty EC3 definovanej pre HCA (10 %)
v LLNA (pozri tabulku 1).

Medzilaboratdrna reprodukovatelnost

9. Medzilaboratérna reprodukovatelnost novej alebo upravenej metédy LLNA by sa mala posudzovat s pouzitim
dvoch senzibilizujtcich ldtok, ktoré st v LLNA dobre charakterizované. Normy vykonnosti LLNA st zaloZené na
variabilite vysledkov testov s HCA a 2,4-dinitrochlérbenzénom (DNCB) v roznych laboratéridch. Hodnoty ECt by sa
mali urcit nezdvisle z jednej Stddie vykonanej minimalne v troch réznych laboratéridch. Na preukdzanie prijatelnej
medzilaboratérnej reprodukovatelnosti by kazdé laborat6rium malo ziskat hodnoty ECt medzi 5 % a 20 % pri HCA
a 0,025 % az 0,1 % pri DNCB, ¢o predstavuje rozsah 0,5 — 2,0-ndsobku priemernych koncentrdcii EC3 definova-
nych pre HCA (10 %) a DNCB (0,05 %) v LLNA (pozri tabulku 1).

Dodatok 2
Vymedzenie pojmov

Presnost: Miera zhody vysledkov testovacej metddy s akceptovanymi referenénymi hodnotami. Ide o opatrenie vykon-
nosti testovacej metody a jeden z aspektov relevantnosti. Tento pojem sa Casto pouZiva ako synonymum s pojmom
,zhoda’ a oznacuje podiel spravnych vysledkov testovacej met6dy (14).

Referencnd ldtka: Latka sposobujica alebo nesposobujiica senzibilizdciu, ktord sa pouziva ako Standardnd litka na
porovndvanie s testovanou litkou. Referen¢nd ldtka by mala mat tieto vlastnosti: i) konzistentny(-6) a spolahlivy(-é)
zdroj(-e); ii) Strukturdlnu a funkénd podobnost s triedou latok, ktoré sa budi testovat; iii) zndme fyzikalno-chemické
vlastnosti; iv) podporné ddaje o zndmych Gcinkoch a v) zndmu potenciu v rozsahu Zelanej odozvy.

Prahovd hodnota odhadovanej koncentrdcie (ECt): Odhadovand koncentrdcia testovanej litky potrebnd na dosiahnutie
stimula¢ného indexu, ktory naznacuje pozitivnu odozvu.

Odhadovand koncentrdcia tri (EC3): Odhadovand koncentrdcia testovanej latky potrebnd na dosiahnutie stimula¢ného
indexu 3.

Falosny negativny vysledok: Testovand ldtka je testovanou metédou nesprdvne identifikovand ako negativna alebo
neaktivna, pricom v skutocnosti je pozitivna alebo aktivna.

Falosny pozitivny vysledok: Testovand litka je testom nesprévne identifikovand ako pozitivna alebo aktivna, pricom
v skutocnosti je negativna alebo neaktivna.

Nebezpecnost: Potencidl skodlivého Geinku na zdravie alebo Zivotné prostredie. Skodlivy Gcinok sa prejavuje az pri
dostatocnej hladine expozicie.

Medzilaboratrna reprodukovatelnost: Miera, do akej rozne kvalifikované laboratérid, ktoré pouzivaju rovnaky protokol
a testuji rovnaké testovacie latky, dokdzu dosiahnut kvalitativne a kvantitativne podobné vysledky. Medzilaboratérna
reprodukovatelnost sa uréuje pocas postupov pred validdciou a v rdmci postupov validicie a znamend mieru, do akej
mozno test tspesne prendSat medzi laboratériami. Takisto je zndma ako reprodukovatelnost medzi laborat6riami (14).

Vniitrolaboratdrna reprodukovatelnost: UrCenie miery, do akej kvalifikovani pracovnici v rdmci jedného laboratéria dokdzu
uspesne opakovat vysledky s pouzitim konkrétneho protokolu v roznom case. Takisto je zndma ako reprodukova-
telnost v rdmci laboratdria (14).
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Test me-too: Hovorovy ndzov testovacej metddy, ktord je Strukturdlne a funkéne podobnd validovanej a akceptovanej
referencnej testovacej metdde. Takdto testovacia metdda by bola kandiddtom na dalsiu validdciu. MozZe sa pouzivat
namiesto podobnej testovacej metddy (14).

Extrémna hodnota: Extrémna hodnota je pozorovanie, ktoré je zna¢ne odlisné od ostatnych hodnot v ndhodnej vzorke
z populdcie.

Normy vykonnosti (PS): Normy zaloZené na validovanej testovacej metdde, ktoré slizia ako zaklad na hodnotenie
porovnatelnosti navrhovanej testovacej met6dy, ktord je funkéne a mechanicky podobnd. Patria sem: i) nevyhnutné
zlozky testovacej metddy; i) minimalny zoznam referenénych chemikdlif vybranych spomedzi latok pouzivanych na
preukdzanie prijatelnej vykonnosti validovanej testovacej metddy a iii) porovnatelné Grovne presnosti a spolahlivosti
zalozené na tom, ¢o sa ziskalo pre validovant testovaciu metdédu a ¢o by navrhovand testovacia metéda mala
preukdzat pri hodnoteni pomocou minimédlneho zoznamu referencnych chemikalif (14).

Chrdnend testovacia metéda: Testovacia metdda, ktorej vyrobu a distribiiciu obmedzuji patenty, autorské préva,
obchodné znacky atd.

Zabezpecovanie kvality: Riadiaci proces, v ktorom jednotlivci nezavisli od osob vykondvajicich testy posudzuji stlad
s laboratérnymi testovacimi normami, poziadavkami a postupmi vedenia zdznamov, ako aj presnost prenosu tdajov.

Referencné chemikdlie: Chemikdlie vybrané na pouzitie v procese validdcie, pre ktoré uz st znime odozvy v referencnom
testovacom systéme in vitro alebo in vivo alebo odozvy u danych druhov zvierat. Tieto chemikdlie by mali byt
zdstupcami tried chemikalii, v stvislosti s ktorymi sa ocakdva pouzitie testovacej metody, a mali by zastupovat
cely rozsah odoziev od silnych po slabé alebo negativne odozvy, ktoré mozno ocakavat od chemikalii, pri ktorych
sa moze metdda pouzif. Rozne skupiny referenénych chemikalii sa mozu vyzadovat v roznych $tadidch procesu
validdcie a pre rozne testovacie metédy a pouzitia testov (14).

Relevantnost: Opis vztahu testu k t¢inku, ktory je predmetom zdujmu, a & je tento Gcinok zmysluplny a uZitoény na
konkrétny tcel. Ide o mieru, do akej test sprdvne meria alebo prognézuje biologicky déinok, ktory je predmetom
zdujmu. Relevantnost zohladiuje presnost (zhodu) testovacej metédy (14).

Spolahlivost: Meria rozsah, v rdmci ktorého sa moze testovacia metdda pocas istého casového obdobia opakovane
vykondvat v rdmci laboratérii a medzi nimi navzdjom, pricom sa pouziva ten isty protokol. Posudzuje sa vypocitanim
vnutrolaboratornej a medzilaboratérnej reprodukovatelnosti (14).

Senzibilizdcia koZe: Imunologicky proces, ku ktorému dochddza po lokdlnom vystaveni ndchylného jednotlivca chemic-
kému alergénu, ktory vyvoldva koznt imunitni odozvu, ktord moze viest k vytvoreniu kontaktnej senzibilizacie.

Stimulacny index (SI): Hodnota vypocitand na postdenie potencidlu testovanej latky sposobit senzibilizdciu koze; ide
teda o pomer proliferdcie v pokusnych skupindch a proliferacie v sibeznych kontrolnych skupindch, ktorym sa poddva
nosic.

Testovand ldtka (tiez sa nazyva testovand chemikdlia): Akdkolvek ldtka alebo zmes testovand pomocou tejto testovacej
metddy.

Validovand testovacia metéda: Testovacia metdda, v savislosti s ktorou sa ukoncili valida¢né $tadie na stanovenie
relevantnosti (vratane presnosti) a spolahlivosti na konkrétny dcel. Je dolezité poznamenat, Ze validovand testovacia
metdda nemusi mat dostatoént vykonnost, pokial ide o presnost a spolahlivost, aby bola prijatelnd pre navrhovany
cel (14).

. Kapitola B.46 sa nahrddza takto:

,B.46. PODRAZDENIE KOZE IN VITRO: TEST NA MODELI REKON§TRUOVANE] LUDSKE] POKOZKY

UvoD

1. Podrézdenim koZe sa rozumie reverzibilné poskodenie koze po aplikdcii testovanej chemikdlie maximélne na Styri
hodiny [v zneni definicie podla globdlneho harmonizovaného systému Klasifikdcie a oznacovania chemickych
latok (GHS) Organizécie Spojenych ndrodov (OSN) a nariadenia Eurépskeho parlamentu a Rady (ES) €. 1272/2008
z0 16. decembra 2008 o klasifikdcii, oznacovani a baleni litok a zmesi (1) (3)]. Touto testovacou metddou (TM)
sa zabezpeCuje postup in vitro, ktory mozno pouzif na identifikiciu nebezpecnosti drézdivych chemikalii (ldtok
a zmesi) v sdlade s kategériou 2 GHS OSN a CLP EU (1) (2) (3). V EU a v dalsich regiénoch, ktoré neprijali
nepovinnd kategériu 3 GHS OSN (litky sposobujice mierne podrédzdenie), tito testovaciu metédu mozno pouzit
aj na identifikdciu chemikdli, ktoré nie st klasifikované, t. j. st ,bez kategérie* v zmysle GHS OSN a CLP EU (1)
(3). Této testovacia metéda sa moZe pouzif na urcenie podrdzdenia pokozky chemikdliami ako nezévisly test,
ktory slazi ako néhrada za testy podrdzdenia koze in vivo v rdmci stratégie testovania na viacerych drovniach (4
a kapitola B.4 tejto prilohy).



L 193/18

Uradny vestnik Eur6pskej tinie

20.7.2012

Posudzovanie podrdzdenia koZe sa zvycajne vykondva na laboratérnych zvieratich [usmernenie OECD na vyko-
ndvanie testov 404; kapitola B.4 tejto prilohy] (4). Pokial ide o obavy o dobré zivotné podmienky zvierat, metdda
B.4 bola v roku 2004 zrevidovand a umoziuje urcit poleptanie/podrazdenie koZe pomocou stratégie testovania
na viacerych trovniach s pouzitim validovanych testovacich metdd in vitro alebo ex vivo, vdaka ¢omu sa vylici
bolest a utrpenie zvierat. Tri validované testovacie metddy in vitro boli prijaté ako usmernenia OECD na vyko-
névanie testov 430, 431 a 435 (5) (6) (7) a dve z nich ako kapitoly B.40 a B.40a tejto prilohy a budd sa pouzivat
pri tej Casti stratégie testovania na viacerych drovniach metédy B.4 alebo usmernenia OECD na vykondvanie
testov 404, ktord sa tyka poleptania (4).

Tato testovacia metdda sa tyka koncového bodu podrdzdenia koze pre Tudské zdravie. Je zalozend na modeloch
rekonstruovanej [udskej pokozky, ktoré svojim celkovym usporiadanim (pouzitie netransformovanych keratinocytov
ziskanych z Tudskej pokozky ako zdroja buniek a pouzitie reprezentativneho tkaniva a cytoarchitektiiry) dokladne
napodobnuji biochemické a fyziologické vlastnosti vrchnej Casti [udskej koze, t. j. epidermy. Tato testovacia metdda
tiez zahfia siibor noriem vykonnosti (PS) (dodatok 2) na posudzovanie podobnych a upravenych testovacich met6d
zalozenych na modeli rekonstruovanej fudskej pokozky (RhE) Eurépskym centrom pre potvrdzovanie alternativnych
metdd ES (ECVAM) (8) v stlade so zdsadami usmeriujiceho dokumentu OECD ¢. 34 (9).

Poziadavkdm tejto testovacej metddy vyhovuja tri validované metddy. Ukoncili sa stadie tykajice sa postupov pred
validdciou, optimalizdcie a validdcie pre metddu in vitro (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20), ktora
pouziva model rekonstruovanej ludskej pokozky a je komercne dostupna ako EpiSkin' ™ (oznacuje sa ako validovand
referenénd metéda — VRM). Dalsie dve komercne dostupné metdédy na podrdzdenie koze in vitro, a to metédy
EpiDerm™ SIT (EPI-200) a SkinEthic™ RHE (22), pouZivaji modely rekonstruovanej ludskej pokozky a vykazali
podobné vysledky ako validovand referencnd metdda podla validdcie zaloZenej na normdch vykonnosti (22).

Skor ako sa na téely reguldcie pouzije navrhovand podobnd alebo upravend metdda in vitro zalozend na modeli RhE,
ktoré je ind ako validovani referencni metéda alebo metédy zalozené na modeli RhE EpiDerm™ SIT (EPI-200) alebo
SkinEthic™, mala by sa stanovit jej spolahlivost, relevantnost (presnost) a obmedzenia jej navrhovaného pouZivania,
aby sa zabezpecila jej porovnatelnost s validovanou referenénou metddou v silade s poziadavkami noriem vykon-
nosti stanovenymi v tejto testovacej metéde (dodatok 2). Okrem toho pred vytvorenim alebo validovanim podobnej
alebo upravenej metddy in vitro zaloZenej na modeli RhE a jej predloZenim na prijatie regulacnym organom (23) sa
odporica konzultovat dokument OECD, ktory vysvetluje zdkladné informdcie o testovani podrdzdenia koze in vitro.

VYMEDZENIE POJMOV

6.

Pouzité definicie st uvedené v dodatku 1.

UVODNE UVAHY A OBMEDZENIA

7.

Ako preukazuje valida¢nd stidia (16), obmedzenim testovacej metddy je, Ze neumoziiuje Klasifikdciu chemikalii do
nepovinnej kategérie 3 (litky sposobujiice mierne podrdzdenie) v zmysle GHS OSN (1). Ked sa tdto metéda
pouziva ako Ciasto¢ny néhradny test, mozno bude potrebné vykonat nésledny test in vivo, aby sa dal dplne
charakterizovat potencidl podrdzdenia koze (4 a kapitola B.4 tejto prilohy). Uzndva sa, ze pouzitie ludskej
pokozky podlieha vnitrostitnym a medzindrodnym etickym zdsaddm a podmienkam.

Tdto testovacia metéda sa tyka zlozky podrdzdenia koZze in vitro v rdmci stratégie testovania na viacerych
drovniach metédy B.4 (usmernenie OECD o vykondvani testov 404) tykajicej sa podrdzdenia/poleptania koze
(4). KedZe tdto testovacia metéda neposkytuje dostatok informdcii o poleptani koze, treba poznamenat, Ze
kapitola B.40a (usmernenie OECD o vykondvani testov 431) o poleptani koZe je zaloZend na tom istom systéme
testovania na modeli RhE, no pouziva iny protokol (kapitola B.40a). Tito metdda je zaloZend na modeloch
rekonstruovanej [udskej pokozky a pouziva udské keratinocyty, a preto predstavuje in vitro cielovy orgdn druhov,
ktoré s predmetom zdujmu. Okrem toho sa priamo vztahuje na pociatocény krok zdpalovej kaskddy/zdpalového
akéného mechanizmu (poskodenie buniek a tkaniv vedice k lokdlnej traume), ku ktorym dochddza pocas
podrazdenia in vivo. V rdmci validdcie, ktoré je zdkladom tejto testovacej metddy, bol otestovany cely rad
chemikdlif a empirickd databdza validacnej Stidie obsahuje celkovo 58 chemikadlii (16) (18) (23). To plati pre
tuhé latky, kvapaliny, polotuhé litky a vosky. Kvapaliny mozu byt vodné alebo nevodné, tuhé litky mozu byt
rozpustné alebo nerozpustné vo vode. Ak je to mozné, tuhé ldtky sa pred aplikdciou rozdrvia na jemny prasok;
ind predpriprava vzorky nie je potrebnd. Plyny a aerosdly este neboli posiidené vo validacnej $tadii (24). Aj ked je
mozné, Ze tieto latky sa mozu testovat technolgiou RhE, stcasnd testovacia metéda neumoziiuje testovanie
plynov a aerosdlov. Treba tiez poznamenat, Ze silno sfarbené chemikdlie mozu nartsat merania Zivotaschopnosti
bunky a vyzaduju si pouzitie prispdsobenych kontrol na korekcie (pozri odseky 24 — 26).

Jeden pokus, ktory sa skladd z troch replik tkaniva, by mal byt postacujici na testovanie chemikélie, ak je jej
klasifikdcia jednozna¢nd. V pripadoch s hrani¢nymi vysledkami, napriklad ak sa nezhoduji merania replik a/alebo
ak sa percentudlny priemer Zivotaschopnosti rovnd 50 + 5 %, treba zvédZzit vykonanie druhého pokusu, ako aj
treticho pokusu, ak sa vysledky z prvych dvoch pokusov nezhodujt.

PRINCIP TESTU

10. Testovand chemikdlia sa lokdlne aplikuje na trojrozmerny model RhE pozostévajici z netransformovanych kera-

tinocytov ziskanych z Tudskej pokozky, ktoré sa vykultivovali tak, aby vytvorili viacvrstvovy, vysoko diferenco-
vany model [udskej pokozky. Pozostdva z organizovanej bazdlnej vrstvy, vrstvy ostnitych buniek a vrstvy zrnitych
buniek a viacvrstvovej rohovitej vrstvy (stratum corneum) obsahujicej medzibunkové lipidové lamelové vrstvy
predstavujiice hlavné triedy lipidov, ktoré st analogické vrstvdm nachddzajicim sa in vivo.
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11.

12.

Podrdzdenie koze vyvolané chemikéliou, ktoré sa prejavuje erytémom a edémom, je vysledkom kaskddy udalosti,
ktoré sa zacinaju prienikom do stratum corneum a poskodenim hlbsie leziacich vrstiev keratinocytov. Hyntce
keratinocyty uvolfiuji medidtory, ktoré zaént zdpalova kaskddu posobiacu na bunky koZe, najmd na stromélne
a endotelové bunky. Dilatdcia a zvysend permeabilita endotelovych buniek sposobuje priznaky erytému a edému
(24). Met6dy zalozené na RhE merajii pociatoéné udalosti v kaskdde.

Zivotaschopnost buniek v modeloch RhE sa meria enzymatickou premenou vitdlneho farbiva MTT [3-(4,5-dime-
tyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetraz6lium-bromid, tiazolylovd modrd, ¢islo CAS 298-93-1)] na modrd formazdnova
sol, ktord sa kvantitativne meria po extrakcii z tkaniv (25). Drdzdivé chemikalie sa identifikujd na zdklade ich
schopnosti sposobit pokles Zivotaschopnosti buniek pod vymedzend prahovi troven (t. j. < 50 % pre kategériu 2
GHS OSNJEU CLP). V zavislosti od regulaéného ramca, v ktorom sa vysledky tejto testovacej metédy pouZivaji,
chemikalie, ktoré sposobujt zvySenie Zivotaschopnosti buniek nad vymedzent prahovii Groven, mozno povazovat
za nedrdzdivé latky (t. j. > 50 %, bez kategérie).

PREUKAZANIE SPOSOBILOSTI

13.

14.

Predtym, ako sa zacne bezne pouzivat ktordkolvek z troch validovanych metdd, ktord vyhovuje poziadavkdim
tejto testovacej metddy, laboratérid by mali preukdzat technickd sposobilost pomocou desiatich referencnych
chemikdlif uvedenych v tabulke 1. Pri podobnych metddach vyvinutych v rdmci tejto testovacej metddy alebo
pri tpravéch ktorejkolvek z troch validovanych metéd by sa mali splnit poziadavky noriem vykonnosti opisané
v dodatku 2 k tejto testovacej metdde predtym, ako sa zacnii pouzivat na regulacné testovanie.

Ako stcast postupu overovania sposobilosti sa odportica, aby pouzivatel overil bariérové vlastnosti tkaniv po ich
prijati, ako to stanovuje tvorca modelu RhE. To je dolezité najmd vtedy, ak sa tkanivd zasielaji na velkd
vzdialenost alebo pocas dlhého casového obdobia. Po tspesnom stanoveni metédy a preukdzani sposobilosti
na jej pouzitie uz takéto overovanie nebude bezne potrebné. Pri pravidelnom pouzivani metddy sa viak odporica
nadalej posudzovat bariérové vlastnosti v pravidelnych intervaloch.

Tabulka 1

Referenéné chemikilie (1)

Chemikalia Cislo CAS HOV‘:;‘O"IS in Fyzikélny stav | Kategéria GHS OSN/EU CLP
Kyselina naftalénoctova 86-87-3 0 tuhd latka bez kategorie
Izopropanol 67-63-0 0,3 kvapalina bez kategérie
Metyl-stearét 112-61-8 1 tuhd latka bez kategérie
Heptyl-butyrat 5870-93-9 1,7 kvapalina bez kategérie
(nepovinnd kat. 3) (%) ()
Hexyl-salicyldt 6259-76-3 2 kvapalina bez kategérie
(nepovinnd kat. 3) (%) ()
3-p-kumenyl-2-metylpropanal 103-95-7 2,3 kvapalina kat. 2
1-brémhexan 111-25-1 2,7 kvapalina kat. 2
Hydroxid draselny (5 % roztok) 1310-58-3 3 kvapalina kat. 2
1-metyl-3-fenyl-1-piperazin 5271-27-2 3,3 tuhd ldtka kat. 2
Heptanal 111-71-7 3,4 kvapalina kat. 2

(*) Tieto referencné chemikalie patria do podskupiny referenénych chemikdlii pouzitych vo validacnej Stidii.
(%) Hodnotenie in vivo v stlade s kapitolou B.4 a usmernenim OECD na vykondvanie testov 404 (4).
(}) V rdmci tejto testovacej metddy sa nepovinnd kategéria 3 (litky sposobujice mierne podrazdenie) v zmysle GHS OSN (1) povazuje

za kategoriu bez kategorie'.

(*) Nepovinna kategéria 3 v zmysle GHS OSN sa v ramci EU CLP neuplatiiuje.
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POSTUP

15. Nasleduje opis zlozZiek a postupov metédy RhE na postdenie podrazdenia koze. Model RhE by sa mal zrekon-
Struovat a mozno ho prTiR[ravit’ interne alebo ziskat komercne. K dispozicii st Standardné pracovné postupy (SOP)
pre EpiSkin™, EpiDerm™ SIT (EPI-200) a SkinEthic™ RHE (26) (27) (28). Testovanie by sa malo vykonat takto:

Zlozky testovacej metédy RhE
Vseobecné podmienky

16. Na rekonstrukciu epitelu by sa mali pouzit netransformované Tudské keratinocyty. Pod funkénou vrstvou stratum
corneum by sa malo nachddzat viac vrstiev Zivotaschopnych epitelovych buniek (bazdlna vrstva, stratum spinosum,
stratum granulosum). Stratum corneum by mala byt viacvrstvové a obsahovat potrebny profil lipidov, aby sa vytvorila
silnd funk¢nd bariéra, ktord odold rychlemu prenikaniu cytotoxickych markerovych chemikadlii, ku ktorym patri
napr. dodecylsulfdt sodny (SDS) alebo Triton X-100. Bariérovii funkciu treba preukdzat a moze sa posudzovat
bud stanovenim koncentricie, pri ktorej markerovd chemikélia znizuje Zivotaschopnost tkaniv o 50 % (ICs) po
pevne stanovenom expozi¢nom Case, alebo stanovenim expozi¢ného casu, ktory je potrebny na zniZenie Zivota-
schopnosti buniek o 50 % (ETso) po aplikdcii markerovej chemikélie v urcitej pevne stanovenej koncentrécii.
Izola¢né vlastnosti modelu RhE by mali zabrénit prieniku materidlu okolo stratum corneum do Zivotaschopného
tkaniva, ¢o by viedlo k chybnému modelovaniu expozicie koZze. Model RhE by nemal byt kontaminovany
baktériami, virusmi, mykoplazmami ani hubami.

Funkcné podmienky
Zivotaschopnost

17. Skiska pouzitd na stanovenie stupfia Zivotaschopnosti je skiska MTT (25). Pouzivatelia modelu RhE by sa mali
ubezpecit, Ze kazda Sarza modelu RhE spliia kritérid stanovené pre negativnu kontrolu (NC). Opticka hustota (OD)
samotného extrakéného rozpustadla by mala byt dostatoéne mald, t. j. OD < 0,1. Rozsah prijatelnosti (hornd
a dolnd hranica) pre hodnoty optickej hustoty pri negativnej kontrole (v podmienkach testovacej metédy na
podrazdenie koze) stanovuje tvorca/doddvatel modelu RhE a rozsahy prijatelnosti pre 3 validované metody st
uvedené v tabulke 2. Malo by sa zaznamenat, Ze tkanivd oSetrené negativnou kontrolou st pocas expozi¢ného
obdobia testu stabilné v kultdre (zabezpecuji podobné vysledky merania Zivotaschopnosti).

Tabulka 2

Rozsahy prijatenosti hodnét optickej hustoty pri negativnej kontrole

Dolnd hranica prijate[nosti Hornd hranica prijatelnosti
EpiSkin™ (SM) > 0,6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) >1,0 <25
SkinEthic™ RHE 21,2 <25

Bariérové funkcia

18. Stratum corneum a zloZenie jej lipidov by mali byt schopné zabranit rychlemu prieniku cytotoxickych markerovych
chemikadlif, ku ktorym patri napr. SDS alebo Triton X-100, podla odhadu pomocou ICs, alebo ETsq (tabulka 3).

Morfoldgia

19. Model RhE by sa mal histologicky preskiimat, aby sa preukdzalo, Ze md Struktiru podobnd ludskej pokozke
(vratane viacvrstvovej stratum corneum).

Reprodukovatelnost

20. Vysledky pozitivnej kontroly (PC) a negativnych kontrol (NC) testovacej metddy by mali preukdzat reproduko-
vatelnost v Case.
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Kontrola kvality (QC)

21

. Tvorca/doddvatel modelu RhE by mal zabezpecit a preukdzat, 7e kazdd SarZa pouZitého modelu RhE splia
stanovené kritérid na uvolnenie do obehu, v rdmci ktorych st najvyznamnejsie kritérid Zivotaschopnosti (odsek
17), bariérovej funkcie (odsek 18) a morfologie (odsek 19). Tieto tidaje by sa mali poskytnit pouzivatelom
metddy, aby mohli tdto informdciu zahrnit do spravy o teste. Rozsah prijatelnosti (hornd a dolnd hranica)
pre ICs, alebo ETso by mal stanovit tvorca/doddvatel modelu RhE (alebo vyskumny pracovnik v pripade pouzitia
interného modelu). Na spolahlivii prognézu klasifikicie podrdzdenia sa prijatelné len tie vysledky, ktoré sa ziskali
z kvalifikovanych tkaniv. Ako priklad sa v tabulke 3 uvddzaju rozsahy prijatelnosti pre tri validované metddy.

Tabulka 3

Priklady kritérii kontroly kvality na uvolnenie SarZi do obehu

Dolné hranica prijatelnosti Hornd hranica prijatelnosti

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

(18-hodinové osetrenie SDS) (26)

EpiDerm™ SIT (EPI-200) ET;5, = 4,8 hod. ETs, = 8,7 hod.

(1

% triton X-100) (27)

SkinEthic™ RHE ET5, = 4,0 hod. ET50 = 9,0 hod.

a

% triton X-100) (28)

Aplikdcia testovanych a kontrolnych chemikalii

22

23.

. Pri kazdej testovanej chemikdlii a kontrolich by sa mali pouzit aspon tri repliky na jeden pokus. V pripade
kvapalnych aj pevnych latok je potrebné na cely povrch koZe rovnomerne naniest dostatoéné mnozstvo testovacej
chemikalie, pricom je nutné sa vyhybat nekonecnej dévke, t. j. malo by sa pouzif minimalne 25 pL/cm? alebo
25 mgfecm?. V pripade tuhych litok by sa mal pred aplikiciou povrch pokozky zvlhéif deionizovanou alebo
destilovanou vodou, aby sa tak zlepsil kontakt testovanej chemikalie s povrchom pokozky. Ak je to mozné, tuhé
latky by sa mali vzdy testovat vo forme jemného prasku. Na konci expozi¢ného Casu by sa testovand chemikdlia
mala dokladne zmyt z povrchu pokozky tlmivym roztokom alebo 0,9 % roztokom NaCl. V zavislosti od toho,
ktord z troch validovanych metdd RhE sa pouzije, expozicny Cas sa moze pohybovat v rozmedzi od 15 do 60
mindt a inkubacnd teplota v rozmedzi od 20 °C do 37 °C. Tento expozi¢ny Cas a teploty sa optimalizuji pre
kazdd metédu RhE a zastupuji rozne prirodzené vlastnosti tychto metéd. Dalsie informdcie sa nachddzaji
v Standardnych pracovnych postupoch pre metédy (26) (27) (28).

V kazdom pokuse by sa mali sibezne vykonat negativne a pozitivne kontroly, aby sa preukdzalo, Ze Zivota-
schopnost (negativna kontrola), bariérovd funkcia a vyslednd tkanivova citlivost tkaniv (pozitivna kontrola) st
v rdmci stanoveného historického rozsahu prijatelnosti. Navrhovanou chemikéliou na pozitivnu kontrolu je 5 %
vodny dodecylsulfit sodny (SDS). Navrhovanymi chemikdliami na negativnu kontrolu s voda alebo fosfitom
tlmeny fyziologicky roztok (PBS).

Merania bunkovej Zivotaschopnosti

24. Najdolezitejsim prvkom testovacieho postupu je to, Ze merania Zivotaschopnosti sa nevykondvaji ihned po

25.

26.

expozicii testovanym chemikdlidm, ale az po dostato¢ne dlhom inkuba¢nom case po osetreni oplachnutych tkaniv
v Cerstvom médiu. Tento ¢as umoZiuje regenerciu po slabych cytotoxickych tcinkoch, ako aj vyskyt jasnych
cytotoxickych tGcinkov. Pocas fizy optimalizdcie testu (11) (12) (13) (14) (15) sa ako optimdlny ukdzal byt 42-
hodinovy inkubac¢ny ¢as po osetreni.

Skiiska MTT je validovand kvantitativna metdda, ktord by sa mala pouzivat na meranie Zivotaschopnosti buniek
v rdmdi tejto testovacej metddy. Je vhodnd na pouzitie v trojrozmernom modeli tkaniva. Vzorka tkaniva sa na 3
hodiny vlozi do roztoku MTT s vhodnou koncentriciou (napr. 0,3 — 1 mg/mL). Pomocou rozpustadla (napr.
izopropanol, kysly izopropanol) sa potom z tkaniva extrahuje vyzrdzany modry formazdnovy produkt, pricom
koncentrdcia formazdnu sa odmeria stanovenim optickej hustoty pri 570 nm pomocou priepustného pasmového
filtra maximadlne + 30 nm.

Optické vlastnosti testovanej chemikélie alebo jej chemicky tGcinok na MTT moZzu interferovat so skiiskou, ¢o
vedie k nesprdvnemu odhadu Zivotaschopnosti (kedZe testovand chemikilia moze zabranovat procesu tvorby
farby alebo ho zvritit, ale rovnako ho moze aj sposobovaf). K tomu moze dojst, ked sa $pecifickd testovacia
chemikdlia dplne neodstrani z tkaniva pri oplachovani alebo ked prenikne cez pokozku. Ak testovand chemikélia
posobi priamo na MTT (redukcia MTT), je prirodzene zafarbend alebo sa zafarbi pri oSetrovani tkaniva, mali by sa
pouzit dalsie kontroly, aby sa zistilo, ¢i nedochddza k interferencii testovanej chemikdlie s technikou merania
zivotaschopnosti, a aby sa tdto pripadnd interferencia upravila. Podrobny opis opravy priamej redukcie MTT
a interferencif s farbivami sa nachddza v standardnych pracovnych postupoch pre tri validované metddy (26)
(27) (28).
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térid prijatelnosti

. Pri kazdej metdde, pri ktorej sa pouzivaji validované Sarze modelu RhE (pozri odsek 21), by tkanivd osetrené
negativnou kontrolou mali vykdzat optickd hustotu, ktord odrdza kvalitu tkaniv po vietkych krokoch zaslania
a prijatia a po vietkych procesoch protokolu. Hodnoty optickej hustoty pri kontrole by nemali byt nizsie ako
historicky stanovené hranice. Podobne by tkanivd o3etrené pozitivnou kontrolou, t. j. 5% vodnym SDS, mali
odrazat ich schopnost reagovat na drazdivi chemikéliu v podmienkach testovacej met6dy (26) (27) (28). Mali by
sa stanovit sdvisiace a vhodné opatrenia variability medzi replikami tkaniva [napr. ak sa pouziji $tandardné
odchylky (SD), mali by sa nachddzat v rdmci jednostranného 95 % intervalu tolerancie, ktory sa vypocita z histo-
rickych tidajov pre SD validovanej referencnej metédy (VRM SD) < 18 %)].

Interpretdcia vysledkov a model na progndzy

28

. Hodnoty optickej hustoty namerané pre kazdu testovand chemikaliu sa mozu pouzit na vypocet percentudlneho
podielu Zivotaschopnosti normalizovanej na negativnu kontrolu, ktord je stanovend na 100 %. Je potrebné jasne
definovat, zdokumentovat a preukdzat hrani¢nt percentudlnu hodnotu Zivotaschopnosti buniek, ktord rozlisuje
medzi drdzdivymi chemikdliami a testovanymi chemikdliami, ktoré nie sa klasifikované, a Statistickym(-i) postu-
pom(-mi) pouzitym(-i) pri hodnoteni vysledkov a identifikdcii drazdivych chemikalif. Hrani¢né hodnoty prognézy
podrdzdenia s uvedené dalej v texte:

— Testovand chemikdlia sa pokladd za drazdivii pre kozu v silade s kategériou 2 GHS OSNJCLP EU, ak
zivotaschopnost tkaniva po expozicii a inkubdcii po o3etreni je mensia alebo sa rovnd (<) 50 %.

— V zavislosti od regulatného rdmca, v ktorom sa vysledky tejto testovacej metddy pouzivaji, testovand
chemikdliu mozno povazovat za nedrdzdivii pre kozu patriacu do kategérie bez kategérie’ podla GHS
OSN/CLP EU, ak zivotaschopnost tkaniva po expozicii a inkubdcii po oetreni je vacsia ako (>) 50 %.

UDAJE A PODAVANIE SPRAV

Udaje

29

. Pri kazdom pokuse je potrebné do tabulky zaznamenat tdaje z jednotlivych replik tkaniv (napr. hodnoty optickej
hustoty a vypocitany percentudlny podiel Zivotaschopnosti buniek pre kazda testovant chemikéliu vratane klasi-
fikicie) vratane udajov o opakovanych pokusoch, ak je to vhodné. Okrem toho by sa mali pre kazdy pokus
uvddzat aj stredné hodnoty + $tandardnej odchylky (SD). Pozorované interakcie s reagentom MTT a zafarbenymi
testovanymi chemikaliami by sa mali oznamovat pre kazdid testovand chemikdliu.

Sprdva o teste

30.

Spréva o teste by mala obsahovat tieto informdcie:
Testované a kontrolné chemikilie:

— chemicky ndzov (chemické ndzvy), ako napriklad nézov podla CAS a ¢&islo CAS, ndzov podla EC a ¢&islo EC, ak
je zndme,

— (istota a zloZenie chemikalie (v hmotnostnych percentich),

— fyzikdlno-chemické vlastnosti relevantné na vykonanie Stadie (napr. fyzikdlny stav, stabilita, prchavost,
hodnota pH a rozpustnost vo vode, ak je zndma),

— pripadnd dprava testovanych/kontrolnych chemikadlii pred testovanim (napr. zahriatie, rozomletie),

— podmienky skladovania.

Zdovodnenie pouzitého modelu RhE a protokolu
Podmienky testovania:
— pouzity bunkovy systém,

— Uplné podporné tdaje o pouzitom osobitnom modeli RhE vritane jeho vykonnosti. K nim by mala patrit
predovietkym:

1

) Zivotaschopnost;
i) bariérova funkcia;
iii) morfoldgia;

)

iv) reprodukovatelnost a predvidatelnost;
v) kontroly kvality modelu (QC),
— podrobné informdcie o pouZitom postupe testovania,
— pouzité testovacie ddvky, trvanie expozicie a inkubdcie po oSetrent,

— opis vietkych modifikdcii testovacicho postupu,
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— odkaz na historické tidaje o modeli. K nim by mali patrit predovietkym:
i) prijatelnost Gdajov o kontrole kvality s odkazom na historické tidaje o SarZiach;

i) prijatelnost hodnot pozitivnych a negativnych kontrol s odkazom na prostriedky a rozpitia pozitivnych
a negativnych kontrol,

— opis pouzitych hodnotiacich kritérii vratane zdovodnenia vyberu hrani¢ného bodu (hrani¢nych bodov) pre
model na prognézy,

— odkaz na historické kontrolné tdaje.

Vysledky:
— udaje z individudlnych testovanych chemikalif pre meranie kazdého pokusu a kazdej repliky,
— indikdcie kontrol pouzitych na priamu redukciu MTT afalebo na zafarbenie testovanych chemikalif,

— opis dalsich pozorovanych tcinkov.

Rozbor vysledkov

Zaver
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Dodatok 1
Vymedzenie pojmov

Presnost: Miera zhody vysledkov testovacej metddy s akceptovanymi referen¢nymi hodnotami. Ide o opatrenie vykon-
nosti testovacej metody a jeden z aspektov relevantnosti. Tento pojem sa Casto pouziva ako synonymum pojmu
,zhoda‘ a oznacuje podiel spravnych vysledkov testovacej met6dy (9).

Zivotaschopnost bunick: Parameter na meranie celkovej aktivity bunkovej populdcie, ako napriklad schopnost bunkovych
mitochondridlnych dehydrogendz redukovat vitdlne farbivo MTT [3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium
bromid, tiazolylovd modrd)], ktory v zdvislosti od posledného meraného koncového bodu a od pouzitej koncepcie
testu zodpoveda celkovému poctu afalebo vitalite Zivych buniek.

Zhoda: 1de o mieru vykonnosti testovacej metddy pre testovacie metddy, ktoré poskytuji kategorizacné vysledky,
a jeden z aspektov relevantnosti. Tento pojem sa pouziva ako synonymum pojmu presnost a je vymedzeny ako podiel
vietkych testovanych chemikdlif, ktoré st spravne klasifikované ako pozitivne alebo negativne (9).

ETso: MozZe sa odhadnit stanovenim expozi¢ného Casu potrebného na zniZenie Zivotaschopnosti buniek o 50 % pri
pouziti markerovej chemikélie v Specifickej pevne urcenej koncentrécii (pozri takisto 1Cs).

CLP EU (nariadenie Eurdpskeho parlamentu a Rady (ES) ¢ 1272/2008 zo 16. decembra 2008 o Klasifikdcii, oznacovani
a baleni ldtok a zmesi): Zavidza v Eurdpskej tnii (EU) systém GHS OSN klasifikdcie a oznacovania chemickych
latok (litok a zmesi) (3).

GHS [Globdlny harmonizovany systém Rlasifikdcie a oznacovania chemickych ldtok Organizdciou Spojenych ndrodov (OSN)]:
Systém navrhovania klasifikdcie chemikalii (litok a zmesi) podla standardizovanych typov a trovni fyzickej, zdravotnej
a environmentdlnej nebezpecnosti a oznacovania pomocou prislusnych komunikaénych prvkov, ako sa piktogramy,
signalizacné slovd, vystrazné upozornenia, bezpecnostné upozornenia a karty bezpecnostnych tdajov, ktoré obsahuja
informdcie o ich skodlivych tcinkoch z hladiska ochrany Iudi (vritane zamestnavatelov, pracovnikov, prepravcov,
spotrebitelov a zdchrannych zloziek) a zivotného prostredia (1).

IC50: MoZe sa odhadnif stanovenim koncentrédcie, pri ktorej markerovd chemikdlia zniZuje Zivotaschopnost tkaniv
0 50 % (IC50) po pevne stanovenom expozi¢nom Case (pozri takisto ETsg).

Nekonecnd ddvka: MnoZstvo testovanej chemikdlie aplikovanej na pokozku, ktoré prekracuje mnozstvo potrebné na
tiplné a rovnomerné pokrytie povrchu pokozky.

Test me-too: Hovorovy ndzov testovacej metddy, ktord je Strukturdlne a funk¢ne podobnd validovanej a akceptovanej
referencnej testovacej metdde. Takdto testovacia metdda by bola kandiddtom na dalsiu validdciu. MoZe sa pouzivat
namiesto podobnej testovacej metddy (9).

Normy vykonnosti (PS): Normy zaloZené na validovanej testovacej metdde, ktoré slizia ako zdklad na hodnotenie
porovnatelnosti navrhovanej testovacej met6dy, ktord je mechanicky a funkéne podobnd. Patria sem: i) nevyhnutné
zlozky testovacej metddy; i) minimalny zoznam referenénych chemikdlif vybranych spomedzi latok pouzivanych na
preukdzanie prijatelnej vykonnosti validovanej testovacej metddy a iii) porovnatelné Grovne presnosti a spolahlivosti
zalozené na tom, ¢o sa ziskalo pre validovani testovaciu metddu a ¢o by navrhovand testovacia metéda mala
preukdzat pri hodnoteni pomocou minimdlneho zoznamu referencnych chemikélif (9).

Referencné chemikdlie: Chemikdlie vybrané na pouzitie v procese validdcie, pre ktory uz st zndme odozvy v referencnom
testovacom systéme in vitro alebo in vivo alebo odozvy u danych druhov zvierat. Tieto chemikdlie by mali byt
zdstupcami tried chemikalii, v stvislosti s ktorymi sa ocakdva pouzitie testovacej metddy, a mali by zastupovat
cely rozsah odoziev od silnych po slabé alebo negativne odozvy, ktoré mozno ocakdvat od chemikalii, pri ktorych
sa moze metdda pouzif. Rozne skupiny referenénych chemikalii sa mozu vyzadovat v roznych $tddidch procesu
validdcie a pre rozne testovacie met6édy a pouzitia testov (9).
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Relevantnost: Opis vztahu testu k ucinku, ktory je predmetom zdujmu, a ¢i je tento G¢inok zmysluplny a uZitoény na
konkrétny tcel. Ide o mieru, do akej test spravne meria alebo prognézuje biologicky téinok, ktory je predmetom
zdujmu. Relevantnost zohladiiuje presnost (zhodu) testovacej metddy (9).

Spolahlivost: Meria rozsah, v rdmci ktorého sa moZze testovacia metdda pocas istého ¢asového obdobia opakovane
vykondvat v rdmci laboratérii a medzi nimi navzdjom, priom sa pouziva ten isty protokol. Posudzuje sa vypocitanim
vnitrolaboratornej a medzilaboratérnej reprodukovatelnosti (9).

Ndhradny test: Test, ktory predstavuje ndhradu za test, ktory sa bezne pouziva a je schvdleny na identifikdciu nebez-
pecnosti afalebo hodnotenie rizika a o ktorom sa rozhodlo, Ze poskytuje rovnakd alebo zlepSent droven ochrany
zdravia [udi alebo zvierat alebo Zivotného prostredia v porovnani so schvadlenym testom pre vietky mozné testovacie
situdcie a chemikdlie (9).

Citlivost: Podiel vsetkych pozitivnych/aktivnych testovanych chemikalif, ktoré sa testom spravne Klasifikovali. Je to
miera presnosti testovacej metddy, ktord poskytuje kategorizacné vysledky, a ide o dolezité hladisko pri hodnoteni
relevantnosti testovacej metddy (9).

Podrdzdenie koZe: Vytvorenie reverzibilného poskodenia koze po aplikdcii testovanej chemikdlie v trvani do Styroch
hodin. Podrdzdenie koze je lokdlne vzniknutd, neimunogenetickd reakcia, ktord sa objavi kritko po stimuldcii (29).

prejavov podrédzdenia charakteristickych pre zépalovy proces (erytém, edém, svrbenie a bolest).

Specifickost: Podiel vietkych negatfvnych/neaktiviych testovanych chemikalif, ktoré sa testom spravne klasifikovali. Je to
miera presnosti testovacej metddy, ktord poskytuje kategorizacné vysledky, a ide o dolezité hladisko pri hodnoteni
relevantnosti testovacej met6dy (9).

Stratégia testovania na viaceryich tirovniach: Testovanie, ktoré pouziva testovacie metédy na zdklade postupnosti; o testo-
vacich metddach vybranych na kazdej po sebe nasledujicej Grovni sa rozhoduje podla vysledkov na predchddzajicej
arovni testovania (9).

Testovand chemikdlia (nazyvand aj testovand ldtka): Akdkolvek ldtka alebo zmes testovand pomocou tejto testovacej
metddy.

Dodatok 2

Normy vykonnosti na posudzovnie navrhnutych podobnych alebo upravenych metéd na podrizdenie koze
in vitro zaloZenych na modeli rekonstruovanej fudskej pokozky (RhE)

UvoD

1. Ciefom noriem vykonnosti (PS) je ozndmit zdklad, na ktorom mozno urcit, Ze nové testovacie metddy, chrdnené
(t. j. chrdnené autorskym pravom, obchodnou znackou, registrované), ako aj nechrdnené st dostatocne presné
a spolahlivé na konkrétne tcely testovania. Tieto normy vykonnosti st zaloZené na validovanych a akceptovanych
testovacich metédach a mozno ich pouzit na hodnotenie spolahlivosti a presnosti dalsich podobnych metdd

(hovorovo nazyvanych testy ,me-too’), ktoré sii zaloZené na podobnych vedeckych zdsadich a meraji alebo
prognézuji rovnaky biologicky alebo toxicky dcinok (9).

2. Pred prijatim upravenych met6d (t. j. navrhnutych potencidlnych zlepseni schvélenej metddy) je potrebné vykonat
hodnotenie s cielom stanovit G¢inok navrhnutych zmien na vykonnost testu a rozsah, v akom takéto zmeny
ovplyviiuji informécie dostupné pre dalsie zlozky procesu validdcie. V zdvislosti od poctu a povahy navrhovanych
zmien, ziskanych ddajov a sprievodnej dokumentdcie k tymto zmendm by sa na ne mal vztahovat rovnaky proces
validdcie, akym prechddza novy test, alebo pripadne obmedzené posidenie spolahlivosti a relevantnosti na
zéklade zavedenych noriem vykonnosti (9).

3. Podobné (me-too) alebo upravené metddy jednej z troch validovanych metéd [EpiSkin™ (validovand referencnd
metéda — VRM), EpiDerm™ SIT (EPI-200) a SkinEthic™ RHE] navrhnuté v rdmci tejto testovacej metddy by sa
mali postdit s ciefom urcit ich spolahlivost a presnost s pouzitim chemikélii, ktoré zastupuji cely rozsah
vysledkov drdzdivosti Draizovho testu. Pri hodnoteni navrhovanych podobnych alebo upravenych metdd
pomocou 20 odportcanych referenénych chemikélii noriem vykonnosti (tabulka 1) by tieto metédy mali mat
hodnoty spolahlivosti a presnosti, ktoré st porovnatelné alebo lepsie ako hodnoty odvodené z validovanych
referenénych metéd (tabulka 2) (2) (16). Hodnoty presnosti a spolahlivosti, ktoré by sa mali dosiahnut, sa
uvddzaji v odsekoch 8 az 12 tohto dodatku. Zaraduji sa sem neklasifikované (bez kategérie’ podla GHS
OSN/CLP EU) aj klasifikované chemikdlie (kategéria 2 GHS OSN/CLP EU) (1), ktoré zastupuji rozne chemické
triedy, aby sa spolahlivost a presnost (citlivost, Specifickost a celkovd presnost) navrhovanej metédy mohli
porovnat s hodnotami validovanej referen¢nej metddy. Pred pouzitim metddy pri testovani novych chemikalif
je potrebné stanovit jej spolahlivost, ako aj jej schopnost spravne identifikovat drézdivé chemikélie kategérie 2
GHS OSN/CLP EU a v zdvislosti od regulacného ramca, pre ktory sa ziskavajii tidaje, aj jej schopnost spravne
identifikovat chemikalie bez kategérie* podla GHS OSN/CLP EU.
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Tieto normy vykonnosti sti zalozené na norméch vykonnosti ES ECVAM (8), ktoré boli aktualizované podla
systémov klasifikicie a oznaCovania GHS OSN a CLP EU (1) (3). Povodné normy vykonnosti boli vymedzené po
dokonéeni validacnej stidie (21) a st zaloZené na klasifikacnom systéme EU, ako ustanovuje smernica Komisie
2001/59[ES zo 6. augusta 2001, ktorou sa po 28-krdt prispdsobuje technickému pokroku smernica Rady
67/548/EHS o aproximdcii zdkonov, inych pravnych predpisov a spravnych opatreni tykajticich sa klasifikacie,
balenia a oznacenia nebezpecnych latok (). V désledku prijatia systému GHS OSN Klasifikdcie a oznacovania v EU
(CLP EU) (3), ku ktorému doslo medzi ukoncenim validacnej stiidie a dokoncenim tejto testovacej met6dy, sa
normy vykonnosti aktualizovali (8). Této aktualizdcia sa tyka najmi zmien: i) v skupine referencnych chemikalif
v rdmci noriem vykonnosti a ii) vymedzenych hodnot spolahlivosti a presnosti (2) (23).

NORMY VYKONNOSTI TESTOVACICH METOD RHE NA PODRAZDENIE KOZE IN VITRO

5.

Normy vykonnosti zahffaji tieto tri zlozky (9):
I. Nevyhnutné zlozky testovacej metédy
II. Minimdlny zoznam referenc¢nych chemikalif

III. Vymedzené hodnoty spolahlivosti a presnosti.

I. Nevyhnutné zlozky testovacej metédy

6.

Skladaja sa z dolezitych Strukturdlnych, funkénych a procedurdlnych prvkov validovanej metddy, ktoré by mali
byt zahrnuté do protokolu navrhovanej mechanicky a funkéne podobnej alebo upravenej metddy. Tieto zlozky
zahffiaji jedine¢né charakteristiky metddy, kritické procedurdlne podrobnosti a opatrenia v oblasti kontroly
kvality. Stlad s nevyhnutnymi zlozkami testovacej met6dy prispeje k zabezpeceniu toho, aby podobnd alebo
upravend metéda bola zaloZend na rovnakych koncepcidch ako zodpovedajiica validovand referenénd metéda
(VRM) (9). Nevyhnutné zlozky testovacej metddy s podrobne opisané v odsekoch 16 az 21 testovacej metddy
a testovanie by sa malo vykonat takto:

— Vseobecné podmienky (odsek 16)
— Funkéné podmienky, ktoré zahfaji:
— Zivotaschopnost (odsek 17),

— bariérovt funkciu (odsek 18),
— morfolégiu (odsek 19),
— reprodukovatelnost (odsek 20) a

— kontrolu kvality (odsek 21).

Il. Minimédlny zoznam referenénych chemikalii

7.

Referencné chemikdlie sa pouzivaji na urcenie toho, & spolahlivost a presnost navrhovanej podobnej alebo
upravenej metddy, o ktorej sa dokdzalo, Ze sa Strukturdlne a funkéne dostatoéne podobd validovanej referencnej
metdde alebo mierne upravuje jednu z troch validovanych met6d, st porovnatelné alebo lepsie ako spolahlivost
a presnost validovanej referencnej metédy (2) (8) (16) (23). V tabulke 1 je zahrnutych 20 odporicanych
referencnych chemikdlif, ktoré zastupuju rozne chemické triedy (t. j. chemické kategérie zaloZené na funkénych
skupindch), ako aj cely rozsah vysledkov drdzdivosti Draizovho testu (od nedrdzdiacich az po silne drdzdiace
chemikdlie). Chemikdlie zahrnuté do tohto zoznamu pozostdvaji z 10 chemikdlii kategérie 2 podla GHS
OSN/CLP EU a 10 chemikdlii ,bez kategérie, z ktorjch 3 patria do nepovinnej kategérie 3 v zmysle GHS
OSN. V rdmci tejto testovacej metddy sa nepovinnd kategéria 3 povazuje za kategériu bez kategérie’. Chemikdlie
uvedené v tabulke 1 st vybrané z chemikélil pouzitych vo fize optimalizdcie, ktord nasledovala po fize pred
validdciou, a vo validacnej 3tadii validovanej referencnej metddy, pokial ide o funkény a fyzikdlny stav chemikalie
(14) (18). Tieto referencné chemikdlie zastupuji minimdlny pocet chemikalii, ktoré by sa mali pouzit na hodno-
tenie presnosti a spolahlivosti navrhovanej podobnej alebo upravenej metddy, ale nemali by sa pouzivat na vyvoj
novych metéd. V pripade, ked uvedend chemikdlia nie je k dispozicii, mozu sa pouzit iné chemikdlie, pre ktoré
existujii dostatocné referen¢né tdaje in vivo, najmi chemiklie, ktoré boli pouzité vo fize optimalizdcie nasledu-
jucej po fize pred validdciou alebo vo validacnej $tidii validovanej referencnej metédy. Ak je to ziaduce, mozu sa
do minimdlneho zoznamu referencnych chemickych latok doplnit dalsie chemikélie, ktoré predstavuji ostatné
chemické triedy a pre ktoré sii dostupné dostatoéné referen¢né udaje in vivo, aby sa tak mohla dalej hodnotit
presnost navrhovanej metddy.

() U. v. ES L 225, 21.8.2001, s. 1.
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Tabulka 1

Minimédlny zoznam referenénych chemickych litok na stanovenie hodnét presnosti a spolahlivosti
podobnych alebo upravenych metéd na podrizdenie koZe zaloZenych na modeli rekonstruovanej ludskej

pokozky (1)
Chemikalia Cislo CAS Fyzikélny Hlodr%ota VRM'kat. in | GHS OSN/C.LP EU kat.
stav mn vivo vitro m vivo

1-brém-4-chlérbutn 6940-78-9 | kvapalina 0 kat. 2 bez kategérie

Dietylftalat 84-66-2 kvapalina 0 bez kate- bez kategérie
gorie

Kyselina naftalénoctova 86-87-3 tuhd ltka 0 bez kate- bez kategorie
gorie

Alyl-fenoxyacetét 7493-74-5 | kvapalina 0,3 bez kate- bez kategérie
gobrie

Izopropanol 67-63-0 kvapalina 0,3 bez kate- bez kategérie
gorie

4-(metylsulfanyl)benzaldehyd 3446-89-7 | kvapalina 1 kat. 2 bez kategérie

Metyl-steardt 112-61-8 | tuhd ldtka 1 bez kate- bez kategérie
gorie

Heptyl-butyrat 5870-93-9 | kvapalina 1,7 bez kate- bez kategérie
gorie

Hexyl-salicylat 6259-76-3 | kvapalina 2 bez kate- bez kategérie
gorie

(E)-3-fenylpropenél 104-55-2 | kvapalina 2 kat. 2 bez kategérie

(nepovinnd kat. 3) (%)

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

3-p-kumenyl-2-metylpropanal 103-95-7 kvapalina 2,3 kat. 2 kat. 2

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

2-chlérmetyl-3,5-dimetyl-4-metoxypyridin | 86604-75-3 | tuhd ldtka 2,7 kat. 2 kat. 2

HCl

Dipropyldisulfdn (%) 629-19-6 kvapalina 3 bez kate- kat. 2
gorie

Hydroxid draselny (5 % roztok) 1310-58-3 | kvapalina 3 kat. 2 kat. 2

Benzénetiol, 5-(1,1 dimetyletyl)-2-metyl 7340-90-1 | kvapalina 3,3 kat. 2 kat. 2

1-metyl-3-fenyl-1-piperazin 5271-27-2 | tuhd ltka 3,3 kat. 2 kat. 2

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

Tetrachloretylén 127-18-4 | kvapalina 4 kat. 2 kat. 2

(") Vyber chemikalif je zalozeny na tychto kritéridch: i) chemikdlie s komer¢ne dostupné; ii) zastupujii cely rad vysledkov drdzdivosti
Draizovho testu (od nedrazdiacich az po silne drazdiace); iii) maji dobre definovand chemickd struktaru; iv) reprezentuji chemicka
funk¢nost pouzitii v procese validdcie a v) nestvisia s extrémne toxickym profilom (napr. karcinogénnym alebo toxickym pre
reprodukény systém) a nestvisia s obmedzujicimi ndkladmi na zneskodnenie.

(%) Chemikalie, ktoré sposobuji podrazdenie u kralikov, ale u ktorych je spolahlivo dokdzané, ze nesposobuji podrazdenie u Tudi (31)
(32) (33).

() Podla GHS OSN, nie podla EU CLP.
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IIl. Vymedzené hodnoty spolahlivosti a presnosti

8. Na tcely stanovenia spolahlivosti a relevantnosti navrhovanych podobnych alebo upravenych metdd, ktoré by sa
mali prendSat medzi laboratériami, je potrebné aspon v troch laboratéridch otestovat vsetkych 20 referencnych
chemikalii, ktoré sii uvedené v tabulke 1. Ak sa vSak navrhovand metéda méd pouzivat iba v jednom laboratériu,
multilaboratdérne testovanie nebude na jej validdciu potrebné. Je vSak nevyhnutné, aby takéto validacné stadie
nezdvisle postdili medzindrodne uzndvané validacné orgdny v stilade s medzindrodnymi usmerneniami (9).
V kazdom laboratdriu by sa vetkych 20 referen¢nych chemikdlii malo testovat v troch nezdvislych pokusoch
vykonanych s roznymi SarZami tkaniva v dostato¢nych casovych odstupoch. Kazdy pokus by mal obsahovat
minimdlne tri stibezne testované repliky tkaniva pre kazdi zapojent testovani chemikéliu, negativnu kontrolu
a pozitivnu kontrolu.

9. Pri vypocte hodnot spolahlivosti a presnosti navrhovanej metédy by sa mali spolocne zvazit vietky Styri kritérid
uvedené nizdie, ¢im sa zabezpedi, Ze hodnoty spolahlivosti a relevantnosti st vypocitané vopred vymedzenym
a konzistentnym sposobom:

1. Na vypocet variability a schopnosti progndzy (presnosti) metédy v rdmci laboratéria a medzi laboratériami sa
pouziji iba tie udaje, ktoré pochddzaji z tplnej série pokusov.

2. Kone¢nd Klasifikdcia kazdej referencnej chemikdlie v kazdom zdcastnenom laboratériu by sa mala ziskat
pouzitim strednej hodnoty Zivotaschopnosti pocas roznych pokusov v rdmci tplnej série pokusov.

3. Na vypocet medzilaboratérnej variability metédy sa pouziji iba tdaje pre tie chemikélie, s ktorymi boli
vykonané dplné série pokusov vo vietkych ztcastnenych laboratoridch.

4. Vypocet hodnot presnosti by mal byt zaloZeny na jednotlivych laboratérnych prognézach ziskanych pre 20
referen¢nych chemikdlii v réznych zicastnenych laboratéridch.

V tomto kontexte sa séria pokusov skladd z troch nezédvislych pokusov s jednou testovanou chemikéliou
z jedného laboratéria. Uplnd séria pokusov je séria pokusov s jednou testovanou chemikdliou z jedného
laboratéria, pricom vietky tri pokusy st platné. To znamend, Ze jediny neplatny pokus rusi platnost celej série
troch pokusov.

Vniitrolaboratérna reprodukovatelnost

10. Hodnotenie vnitrolaboratérnej reprodukovatelnosti by malo dokdzat stlad s klasifikiciami (kategoria 2 a bez
kategérie’ v zmysle GHS OSN/CLP EU) ziskanymi pri inych, nezdvislych pokusoch s 20 referenénymi chemikd-
liami v rdmci jedného laboratéria, ktory je vyssi ako alebo sa rovnd () 90 %.

Medzilaboratdrna reprodukovatelnost

11. Hodnotenie medzilaboratérnej reprodukovatelnosti nie je nevyhnutné, ak sa navrhovand metéda pouziva len
v jednom laboratériu. Pre metddy, ktoré sa budd prendsat medzi laboratériami, by mal byt sdlad s Klasifikdciami
(kategéria 2/bez kategérie’ v zmysle GHS OSN/CLP EU) ziskanymi pri roznych, nezdvislych pokusoch s 20
referenénymi chemikdliami najlepsie medzi minimalne tromi laboratériami vys3i ako alebo sa rovnat () 80 %.

Schopnost progndzy (presnost)

12. Presnost (citlivost, Specifickost a celkovd presnost) navrhovanej podobnej alebo upravenej metédy by mala byt
porovnatelnd alebo lepsia ako presnost validovanej referencnej metddy, pricom sa bert do tGvahy dodatocné
informécie tykajice sa relevantnosti pri druhoch, ktoré si predmetom zdujmu (tabulka 2). Citlivost by sa mala
rovnat alebo by mala byt vicsia (2) ako 80 % (2) (8) (23). Citlivosti navrhovanej metddy in vitro sa viak tyka dalsie
konkrétne obmedzenie vzhladom na to, Ze len dve chemikélie in vivo kategérie 2, 1-dekanol a dipropyldisulfan,
moZzu byt viac ako jednym zicastnenym laboratériom nespravne klasifikované ako chemikélie ,bez kategérie'.
Specifickost by sa mala rovnat alebo by mala byt vicsia (2) ako 70 % (2) (8) (23). Neexistuje dalsie obmedzenie,
pokial ide o 3pecifickost navrhnutej metddy in vitro, t. j. kazdé zacastnené laboratérium moze nespravne klasi-
fikovat ktortkolvek chemikéliu in vivo ako chemikdliu ,bez kategérie!, pokial sa konecnd $pecifickost testovacej
75% (2) (8) (23). Aj ked citlivost validovanej referencnej metédy vypocitand pre 20 referenénych chemikalif
uvedenych v tabulke 1 sa rovnd 90 %, vymedzend hodnota minimdlnej citlivosti pozadovanej pre akiikolvek
podobni alebo upraventi metddu, ktord sa md povazovat za validovand, je stanovend na 80 %, kedZe 1-dekanol
(hrani¢nd chemikdlia) aj dipropyldisulfdn (falo$ny negativny vysledok validovanej referencnej metddy) st zndme
tym, Ze nespdsobuji podrdzdenie koze u Tudi (31) (32) (33), aj ked boli identifikované ako drdzdivé v teste
s krdlikmi. KedZe modely RhE st zaloZené na bunkdch Tudského povodu, moze sa predpokladat, Ze tieto
chemikdlie nesposobujti podrazdenie (bez kategérie' v zmysle GHS OSN/CLP EU).
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Tabulka 2

Pozadované predpokladané hodnoty citlivosti, Specifickosti a celkovej presnosti potrebné na to, aby sa kazdd

podobnd alebo upravend metéda mohla povazovat za validovand

Citlivost Specifickost Celkovd presnost

>80 % >70% 275%

Kritérid schvdlenia Stiidie

13

14.

. Je moiné, 7e jeden alebo viacero testov tykajiicich sa jednej alebo viacerych testovanych chemikalif nesplia kritérid

na schvilenie testu a kontrolnych chemikalii alebo nie je prijatelny(-ych) z inych dévodov. Na doplnenie chyba-
jucich tdajov pri kazdej testovanej chemikalii st prijatelné maximalne dva dopliujice testy (opakované testova-
nie’). Presnejsie povedané, kedZe v pripade opakovaného testovania je potrebné sibezne testovat aj negativne
a pozitivne kontroly, mozno vykonat maximdlne dva dalSie pokusy pre kazdi testovanti chemikéliu.

Je mozné, ze ani po opakovanom testovani sa nepodari ziskat minimdlny pocet troch platnych pokusov poza-
dovanych pre kazdi testovant chemikdliu v pripade kazdej referencnej chemikdlie v kazdom zdcastnenom
laboratoriu, ¢o bude viest k netplnej matici tidajov. V takychto pripadoch, aby bolo mozné povazovat tieto
stbory ddajov za prijatelné, treba splnit vietky tieto tri kritérid:

1. So vSetkymi 20 referenénymi chemikdliami by mala byt vykonand aspon jedna tplnd séria pokusov.

2. V kazdom z minimdlne troch zdcastnenych laboratérii musia tplné série pokusov predstavovat aspon 85 %
(pre 20 chemikadlii, t. j. 3 neplatné série pokusov v jednom laboratériu st prijatelné).

3. Minimélne v troch laboratéridch musi zo vsetkych moznych sérii pokusov aspont 90 % predstavovat tplné
série pokusov (pre 20 chemikalif testovanych v troch laboratéridch; t. j. 6 neplatnych sérif pokusov v jednom
laboratériu je prijatelnych).”

3. Doplnajii sa tieto kapitoly:

,B.49. IN VITRO TEST MIKROJADIER BUNIEK CICAVCOV

UvoD

In vitro skiiska mikrojadier (MNvit) je genotoxicky test, ktorého cielom je zistit pritomnost mikrojadier (MN)
v cytoplazme buniek v interfize. Mikrojadrd mozu pochddzat z acentrickych fragmentov chromozémov (t. j. bez
centroméry) alebo z celych chromozémov, ktoré pocas anafizy delenia bunky nie si schopné migrovat k pélom.
Skuska zistuje aktivitu klastogénnych a aneugénnych chemikdlii (litok a zmesi) (1) (2) v bunkéch, ktoré presli
bunkovym delenim pocas expozicie testovanej litke alebo po nej. Této testovacia metdda (TM) umoziiuje vyuZzivat
protokoly s inhibitorom polymerizicie aktinu, ktory sa nazjva cytochalasin B (cytoB), a bez neho. Pridanie cytoB
pred cielovou mitézou umoziuje identifikovat a selektivne analyzovat frekvenciu mikrojadier v bunkdach, ktoré
ukondili jednu mitézu, kedZe tieto bunky s dvojjadrové (3) (4). Této testovacia metdda tiez umoziuje vyuzit
protokoly bez blokovania cytokinézy, ak existuje dokaz, Ze populdcia analyzovanych buniek presla mitézou.

Okrem pouzitia skasky MNvit na identifikiciu chemikdlii (ldtok a zmesi), ktoré indukuji mikrojadrd, moze
pouzitie inhibitorov cytokinézy, imunochemického oznacovania kinetochorov alebo hybridizacia s centromérovy-
mi/telomérovymi sondami [fluorescencnd hybridizdcia in situ (FISH)] tieZ poskytnit informdcie o mechanizmoch
poskodenia chromozémov a tvorbe mikrojadier (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16). Postupy
oznacovania a hybridizdcie mozno pouzit, ak dojde k zvySenej miere tvorby mikrojadier a vyskumnik chce urcit,
¢i je tento ndrast vysledkom klastogénnych afalebo aneugénnych procesov.

Mikrojadrd predstavuji poskodenie, ktoré sa prendsa na dcérske bunky, zatial ¢o chromozémové odchylky
zaznamenané v bunkdch v metafdze nemozno preniest. KedZe mikrojadrd v bunkich v interfize mozno hodnotit
relativne objektivne, pracovnici laboratéria musia urcit len to, ¢i bunky presli, alebo nepresli delenim a kolko
buniek obsahuje mikrojadro. Ndsledne mozno prepardty pomerne rychlo vyhodnotit a analyzu mozno vykonat
automaticky. Takto sa pocas jedného oSetrenia mozu vyhodnotit prakticky tisice, a nielen stovky buniek, ¢im sa
zvy§uje Gcinnost skasky. Nakoniec kedZe mikrojadrd mozu vznikndt v dosledku spomalenia vzniku chromozdé-
mov, existuje moznost zistit Cinitele indukujiice aneuploidy, ktoré je zlozité skimat pomocou beznych testov
chromozémovych odchylok, napr. usmernenie OECD o vykondvani testov 473 (kapitola B.10 tejto prilohy) (17).
Skuska MNvit viak neumoziiuje rozliSovat chemikdlie indukujice vznik polyploidov od tych chemikalii, ktoré
indukuju klastogenicitu bez pouzitia $pecidlnych postupov, ako napriklad fluorescenénej hybridizacie in situ (FISH)
opisanej v odseku 2.
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Skaiska MNvit je metdda in vitro, ktord bezne vyuziva kultivované Tudské bunky alebo bunky hlodavcov. Poskytuje
komplexny zdklad skimania potencidlu poskodenia chromozémov in vitro, kedZze mozno zistit aneugény, ako aj
klastogény.

Skaska MNvit je spolahlivd a G¢innd v pripade roznych druhov buniek, a to s pouzitim alebo bez pouzitia cytoB.
Platnost skiisky MNvit podporuje mnozstvo ddajov ziskanych z roznych bunkovych linii hlodavcov (CHO, V79,
CHL/IU, a L5178Y) a ludskych lymfocytov (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31).
Tieto Gdaje zahffiaji najmd medzindrodné valida¢né $tadie, ktoré koordinovalo zdruZenie Société Francaise de
Toxicologie Génétique (SFTG) (18) (19) (20) (21) (22), a spravy z medzindrodného semindra o testovani geno-
toxicity (International Workshop on Genotoxicity Testing) (4) (16). Dostupné tdaje boli opdtovne prehodnotené
vzhladom na zdvaznost dokazov retrospektivnej validacnej Stadie, ktord uskutocnilo Eurdpske centrum pre
validdciu alternativnych metéd (ECVAM) Eurdpskej komisie, pricom tdto testovacia metdda bola Vedeckym
poradnym vyborom ECVAM (ESAC) schvélend ako vedecky platnd (32) (33) (34). Pouzitie Iudskej lymfoblasto-
idnej bunkovej linie TK6 (35), buniek HepG2 (36) (37) a primarnych embryondlnych buniek Skrecka syrskeho
(38) bolo sice opisané, neboli viak pouzité vo validacnych Stadidch.

VYMEDZENIE POJMOV

6.

Pouzité definicie si uvedené v dodatku 1.

UVODNE UVAHY

7.

Testy, ktoré sa vykondvaju in vitro, si zvyCajne vyzaduji pouzitie exogénneho zdroja metabolickej aktivcie okrem
pripadov, ked st bunky v stvislosti s testovanymi litkami metabolicky sposobilé. Exogénny systém metabolickej
aktivicie napodobriuje v plnej miere podmienky in vivo. Rovnako je potrebné predchddzat podmienkam, ktoré by
viedli k falosnym pozitivnym vysledkom, ktoré neodrdzaji vnitorni mutagenitu a moézu vzniknit v dosledku
takych faktorov, ako napriklad vyrazné zmeny v hodnotdch pH alebo osmolality alebo z dévodu vysokej tirovne
cytotoxicity (39) (40) (41). Ak testovand chemikdlia sposobi zmenu v hodnote pH média v case pridania, je
potrebné pH upravit tlmenim zdsobného roztoku tak, aby vSetky objemy pri vietkych testovacich koncentricidch
a pri vietkych kontroldch ostali rovnaké.

Pri analyze indukcie mikrojadier je dolezité, aby mitéza prebehla v oSetrenych aj v neoSetrenych kultirach.
Najinformativnejsie $tddium pre hodnotenie mikrojadier je v bunkach, ktoré ukoncili jednu mitézu pocas osetrenia
testovanou ldtky alebo po oSetreni.

PRINCIP TESTU

9.

10.

Bunkové kultiiry Tudského povodu alebo pochddzajice z cicavcov sii vystavené testovanej latke s exogénnym
zdrojom metabolickej aktivicie aj bez neho okrem pripadu, ak st pouZité bunky s dostato¢nou schopnostou
metabolizdcie. Sticastou kazdého testu sii chemikdlie na stibezné kontroly s rozpustadlom/nosicom (VC) a chemi-
kélie na pozitivnu kontrolu (PC).

Pocas expozicie testovanej latke alebo po expozicii sa bunky pestuji dostato¢ne dlho na to, aby sa umoznilo, Ze
poskodenie chromozémov alebo deliaceho vretienka povedie k vytvoreniu mikrojadier v bunkdch v interfize. Na
indukciu aneuploidie je zvycajne potrebné, aby bola testovand litka pritomnd pocas mitdzy. Ziskané a zafarbené
bunky v interfdze sa analyzuji na pritomnost mikrojadier. V idedlnom pripade by sa mali mikrojadrd hodnotit len
v tych bunkéch, ktoré pocas expozicie testovanej latke alebo v case po expozicii ukoncili mitézu. Ak boli kultary
odetrené blokdtorom cytokinézy, rovnaky vysledok sa dosiahne hodnotenim len dvojjadrovych buniek. Ak sa
blokdtor cytokinézy nepouzije, je dolezité preukdzat, Ze analyzované bunky pravdepodobne presli delenim pocas
expozicie testovanej latke alebo po nej. Pri vietkych protokoloch je dolezité preukdzat, Ze doslo k proliferdcii
buniek v kontrolnych, ako aj v oSetrenych kultirach, a rozsah cytotoxicity alebo cytostdzy, ktorti vyvolala
testovand ldtka, je potrebné postdit v rdmci kultdr (alebo v sibeznych kultirach), ktoré sa hodnotia z hladiska
mikrojadier.

OPIS SKUSKY

Pripravy

11

. Mozu sa pouzit kultivované primdrne Tudské periférne krvné lymfocyty (5) (19) (42) (43) a rozne bunkové linie

hlodavcov, ako napriklad bunky CHO, V79, CHL/IU a L5178Y (18) (19) (20) (21) (22) (25) (26) (27) (28) (30).
Pouzitie inych bunkovych linif a typov je potrebné zdovodnit na zdklade ich preukdzanej vykonnosti v skuske,
ako sa uvddza v oddiele Kritérid prijatelnosti. KedZe pozadové frekvencia mikrojadier ovplyvni citlivost skiisky,
odportica sa pouzit druhy buniek, ktoré maji nizku, stabilnd pozadovi frekvenciu tvorby mikrojadier.
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12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

. Ludské periférne krvné lymfocyty je potrebné ziskat od mladych (od 18 do 35 rokov) zdravych nefajciarov, ktor{
v poslednom case neboli vystaveni genotoxickym chemikdlidm alebo radidcii. Ak sa pre jedno pouzitie spoja
bunky od viacerych darcov, mal by sa uviest ich pocet. Frekvencia mikrojadier sa s vekom zvysuje, pricom tento
trend je viac vidite[ny u Zien nez u muzov (44) a treba to zohladnit pri vybere darcovskych buniek na spdjanie.

Médid a podmienky kultivcie

Na udrziavanie kulttir st potrebné vhodné kultivaéné médid a inkuba¢né podmienky (kultiva¢né nddoby, koncen-
tricia CO,, teplota a vlhkost). Ziskané bunkové linie a kmene by sa mali pravidelne kontrolovat, pokial ide
o stabilitu modélneho po¢tu chromozémov a o to, ¢i nedoslo ku kontaminacii mykoplazmou. V pripade konta-
mindcie alebo zmeny modilneho poctu chromozémov by sa nemali pouzivat. Mal by byt zndmy cas bezného
bunkového cyklu pre podmienky pouzitych kultir v testovacom laboratériu. Ak sa pouzije metéda blokovania
cytokinézy, je potrebné optimalizovat koncentrdciu inhibitora cytokinézy vzhladom na prislusny druh bunky
a mala by vykazovat tvorbu dostato¢ného poctu dvojjadrovych buniek na hodnotenie.

Priprava kultdr

Zistené bunkové linie a kmene: bunky sa odoberti z uskladnenych kultdr, zapustia sa do kultivaéného média
v takej hustote, pri ktorej kultiry nedosiahnu zhluk v monovrstvach, a suspenzné kultiry nedosiahnu nadmernd
hustotu pred casom zberu a inkubujii sa pri teplote 37 °C.

Lymfocyty: celd krv oSetrend antikoagulantom (napr. heparinom) alebo oddelené lymfocyty sa pred expoziciou
testovanej latke a cytoB kultivuji v pritomnosti mitogénu (napr. fytohemaglutininu).

Metabolickd aktivicia

Ak sa pouzijii bunky s nedostatocnou endogénnou metabolickou kapacitou, je potrebné pouzit exogénny systém
metabolickej aktivdcie. Najpouzivanejsim systémom je postmitochondridlna frakcia podporena spolufaktorom (S9),
pripravend z pecene hlodavcov osetrenych ¢inidlami na indukciu enzymov, ako je napriklad Aroclor 1254 (45)
(46) alebo zmes fenobarbitonu a f-naftoflavonu (46) (47) (48) (49). Druhd kombindcia nie je v rozpore so
Stokholmskym dohovorom o perzistentnych organickych latkach (50) ani nariadenim (ES) ¢ 850/2004 o perzis-
tentnych organickych znecistujicich litkach (66), pricom sa pri indukovani oxiddz so zmieSanymi funkciami
preukdzala ako rovnako Gcinnd ako Aroclor 1254 (46) (47) (48) (49). Frakcia S9 sa v kone¢nom testovacom
médiu zvycajne pouziva v koncentrdcidch v rozpati od 1% —10 % (objemové percentd). Stav systému metabo-
lickej aktivicie moze zdvisiet od triedy testovanej chemikdlie. V niektorych pripadoch moze byt vhodné vyuzit
viac nez jednu koncentraciu S9.

Geneticky ziskané bunkové linie vyjadrujiice $pecifické ludské aktivaéné enzymy alebo aktivacné enzymy
hlodavcov mozu zniZit potrebu exogénneho systému metabolickej aktivicie a mozno ich pouzit ako testovacie
bunky. V takychto pripadoch by mal byt vyber pouzitych bunkovych linii vedecky podlozeny, napr. relevant-
nostou oxiddz so zmieSanymi funkciami pre metabolizmus testovanej latky (51) a ich schopnostou odozvy na
zndme klastogény a aneugény (pozri samostatny oddiel Kritérid prijatelnosti). Je potrebné uviest, Ze testovand
latku nemusi(-ia) nevyhnutne metabolizovat vyjadrend(-é) oxiddza(-y) so zmieSanymi funkciami. V tomto pripade
by negativne vysledky nesvedcili o tom, Ze testovand litka nie je schopnd indukovat mikrojadra.

Priprava testovanej latky

Chemikdlie v tuhom skupenstve by sa pred osetrenim buniek mali rozpustif v prislusnych rozpastadlich alebo
nosi¢och a v pripade potreby rozriedit. Kvapalné chemikalie sa pred oSetrenim moZzu pridat priamo do testovacich
systémov afalebo rozriedit. Plyny alebo prchavé chemikélie by sa mali testovat pomocou vhodnych tprav Stan-
dardnych protokolov, ako napriklad o3etrenie v uzavretych nddobach (52) (53). PouZivaju sa Cerstvé prepardty
testovanej litky okrem pripadu, ked tdaje o stabilite preukazujii prijatelnost uskladnenia.

Podmienky testu

19.

Rozpustadld/nosice

Rozpustadlo/nosi¢ by nemal reagovat s testovanou latkou a nemal by byt ani nekompatibilny s prezitim buniek
alebo so zachovanim aktivity S9 pri pouzitej koncentrdcii. Ak sa pouZivajii iné ako riadne zauZzivané rozpustadld/
nosice (napriklad voda, bunkové kultivacné médium, dimetylsulfoxid), ich pouzitie by malo byt podlozené tdajmi
oznacujicimi ich kompatibilitu s testovanou ldtkou a absenciu genetickej toxicity. Odporica sa, aby sa vzdy, ked
je to mozné, najskor zvézilo pouzitie vodného rozpustadla/nosica.
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20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Pouzitie cytoB ako blokdtora cytokinézy

Jednym z najdolezitejsich faktorov pri skiiske MNvit je zaistenie toho, aby hodnotené bunky presli mitézou pocas
oSetrenia alebo v inkubacnej dobe po oSetreni, ak sa pouzije. CytoB je najbeznejsie pouZzivané cinidlo na
blokovanie cytokinézy, pretoze tmi vytvdranie aktinu, a tym zabrariuje rozdelovaniu dcérskych buniek po mitdze,
¢o vedie k vytvdraniu dvojjadrovych bunick (5) (54) (55). Hodnotenie mikrojadier preto mozno obmedzit len na
tie bunky, ktoré presli mitézou pocas osetrenia alebo po fiom. Ziroven je mozné merat Gi¢inok testovanej latky na
kinetiku proliferdcie buniek. CytoB sa pouZiva na blokovanie cytokinézy pri pouZiti fudskych lymfocytov, pretoze
v ramci kultir, ako aj medzi roznymi darcami s dlzky bunkovych cyklov nepravidelné a nie vsetky lymfocyty
reaguji na PHA. Pri testovani bunkovych linif s cielom stanovit, ¢i sa hodnotené bunky delili, boli pouZité iné
metddy, ktoré st uvedené nizsie (pozri odsek 26).

Vhodnt koncentréciu cytoB pre kazdy druh buniek by malo stanovit laboratérium a tak sa dosiahne optimdlna
frekvencia dvojjadrovych buniek v kontrolnych kultiirach s rozpastadlom/nosicom. Vhodnd koncentricia cytoB je
zvyCajne medzi 3 az 6 pg/ml.

Meranie proliferdcie buniek a cytotoxicity a vyber expozi¢nych koncentracif

Pri stanovovani najvysSej koncentrdcie testovanej latky je potrebné vyhybat sa koncentracidm, ktoré maji schop-
nost vyvolat falosné pozitivne odozvy, ako napriklad vytvdranie nadmernej cytotoxicity, zrdzanie kultiva¢ného
média a vyrazné zmeny v hodnote pH alebo osmolality (39) (40) (41).

Vykondvajii sa merania proliferdcie buniek, aby sa zaistilo, Ze o3etrené bunky presli mitézou pocas skasky a ze
oetrenia sa vykonali na vhodnych trovniach cytotoxicity (pozri odsek 29). Cytotoxicita by sa mala stanovit
pomocou metabolickej aktivicie a bez nej v bunkdch, ktoré si vyzaduji metabolickéi aktiviciu s pouzitim
relativneho zvySenia poctu buniek (RICC) alebo relativneho zdvojenia populécie (RPD) (pozri vzorce v dodatku
2), okrem pripadov, ked sa pouzije cytoB. Ak sa pouzije cytoB, mozno stanovit cytotoxicitu pomocou indexu
replikdcie (RI) (pozri vzorec v dodatku 2).

Osetrenie kultir pomocou cytoB a meranie relativnych frekvencii jednojadrovych, dvojjadrovych a viacjadrovych
buniek v kultire predstavuje presnd metédu kvantifikicie G¢inku na proliferdciu buniek a cytotoxickej alebo
cytostatickej aktivity oetrenia (5) a zabezpecuje, Ze sti hodnotené len tie bunky, ktoré sa delili pocas osetrenia
alebo po nom.

V rdmci $tadii vyuzivajicich cytoB mozno kvantifikovat cytostdzu/cytotoxicitu pomocou prolifera¢ného indexu
blokovania cytokinézy (CBPI) (5) (26) (56) alebo ich mozno odvodit pomocou indexu replikdcie (RI) z minimal-
neho poctu 500 buniek na kultiru (pozri vzorce v dodatku 2). Ak sa cytoB pouzije na postdenie prolifericie
buniek, CBPI alebo RI by sa mali stanovit z minimalneho poctu 500 buniek na kultdru. Tieto merania mozZno
okrem iného pouzit na odhadovanie cytotoxicity, a to porovnanim hodnét oSetrenych a kontrolnych kultdr.
Postidenie inych markerov cytotoxicity (napr. zhluky, pocet buniek, apoptéza, nekréza, pocet metafiz) moze
poskytniit uzitoéné informdcie.

V rémci $tadif, ktoré nevyuzivaji cytoB, je potrebné preukazat, Ze bunky, ktoré sa v kultire vyhodnocujt, presli
delenim pocas osetrenia testovanou litkou alebo po oSetreni, v opatnom pripade moézu vzniknat falo$né nega-
tivne odozvy. Metddy, ktoré sa vyuzivaji na zabezpecenie toho, aby sa hodnotili delené bunky, zahfnaji zacle-
nenie a ndslednt detekciu brémdeoxyuridinu (BrdU) na identifikiciu replikovanych buniek (57), tvorbu klonov,
ked sa bunky z permanentnych bunkovych linii osetrili a vyhodnotili in situ na mikroskopickom sklicku [pro-
liferacny index (PI)] (25) (26) (27) (28), alebo meranie relativneho zdvojenia populdcie (RPD), relativneho zvysenia
poctu buniek (RICC) alebo iné validované metddy (16) (56) (58) (59) (pozri vzorce v dodatku 2). Postidenie inych
markerov cytotoxicity alebo cytostdzy (napr. zhluky, pocet buniek, apoptéza, nekréza, pocet metafdz) moze
poskytnit uzitoné informécie.

Mali by sa hodnotit minimélne tri analyzovatelné testovacie koncentracie. Na tento ucel bude mozno potrebné
vykonat pokus s pouzitim vicSicho poctu koncentrdcii s tesnym odstupom a analyzovat tvorbu mikrojadier
v tychto koncentracidch, ktoré poskytuji vhodny rozsah cytotoxicity. Alternativne mozno vykonat predbezny
test cytotoxicity s cielom zazif rozsah pre konecné testovanie.

Najvyssia koncentricia by mala vyvolat 55 5 % cytotoxicitu. VysSie drovne mozu ako vedlajsi G¢inok cytoto-
xicity indukovat poskodenie chromozémov (60). Pri vyskyte cytotoxicity by vybrané testované koncentricie mali
pokryvat rozsah od koncentrécie, ktord vyvold 55 * 5 % cytotoxicitu, aZ po koncentracie, ktoré vyvolaji mald
alebo Ziadnu toxicitu.
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29

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

. Ak nie je pozorovand ziadna cytotoxicita ani zrazenina, mala by sa najvyssia testovand koncentrdcia rovnat 0,01
M, 5 mg/mL alebo 5 pl/mL, podla toho, ktord je najnizsia. Medzi koncentrciami vybranymi na analyzu by vo
vSeobecnosti mal byt odstup, ktory nie je vacsi ako 10. Pri testovanych ldtkach, ktoré sa vyznacujii strmou
krivkou odozvy na koncentriciu, by odstup medzi koncentrdciami testovanych latok mal byt mensi, aby bolo
mozné hodnotit aj kultiry s miernym a malym rozsahom toxicity.

Ak je obmedzujicim faktorom rozpustnost, mala by byt maximdlnou koncentriciou —ak nie je obmedzend
cytotoxicitou — najnizia koncentracia, pri ktorej je v kultdrach pozorovatelné minimélne zrdzanie za predpokladu,
Ze nenarti$a hodnotenie. Hodnotenie zrdZania by sa malo vykondvat pomocou metdd, ako je napriklad svetelnd
mikroskopia, priom sa zaznamendva pretrvavajica zrazenina alebo zrazenina, ktord sa objavi pocas kultivacie (na
konci oSetrenia).

Kontroly

Kazdy pokus md obsahovat sibeiné pozitivne kontroly a kontroly s rozpustadlom/nosicom s metabolickou
aktiviciou i bez nej.

Pozitivne kontroly st potrebné na preukdzanie schopnosti pouzitych buniek a testovacieho protokolu identifi-
kovat klastogény a aneugény a potvrdit metabolickii schopnost prepardtu S9. Pozitivne kontroly by mali vyuzivat
zndme latky, ktoré indukuji tvorbu mikrojadier pri koncentrécidch, pri ktorych sa ocakdva maly, ale reproduko-
vatelny ndrast na pozadi, a ktoré preukdzu citlivost testovacieho systému. Koncentrécie pozitivnej kontroly by sa
mali volit tak, aby boli acinky jasné, ale aby pozorovatelovi neodhalovali ihned identitu kédovanych sklicok.

Klastogén, ktory si vyzaduje metabolickd aktiviciu (napriklad cyklofosfamid; benzo[a]pyrén), by sa mal pouzit na
preukdzanie metabolickej schopnosti, ako aj schopnosti testovacieho systému detekovat klastogény. V pripade
opodstatnenosti mozno pouzit aj iné pozitivne kontroly. Kedze niektoré pozitivne kontroly, ktoré si vyzaduji
metabolickd aktivdciu, mozu byt za urditych podmienok o$etrovania alebo v urcitych bunkovych linidch aktivne
aj bez exogénnej metabolickej aktivacie, mala by sa otestovat potreba metabolickej aktivicie a aktivita prepardtu
S$9 vo vybranej bunkovej linii a pri vybranych koncentrcidch.

V sticasnosti nie sii zndme Zziadne aneugény, ktoré si vyzaduji metabolickd aktivaciu svojej genotoxickej aktivity
(16). Momentalne akceptované pozitivne kontroly pre aneugenickd aktivitu st napriklad: kolchicin a vinblastin.
Iné chemikdlie sa mdzu pouzit, ak indukuji tvorbu mikrojadier iba pomocou aneugenickej aktivity alebo predo-
vietkym pomocou nej. Aby sa predislo potrebe pouzit dve pozitivne kontroly (pre klastogenicitu a aneugenicitu)
bez metabolickej aktivicie, moZe kontrola pre aneugenicitu slizit ako pozitivna kontrola bez S9 a kontrola pre
klastogenicitu ako test primeranosti pouzitého systému metabolickej aktivdcie. Pozitivna kontrola pre klastogeni-
citu, ako aj aneugenicitu by sa mala pouzit pri tych bunkdch, ktoré si nevyzaduji pouzitie S9. Navrhované
pozitivne kontroly st uvedené v dodatku 3.

Pouzitie pozitivnych kontrol tykajicich sa chemickych tried mozno zvdzit, ak st dostupné vhodné chemikalie.
Vsetky pouzité pozitivne kontroly by mali byt vhodné pre konkrétny bunkovy typ a podmienky aktivacie.

Do kazdého odberu by sa mali zahrniit kontroly s rozptstadlom/nosicom. Zaroven by sa mali pouzit aj neoSe-
trené negativne kontroly (bez rozpustadla/nosica) okrem pripadov, ked existujii zverejnené alebo laboratérne
historické kontrolné ddaje, ktoré potvrdzujd, ze vybrané rozpustadlo pri pouzitej koncentracii nemd genotoxické
ani iné skodlivé Gcinky.

TESTOVACI POSTUP

Harmonogram oSetrovania

37

38.

. S cielom maximalizovat pravdepodobnost detekcie aktivity aneugénu alebo klastogénu dcinkujiceho
v konkrétnom 3tddiu bunkového cyklu je dolezité, aby pocas vietkych 3tddii bunkového cyklu bol osetreny
dostato¢ny pocet buniek testovanou litkou. Harmonogram o$etrovania bunkovych linii a primarnych bunkovych
kultir sa teda moze mierne odliSovat od harmonogramu osetrovania lymfocytov, ktoré si vyzaduji mitogénnu
stimuldciu na to, aby sa zacal ich bunkovy cyklus, a tieto st uvedené v odsekoch 41 - 43 (16).

Teoretické tvahy, ako aj zverejnené tdaje (18) naznacuji, Ze vacsinu aneugénov a klastogénov mozno urcit na
zéklade kritkodobého oSetrenia pocas 3 az 6 hodin s pouzitim S9 a bez pouzitia S9, po ktorom nasleduje
odobranie testovanej litky a rastové obdobie trvajiice 1,5 - 2,0-ndsobok bunkovych cyklov (6). Z buniek sa
odoberajti vzorky v Case priblizne 1,5 — 2,0-ndsobku dfzky bezného (t. j. neosetreného) bunkového cyklu, a to
na zaciatku alebo na konci osetrenia (pozri tabulku 1). Cas odberu vzoriek alebo ¢as regenercie mozno predlzit,
ak je zndme alebo ak existuje podozrenie, Ze testovand ldtka ovplyviuje ¢as bunkového cyklu (napriklad pri
testovani nukleozidovych analégov).
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39. Kvoli moznej cytotoxicite prepardtu S9 pre kultivované bunky cicavcov sa predfiené expozicné osetrenie pocas
1,5 - 2,0-ndsobku bezného bunkového cyklu pouzije len bez S9. Pri predlzenom oSetreni mozno oSetrit bunky
testovanou chemikaliou s pouzitim alebo bez pouzitia cytoB. Tieto moZnosti sa vztahujl na situdcie, pri ktorych
moZe existovat obava, ze dojde k moznym interakcidm medzi testovanou litkou a cytoB.

40. Navrhovany harmonogram oSetrovania buniek je uvedeny v tabulke 1. Tento vSeobecny harmonogram oSetro-
vania mozno upravit v zdvislosti od stability alebo reaktivity testovanej latky alebo od konkrétnych charakteristik
rastu pouZitych buniek. VSetky osetrenia by sa mali zacat a ukoncif pocas exponencidlneho rastu buniek.
Harmonogram je detailnejSie opisany v odsekoch 41 —47.

Tabulka 1

Cas oSetrovania a zberu buniek pri skiske MNvit

Lymfocyty, primdrne bunky | + S9 osetrujte 3 — 6 hodin s pouzitim S9;
a bunkové linie oSetrené

odstrénte S9 a oSetrovacie médium;
cytoB

pridajte Cerstvé médium a cytoB;

bunky odoberte po 1,5 - 2,0-ndsobku bezného bunkového cyklu

-S9 oSetrujte 3 — 6 hodin;
kratka expozicia | odstrafite o$etrovacie médium;
pridajte Cerstvé médium a cytoB;

bunky odoberte po 1,5 —2,0-ndsobku bezného bunkového cyklu

- S9 moznost A: oetrujte 1,5 — 2,0-ndsobok bezného bunkového cyklu

predlzend expo- s pouZitim cytoB;

zicia bunky odoberte na konci expozi¢ného casu;

moznost B: oSetrujte 1,5 — 2,0-ndsobok bezného bunkového cykly;
odstranite testovand latku;

pridajte Cerstvé médium a cytoB;

bunky odoberte po 1,5 —2,0-ndsobku bezného bunkového cyklu

Bunkové linie oSetrené bez cytoB
(Rovnaky postup ako pri harmonograme o3etrovania uvedenom vyssie s tou vynimkou, Ze sa nepriddva cytoB)

Lymfocyty, primdrne bunky a bunkové linie s pouZitim cytoB

41. Najacinnejsi pristup pri lymfocytoch je zacat expoziciu testovanej litke 44 — 48 hodin po stimuldcii PHA, ked sa
synchronizdcia cyklu strati (5). V pociatocnej skiske sa bunky osetruji 3 az 6 hodin testovanou litkou bez S9 a s
pouzitim S9. OSetrovacie médium sa odstrdni a nahradi Cerstvym médiom, ktoré obsahuje cytoB, a bunky sa
odobert po 1,5 — 2-ndsobku bezného bunkového cyklu.

42. Ak sti obidva pociatoéné testy kratkeho oetrenia (3 — 6 hodin) negativne alebo nejasné, v naslednom pred{zenom
expoziénom osetreni sa S9 nepouzije. K dispozicif st dve moZznosti oetrenia a st rovnako prijatelné. Moze byt
viak vhodnejsie postupovat pri stimuldcii lymfocytov podla moznosti A, kde sa exponencidlny rast moze 96
hodin po stimuldcii zniZovat. Okrem toho by kultdry buniek do findlneho odberu vzoriek v moZnosti B nemali
dosiahnut zhluk.

— Moznost A: Bunky st osetrované testovanou litkou pocas 1,5 - 2,0-ndsobku bezného bunkového cyklu
a odobrané na konci obdobia oSetrenia.

— Moznost B: Bunky st oSetrované testovanou ldtkou pocas 1,5 - 2,0-ndsobku bezného bunkového cyklu.
Osetrovacie médium sa odstrdni a nahradi Cerstvym médiom a bunky sa odoberti po dalsom 1,5 — 2-ndsobku
bezného bunkového cyklu.

43. Primdrne bunky a bunkové linie by sa mali oSetrit podobnym spdsobom ako lymfocyty s vynimkou toho, zZe
stimuldcia PHA 44 — 48 hodin nie je potrebnd. Iné bunky ako lymfocyty by mali byt vystavené tak, aby sa bunky
v Case ukoncenia studie stdle nachddzali v log fize rastu.
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Bunkové linie bez cytoB

44

45

46.

. Bunky by sa mali osetrit pocas 3 -6 hodin s pouzitim aj bez pouzitia S9. OSetrovacie médium sa odstrdni
a nahradi Cerstvyym médiom a bunky sa odobert po 1,5 — 2-ndsobku bezného bunkového cyklu.

. Ak sii obidva pociatocné testy kritkeho ofetrenia (3 -6 hodin) negativne alebo nejasné, nasleduje predizené
expoziné oetrenie (bez S9). K dispozicii st dve moznosti oSetrenia, z ktorych obidve si rovnako prijatelné:

— Moznost A: Bunky st oSetrované testovanou litkou pocas 1,5 —2,0-ndsobku bezného bunkového cyklu
a odobrané na konci obdobia osetrenia.

— Moznost B: Bunky st oSetrované testovanou latkou pocas 1,5 - 2,0-ndsobku bezného bunkového cyklu.
Osetrovacie médium sa odstrdni a nahradi ¢erstvym médiom a bunky sa odoberti po dalsom 1,5 — 2-ndsobku
bezného bunkového cyklu.

V monovrstvaich mozu byt na konci 3 — 6-hodinového osetrenia pritomné mitotické bunky (mozno ich identi-
fikovat ako okriihle a oddelujice sa od povrchu). KedZe tieto mitotické bunky sa daji jednoducho oddelit, je
mozné, Ze sa pri odstranovani média obsahujiceho testovant latku stratia. Preto ich pri umyvani kultir treba
opatrne odobrat a nésledne vrétit ku kultiram s cielom predist strate buniek v mitéze a riziku pre mikrojadrd
v Case zberu.

Pocet kultir

47

. Duplicitné kultiry by sa mali pouzit pre kazdd koncentriciu testovanej ltky a pre kultiry s rozpuistadlom/no-
sicom a kultiry na negativnu kontrolu. Ak z historickych laboratérnych ddajov mozno preukdzat minimdlnu
varidciu medzi duplicitnymi kultirami, moze byt prijatelné pouzitie jednotlivych kultir. Ak st pouzité jednotlivé
kultdry, odportca sa, aby sa analyzoval zvyseny pocet koncentracii.

Odber buniek a priprava sklicok

48

49.

. Kazdd kulttra sa odoberd a spractiva samostatne. Priprava buniek moze zahfnat hypotonické osetrenie, ale tento
krok nie je potrebny, ak sa primerané $irenie buniek dosiahne inym sposobom. Pri priprave sklicok mozno pouzit
rozne techniky za predpokladu, Ze sa ziskaji vysokokvalitné bunkové prepardty. Cytoplazma bunky by sa mala
zachovat, aby bola moznd detekcia mikrojadier a (pri metdde blokovania cytokinézy) spolahlivd identifikdcia
dvojjadrovych buniek.

Sklicka mozno zafarbit roznymi metédami, napriklad farbivom Giemsa alebo fluorescenénym farbivom $peci-
fickym pre DNA (59). Pouzitie 3pecifického farbiva DNA [napriklad akridinovd oranzovd (61) alebo Hoechst
33258 plus pyronin-Y (62)] moze eliminovat niektoré umelo vzniknuté $truktdry buniek spojené s pouzivanim
farbiva nespecifického pre DNA. Protildtky kinetochoru, FISH (fluorescencnd hybridizacia in situ) s pan-centrome-
rérovymi sondami DNA alebo znalenie in situ pomocou primerov $pecifickych pre pancentroméru spolu
s vhodnym odfarbovacim roztokom DNA mozno pouzit na identifikdciu obsahov mikrojadier (chromozomy]|
fragmenty chromozémov), ak st predmetom zdujmu mechanické informdcie o ich tvorbe (15) (16). Na rozliso-
vanie medzi klastogénmi a aneugénmi mozno pouzit aj iné metddy, ak sa ukdzalo, Ze s G¢inné.

Analyza

50

51.

. Vsetky sklicka vrdtane sklicok s rozptstadlom/nosicom a kontrolami by sa pred mikroskopickou analyzou mali
nezdvisle oznacit kédmi. Pripadne sa kédované vzorky mozu analyzovat pomocou validovaného systému na
automatickd tokovi cytometrickd alebo vizudlnu analyzu.

V kultdrach osetrenych cytoB by sa frekvencie mikrojadier mali analyzovat aspon v 2 000 dvojjadrovych bunkédch
na jednu koncentraciu (aspont 1 000 dvojjadrovych buniek na kultiru; dve kultiry na jednu koncentraciu). Ak sa
pouzijii jednotlivé kultdry, malo by sa z jednej kultiry vyhodnotit asponn 2 000 dvojjadrovych buniek na jednu
koncentréciu. Ak je na hodnotenie k dispozicii podstatne menej ako 1 000 dvojjadrovych buniek na kultdru alebo
menej ako 2 000 dvojjadrovych buniek, ak sa pouzije jedind kultiira a ak sa nezisti vyznamné zvySenie mikro-
jadier, test by sa mal zopakovat s pouzitim viacerych buniek alebo pri koncentricidch s men3ou toxicitou, podla
toho, ktord moznost je vhodnd. Malo by sa dbat na to, aby sa nehodnotili dvojjadrové bunky nepravidelného
tvaru ani bunky, ktorych jadrd sa vyrazne odlisuju velkostou. Malo by sa dbat aj na to, aby nedoslo k zdmene
dvojjadrovych buniek za mnohojadrové bunky, ktorych sirenie bolo nedostato¢né. Bunky obsahujiice viac ako dve
hlavné jadrd by sa nemali analyzovat na pritomnost mikrojadier, kedZe zdkladnd frekvencia mikrojadra moze byt
v tychto bunkdch vyssia (63) (64). Hodnotenie jednojadrovych buniek je prijatelné v pripade, ak testovand latka
interferuje s aktivitou cytoB.
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52. V bunkovych linidch analyzovanych bez osetrenia cytoB by sa mikrojadrd mali hodnotit aspori v 2 000 bunkéch
na jednu koncentrdciu (aspont v 1 000 bunkdch na kultdru, dve kultdry na jednu koncentriciu). Ak sa pouzije iba
jedna kulttira na koncentrdciu, malo by sa z nej vyhodnotit aspont 2 000 buniek.

53. Pri pouziti cytoB by sa mal urcit index CBPI alebo RI, aby sa postdila proliferdcia bunky (pozri dodatok 2)
s pouZitim aspon 500 buniek na kultdru. Pri oSetreni bez pouzitia cytoB je nevyhnutné poskytnit dokaz, ze
vyhodnocované bunky proliferovali, ako sa uvddza v odsekoch 24 —27.

Kritérid prijatelnosti

54. Laboratérium, ktoré navrhuje pouzit skisku MNvit opisanii v tejto testovacej metdde, by malo preukdzat svoju
schopnost spolahlivo a presne zistovat chemikdlie so zndmou aneugénnou a klastogénnou aktivitou, & uz
s metabolickou aktiviciou, alebo bez nej, ako aj zndme negativne chemikilie pomocou referenénych chemikalif
uvedenych v dodatku 3. Ako dokaz schopnosti sprévne vykonat tiito testovaciu metddu by laboratérium malo
poskytniit dokaz, ze bunky, v ktorych sa hodnoti tvorba mikrojadra, ukoncili jedno jadrové delenie, ak sa test
vykonédva bez pouzitia cytoB.

55. Chemikdlie uvedené v dodatku 3 sa odporticaji na pouzitie ako referenéné chemikalie. Ndhradné alebo doplriujtice
chemikdlie mozno zahrndf, ak je ich aktivita zndma, ak vytvdraji mikrojadrd rovnakymi mechanizmami poso-
benia a ak sa ukdzu ako relevantné v porovnani s chemikdliami, ktoré sa budd testovat postupom MNvit.
Odovodnenie by mohlo zahfnat validacnd stadiu, ktord zapdja velké mnozstvo ldtok alebo sa ststredi na uzsie
spektrum zaloZené na $tudii chemickej triedy testovanej latky alebo mechanizmu poskodenia.

56. Kontrolné kultiry s rozptstadlom/nosicom a neoSetrené kultiry by mali mat z hladiska reprodukovatelnosti
a konzistentnosti nizke frekvencie mikrojadier (zvycajne 5 — 25 mikrojadier/1 000 buniek, ktoré patria do druhov
buniek uvedenych v odseku 11). Ostatné druhy buniek moézu mat rozny rozsah odoziev, ¢o by sa malo urcit pri
validacii ich vhodnosti na pouzitic v skiske MNvit. Udaje z negativnej kontroly, kontroly s rozpustadlom a z
pozitivnej kontroly by sa mali pouZit na stanovenie historickych kontrolnych rozsahov. Tieto hodnoty by sa mali
pouzif pri rozhodovani o primeranosti stibeznej pozitivnej/negativnej kontroly v pokuse.

57. Ak sa navrhni mensie zmeny protokolu skdsky (napr. pouzitie automatickych namiesto manudlnych technik
hodnotenia ¢ pouzitie nového druhu bunky), je potrebné preukdzat Gcinnost zmeny skor, ako takto upraveny
protokol mozno povazovat za prijatelny na pouzitie. Preukdzanie ucinnosti zahffia preukdzanie schopnosti
zistovat hlavné mechanizmy chromozémového zlomu, nadbytku alebo straty a dosiahnuf vhodné pozitivne
a negativne vysledky pre triedu jednotlivej ldtky alebo pre cely rad ldtok, ktoré sa maji testovat.

UDAJE A PODAVANIE SPRAV
Spracovanie vysledkov

58. Ak sa pouzije metdda blokovania cytokinézy, pri hodnoteni indukcie mikrojadier sa pouzivaji iba frekvencie
dvojjadrovych buniek s mikrojadrami (bez ohladu na pocet mikrojadier v bunke). Hodnotenie poctu buniek
s jednym mikrojadrom, s dvoma alebo viacerymi mikrojadrami by mohlo poskytniit uzitoéné informdcie, ale
nie je povinné.

59. Mali by sa urcit stibezné opatrenia v sdvislosti s cytotoxicitou afalebo cytostdzou pre vietky oSetrené kultiry
a kontrolné kultiry s rozpustadlom/nosicom (58). Pri vSetkych oSetrenych a kontrolnych kultirach by sa mali
vypocitat indexy CBPI alebo RI, ktoré merajii oneskorenie bunkového cyklu pri pouziti metédy blokovania cytoki-
nézy. V pripade, Ze sa nepouZiva cytoB, mali by sa pouzit RDP alebo RICC, alebo index PI (pozri dodatok 2).

60. Mali by sa uvddzat daje o jednotlivych kultirach. Okrem toho by sa vietky ddaje mali uvddzat v tabulkovej
podobe.

61. Chemikalie, ktoré indukuji mikrojadrd v skiske MNvit, tak mozu urobit, pretoze indukuji chromozémovy zlom,
stratu chromozému alebo ich kombinaciu. Dalsiu analyzu, ktord vyuziva protildtky kinetochoru, sondy in situ
Specifické pre centroméry alebo iné metédy, mozno pouzif na urenie toho, ¢i mechanizmus indukcie mikrojadra
je ndsledkom klastogénnej afalebo aneugénnej aktivity.

Vyhodnocovanie a interpretdcia vysledkov

62. Neexistuje poziadavka na overenie jasnej pozitivnej alebo negativnej odozvy dalsim testovanim. Nejasné vysledky
moZno objasnit analyzou dalsich 1 000 buniek zo v3etkych kultdr s cielom zabréanit strate slepych testov. Ak sa
tymto pristupom vysledok neobjasni, treba vykonat dalie testy. Modifikicia parametrov $tadie z dovodu
rozsirenia alebo zdZenia rozsahu podmienok by sa mala zvazit pri ndslednych pokusoch, ak je to vhodné.
Parametre $tadie, ktoré by sa mohli modifikovat, zahffiajii odstup medzi testovanymi koncentréciami, nacasovanie
oetrenia a zber buniek afalebo podmienky metabolickej aktivacie.
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63. Na stanovenie pozitivneho vysledku existuje niekol'ko kritérii, ako napriklad nérast stvisiaci s koncentriciou alebo
Statisticky vyznamné zvySenie poctu buniek obsahujtcich mikrojadrd. Najskor sa zvazuje biologickd relevantnost
vysledkov. Zvézenie toho, ¢i pozorované hodnoty st v rozsahu historickej kontroly alebo mimo neho, moze
poskytnit usmernenie pri hodnoteni biologického vyznamu odozvy. Ako pomdcky pri hodnoteni vysledkov
testov mozno pouzivat primerané Statistické metddy (65). Vysledky statistickych testov by sa vSak mali hodnotit
vzhladom na vztah medzi ddvkou a odozvou. Mala by sa zohladnit aj reprodukovatelnost a historické tdaje.

64. Hoci vicsina pokusov poskytne jasne pozitivne alebo negativne vysledky, v niektorych pripadoch stibor tdajov
vopred vylii¢i jednoznaéné postidenie aktivity testovanej latky. Tieto nejasné alebo spochybnitelné odozvy mozu
nastat bez ohladu na pocet opakovani pokusu.

65. Pozitivne vysledky skisky MNvit naznacuji, Ze testovand litka vyvoldva chromozémovy zlom alebo stratu
chromozému v kultivovanych bunkdch cicavcov. Negativne vysledky naznacujd, Ze testovand ldtka nevyvoldva
v testovacich podmienkach chromozémové zlomy afani ich nadbytok ¢i stratu v kultivovanych bunkéch cicavcov.

Sprdva o teste

66. Sprava o teste by mala obsahovat aspori tieto informadcie, ak st relevantné pre uskuto¢nenie 3tidie:

Testovand chemikdlia:

— identifikacné tdaje a registracné ¢islo CAS (Chemical Abstract Services) a &islo EC,
— fyzikdlna povaha a distota,

— fyzikdlno-chemické vlastnosti relevantné pre uskutocnenie stadie,

— reaktivita testovanej chemikdlie v kultivatnom médiu s rozpustadlom/nosicom alebo v bunkovom kulti-
va¢nom médiu.

Rozpistadlo/nosic:
— zdovodnenie vyberu rozpustadla/nosica,

— rozpustnost a stabilita testovanej litky v rozpustadle/nosici.

Bunky:

— typ a zdroj pouzitych buniek,

— vhodnost pouzitého typu bunky,

— nepritomnost mykoplazmy, ak je to vhodné,

— informicie o dizke bunkového cyklu, ndsobeni casu alebo proliferanom indexe,

— pri pouziti lymfocytov pohlavie, vek a pocet darcov krvi, ak je to vhodné,

— pri pouziti lymfocytov informdcia o tom, ¢ je vystavend celd krv, alebo oddelené lymfocyty,
— pocet prechodov, ak je to vhodné,

— metddy udrziavania bunkovych kultir, ak je to vhodné,

— modalny pocet chromozémov,

— trvanie bezného bunkového cyklu (negativna kontrola).

Podmienky testovania:
— identita ldtky blokujicej cytokinézu (napr. cytoB), ak je pouzitd, jej koncentricia a trvanie expozicie bunky,

— zdovodnenie vyberu koncentracii a poctu kultir vritane tidajov o cytotoxicite a obmedzeniach rozpustnosti,
ak st dostupné,
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— skladba média, koncentricia CO,, ak je to vhodné,

— koncentricie testovanej latky,

— koncentricia (afalebo objem) nosica a pridanej testovanej latky,

— inkubacnd teplota a inkubacnd doba,

— trvanie oSetrenia,

— das zberu po oSetreni,

— hustota buniek pri zapusteni, ak je to vhodné,

— typ a zloZenie systému metabolickej aktivdcie vratane kritérif prijatelnosti,
— chemikélie na pozitivne kontroly a negativne kontroly,

— pouzité metddy pripravy sklicok a metéda farbenia,

— kritérid na identifikdciu mikrojadier,

— pocet analyzovanych buniek,

— metddy merania cytoxicity,

— vsetky dopliujice informdcie tykajiice sa cytotoxicity,

— kritérid hodnotenia 3tadii ako pozitivnych, negativnych alebo nejasnych,
— metdda(-y) pouZitej Statistickej analyzy,

— metddy, ako napriklad pouzitie protilitky kinetochoru s cielom charakterizovat, ¢i mikrojadrd obsahuji celé
chromozémy, alebo fragmenty chromozémov, ak je to vhodné.

Vysledky:

— meranie pouZitej cytotoxicity, napr. CBPI alebo RI, v pripade pouzitia metédy blokovania cytokinézy, RICC,
RPD alebo PI, ked' sa metddy blokovania cytokinézy nepouzivajd, dalsie pozorovania, ak je to vhodné, napr.
zhluk buniek, apoptéza, nekréza, pocitanie metafdz, frekvencia dvojjadrovych buniek,

— priznaky zrdZzania,

— udaje o hodnotdch pH a osmolality osetrovacicho média, ak st stanovené,

— definovanie buniek prijatelnych na analyzu,

— distribticia jednojadrovych, dvojjadrovych a viacjadrovych buniek pri pouziti metédy blokovania cytokinézy,

— pocet buniek s mikrojadrami uvedeny oddelene pre kazdd oSetrent a kontrolnd kultiru a stanovenie, ¢
pochddzaji z dvojjadrovych, alebo jednojadrovych buniek, ak je to potrebné,

— vztah medzi koncentrdciou a odozvou, ak ho mozno urdit,

— udaje o chemikdlidch na stibezné negativne (rozpustadlo/nosic) a pozitivne kontroly (koncentricie a rozpus-

tadld),

— historické tdaje o chemikdlidch na negativne (rozpustadlo/nosi¢) a pozitivne kontroly obsahujiice rozsahy,
stredné hodnoty a Standardnt odchylku a stuperi spolahlivosti (napr. 95 %),

— Statistickd analyza, p-hodnoty, ak existuji.

Rozbor vysledkov

Zdvery
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Dodatok 1
Vymedzenie pojmov

Aneugén: kazda latka alebo proces, ktory vzdjomne posobi so zlozkami cyklu mitotického a meiotického delenia
buniek, a tym vedie k aneuploidii v bunkdch alebo organizmoch.

Aneuploidia: akdkolvek odchylka od bezného diploidného (alebo haploidného) poctu chromozdémov vo forme jedného
alebo viacerych chromozémov, ktoré netvoria cely(-é) sibor(-y) chromozémov (polyploidia).

Apoptéza: programovand bunkovd smrt charakterizovand sériou krokov, ktoré vedd k rozpadu buniek na Castice
spojené membranou, ktoré st ndsledne pohltené fagocytézou alebo uvolnené.

Proliferdcia buniek: zvy3enie poctu buniek v dosledku mitotického delenia bunky.
Centroméra: oblast chromozému DNA, kde sa spdjajii obe chromatidy a kde st vedla seba viazané oba kinetochory.

Klastogén: akdkolvek litka alebo proces, ktoré sposobuji $trukturdlne chromozémové odchylky v populdcidch buniek
alebo organizmov.

Cytokinéza: proces delenia bunky, ktory nasleduje ihned po mitéze a v ktorom vznikaji dve dcérske bunky — kazdd
s jednym jadrom.

Proliferacny index blokovania cytokinézy (CBPI): pomer druhého delenia buniek v osetrenej populdcii vo vztahu k neose-
trenej kontrole (pozri vzorec v dodatku 2).

Cytostdza: inhibicia rastu buniek (pozri vzorec v dodatku 2).

Cytotoxicita: Skodlivé Gcinky na Struktiru alebo funkciu bunky, ktoré postupne sposobia jej smrt.

Genotoxicky: vieobecny vyraz, ktory zahffia vietky typy poskodenia DNA alebo chromozémov vritane zlomov,
aduktov, zmien usporiadania, mutdcii, chromozémovych odchylok a aneuploidie. Nie vSetky typy genotoxickych
ucinkov majui za ndsledok muticie alebo trvalé poskodenie chromozému.

Bunky v interfaze: bunky, ktoré nie st v $tddiu mitotického delenia.

Kinetochor: $truktira obsahujtca bielkoviny, ktord sa zhromazduje na centromére chromozému, na ktord sa pocas
delenia buniek viazu vldkna deliaceho vretienka umoziujice riadny pohyb dcérskych chromozémov k pélom dcér-

skych buniek.

Mikrojadrd: samostatné malé jadrd dopliwjice hlavné jadrd buniek, ktoré sa vytvdraji pocas telofizy mitézy alebo
meibzy zo zaostdvajiicich chromozémovych fragmentov alebo celych chromozémov.

Mitdza: rozdelenie bunkového jadra, ktoré sa zvycajne deli na profdzu, prometafizu, metafizu, anafizu a telofdzu.

Mitoticky index: pomer buniek v metafize deleny celkovym poctom buniek pozorovanych v populdcii buniek; ndznak
stupiia proliferdcie buniek tejto populdcie.

Mutagénny: produkujici dedi¢nd zmenu série(-) bézovych parov DNA v génoch alebo Struktiry chromozémov
(chromozémové odchylky).

Nerozpojenie: chyba pri rozdelovani sparovanych chromatid, ktord sposobi, ze vznikajiice dcérske bunky sa riadne
neoddelia, ndsledkom ¢oho vznikaji dcérske bunky s abnormdlnym poctom chromozémov.

Polyploidia: pocetné chromozémové odchylky v bunkdch alebo organizmoch, ktoré zahffiaja cely(-é) sibor(-y) chro-
mozémov na rozdiel od jednotlivého chromozému alebo chromozémov (aneuploidia).

Proliferacny index (PI): metoda merania cytotoxicity, pri ktorej sa nepouziva cytoB (pozri vzorec v dodatku 2).

Relativne zvySenie poctu buniek (RICC): metéda merania cytotoxicity, pri ktorej sa nepouZiva cytoB (pozri vzorec
v dodatku 2).

Relativne zdvojenie populdcie (RPD): metéda merania cytotoxicity, pri ktorej sa nepouziva cytoB (pozri vzorec v dodatku 2).

Index replikdcie (RI): pomer cyklov delenia buniek, ktoré boli dokoncené v o3etrenej kultire, vo vztahu k neosetrenej
kontrole pocas obdobia expozicie a regenerdcie (pozri vzorec v dodatku 2).

Testovand chemikdlia (tiez sa nazjva testovand ldtka): Akdkolvek litka alebo zmes testovand pomocou tejto testovacej
metddy.
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Dodatok 2
Vzorce na hodnotenie cytotoxicity

1. Pri pouiti cytoB by hodnotenie cytotoxicity malo byt zaloZené na proliferacnom indexe blokovania cytokinézy
(CBPI) alebo na indexe replikdcie (RI) (16) (58). CBPI naznacuje priemerny pocet bunkovych cyklov na bunku pocas
obdobia expozicie cytoB a modze sa pouzit na vypocet proliferdcie buniek. RI indikuje relativny pocet jadier
v odetrenych kultirach v porovnani s kontrolnymi kulttirami a moZno ho pouzit na percentudlny vypocet cytostazy:

Cytostdza % = 100 — 100{(CBPI; - 1) + (CBPI. - 1)}
pricom:

T = kulttira oSetrend testovanou chemikaliou
C = kontrolnd kultdra s nosi¢om,

kde:

((pocet jednojadrovych buniek) +
(2 x pocet dvojjadrovych buniek) + (3 x pocet viacjadrovych buniek))

CBPI =
(celkovy pocet buniek)

Preto ak CBPI je 1 (vSetky bunky st jednojadrové), rovnd sa 100 % cytostdze.

Cytostdza = 100 — RI

((pocet dvojjadrovych buniek) + (2 x pocet viacjadrovych buniek)) + (celkovy pocet buniek);

x 100
((pocet dvojjadrovych buniek) + (2 x pocet viacjadrovych buniek)) + (celkovy pocet buniek).

RI =

T = oetrené kultdry
C = kontrolné kultary.

2. Preto ak RI je 53 %, znamend to, Ze v porovnani s poctom buniek, ktorych delenim vznikli dvojjadrové
a viacjadrové bunky v kontrolnej kultdre, len 53 % tohto poctu sa delilo v o3etrenej kultdre, t. j. cytostiza je 47 %.

3. Bez pouZitia cytoB sa odpordca hodnotenie cytotoxicity zaloZené na relativnom zvy$eni poctu buniek (RICC)
alebo na relativnom zdvojeni populdcie (RPD) (58), pretoze v obidvoch pripadoch sa zohladiiuje pomer populdcie

delenych buniek.

(zvyenie poctu buniek v oSetrenych kultirach (kone¢né — pociatocnéé))

RICC = x 100

(zvy3enie poctu buniek v kontrolnych kultdrach (kone¢né — pociatocnéé))

(pocet zdvojenych populdcif v osetrenych kultdrach)

RPD =
(pocet zdvojenych populdcii v kontrolnych kultirach) §

100

kde:
Zdvojenie populicie = [log (pocet buniek po osetreni + pociato¢ny pocet buniek)] + log 2.
4. Preto 53 % RICC alebo RDP indikuje 47 % cytotoxicitu/cytostdzu.

5. Pri pouziti indexu proliferdcie (PI) moze byt cytotoxicita hodnotend pomocou pocitania poctu klonov obsa-
hujtcich jednu bunku (cl1), 2 bunky (cl2), 3 az 4 bunky (cl4) a 5 az 8 buniek (cl8)

(1xcl) + (2xc2) + (3xcl4) + (4xcl8))

= (dl + 2 + c4 + d8)

6. Pl sa pouziva ako hodnotny a spolahlivy parameter cytotoxicity aj pri bunkovych linidch kultivovanych in situ
bez pouzitia cytoB (25) (26) (27) (28).
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Dodatok 3

Referentné chemikilie odpordcané na hodnotenie vykonnosti (')

Kategéria Chemikalia Cislo CAS Cislo EC
1. Klastogény aktivne bez metabolickej aktivicie
cytozin arabinozid 147-94-4 205-705-9
mitomycin C 50-07-7 200-008-6
2. Klastogény vyzadujiice metabolickt aktivaciu
benzo(a)pyrén 50-32-8 200-028-5
cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
3. Aneugény
kolchicin 64-86-8 200-598-5
vinblastin 143-67-9 205-606-0
4. Negativne latky
di(2-etylhexyl)ftalat 117-81-7 204-211-0
kyselina nalidixova 389-08-2 206-864-7
pyrén 129-00-0 204-927-3
chlorid sodny 7647-14-5 231-598-3

(") Referencné chemikdlie st odporticané chemikalie na pouzitie. Nahradit alebo doplnit chemikélie do zoznamu referenénych chemi-

kdlif mozno v pripade, ak je ich aktivita znidma, ak indukuji mikrojadrd rovnakymi mechanizmami posobenia a ak sa ukazu ako
relevantné v porovnani s chemikéliami, ktoré sa budd testovat postupom MNvit. Odévodnenie by v zdvislosti od tcelu mohlo
zahffat valida¢nd Stadiu, ktord zapdja velké mnozstvo latok alebo sa stistredi na uzsie spektrum zaloZené na $tudii chemickej triedy
testovanej latky alebo mechanizmu poskodenia.

B. 50. SENZIBILIZACIA KOZE: LOKALNA SKUSKA LYMFATICKYCH UZLIN: DA

UvoD

1.

Usmernenia Organizdcie pre hospodarsku spoluprdcu a rozvoj (OECD) na testovanie chemikalii a testovacie
met6édy EU sa pravidelne revidujii vzhladom na vedecky pokrok, zmeny regulacnych potrieb a dobré Zivotné
podmienky zvierat. Prvd testovacia metéda (TM) (B.42) na stanovenie senzibilizdcie koZze u mysi, tzv. lokdlna
skiska lymfatickych uzlin (LLNA; usmernenie OECD na vykondvanie testov 429), bola zrevidovand (1). Podrob-
nosti validdcie LLNA a revizia prdc v tejto oblasti boli uverejnené (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). Pri LLNA sa na
meranie proliferdcie lymfocytov pouziva rddioizotopicky tymidin alebo jod, a preto md tdto skiska obmedzené
pouzitie v tych pripadoch, kde je problematické ziskavanie, pouzitie alebo likviddcia radioaktivnych latok. LLNA:
DA (vyvinutd spolo¢nostou Daicel Chemical Industries, Ltd.) je nerddioaktivnou modifikdciou LLNA, ktord kvan-
tifikuje obsah adenozin-trifosfitu (ATP) prostrednictvom bioluminiscencie, ktord je ukazovatelom proliferdcie
lymfocytov. LLNA: Testovacia metéda DA bola validovand a zrevidovand a odpord¢a ju medzindrodny panel
pre partnerské preskimanie ako uzito¢nti metddu na identifikdciu chemikalii sposobujticich alebo nesposobuj-
cich senzibilizdciu kozZe s ur¢itymi obmedzeniami (10) (11) (12) (13). Této testovacia metdda je vytvorend na
postdenie potencidlu chemikdlif (ldtok a zmesi) spdsobit senzibilizdciu koZe u zvierat. Metdda opisand v kapitole
B.6 tejto prilohy a usmerneni OECD na vykondvanie testov 406 vyuziva testy s morcatami, konkrétne maxima-
lizacny test morciat a Buehlerov test (14). LLNA (kapitola B.42 tejto prilohy; usmernenie OECD na vykondvanie
testov 429) a dve nerddioaktivne modifikdcie LLNA: DA (kapitola B.50 tejto prilohy; usmernenie OECD na
vykondvanie testov 442 A) a LLNA: BrdU-ELISA (kapitola B.51 tejto prilohy; usmernenie OECD na vykondvanie
testov 442 B) poskytuji vyhodu v porovnani s testami na morcatdch opisanymi v kapitole B.6 a usmerneni OECD
na vykonavanie testov 406 (14), a to pokial ide o obmedzenie a zdokonalenie vyuZivania zvierat.

Podobne ako LLNA, LNNA: DA skima induként fazu senzibilizdcie koze a poskytuje kvantitativne tdaje vhodné
na posudenie odozvy na ddvku. Okrem toho schopnost identifikovat latky sposobujice senzibilizdciu koze bez
potreby pouZivania radioaktivneho znacenia DNA zniZuje potencidl expozicie rddioaktivite pri prici a problémy
v stvislosti s likviddciou odpadu. To moZe ndsledne umoznit zvySené vyuZzivanie mysi na identifikdciu latok
sposobujicich senzibilizéciu koze, o by dalej mohlo zniZit vyuZivanie morciat na testovanie potencidlu senzi-
bilizdcie koze (t. j. B.6; usmernenie OECD na vykondvanie testov 406) (14).

VYMEDZENIE POJMOV

3.

Pouzité definicie st uvedené v dodatku 1.



20.7.2012

Uradny vestnik Eurépskej Ginie

L 19347

UVODNE UVAHY A OBMEDZENIA

4.

LLNA: DA je upravenou metddou LLNA na identifikdciu potencidlu chemikalii sposobit senzibiliziciu koze, ktord
mé urcité obmedzenia. Neznamend to nevyhnutne, Ze vo vietkych pripadoch sa md pouZzit LLNA: DA namiesto
testu LLNA alebo testov s morcatami (t. j. metdda B.6; usmernenie OECD na vykondvanie testov 406) (14), ale
skor to, Ze tito skuska je rovnako hodnotnd a moze sa pouzit ako alternativa, v ktorej pozitivne a negativne
vysledky vo vSeobecnosti nevyzaduji dalsie potvrdenie (10) (11). Testovacie laboratérium by malo postidit vietky
dostupné informdcie o testovanej litke pred uskutocnenim stidie. Takéto informdcie budii obsahovat identitu
a chemickd Struktdru testovanej ldtky, jej fyzikdlno-chemické vlastnosti, vysledky vsetkych ostatnych in vitro alebo
in vivo testov toxicity s testovanou latkou a toxikologické tdaje o Struktiirne pribuznych chemikalidch. Tieto
informdcie treba vziat do dvahy pri urovani, ¢ LLNA: DA je pre testovand ldtku vhodnd [vzhladom na
nezlucitelnost obmedzenych druhov chemikalii s LLNA: DA (pozri odsek 5)], a ako pomoc pri vybere ddvok.

LLNA: DA je metdda in vivo, a to znamend, Ze pri hodnoteni aktivity alergickej kontaktnej senzibilizdcie sa
nevylucuje pouzivanie zvierat. Md vsak potencidl obmedzit pouZivanie zvierat na tento tcel pri porovnani s testami
na morcatich (B.6; usmernenie OECD na vykonévanie testov 406) (14). Okrem toho LLNA: DA pontka znacné
zjemnenie sposobu, akym sa zvieratd pouZzivaji na testy alergickej kontaktnej senzibilizdcie (zniZuje bolest
a utrpenie zvierat), kedZe na rozdiel od metédy B.6 a usmernenia OECD na vykondvanie testov 406 LLNA:
DA nevyzaduje, aby sa vyvolali reakcie dermdlnej hypersenzitivity. Napriek vyhoddm, ktoré md LLNA: DA
v porovnani s metddou B.6 a usmernenim OECD na vykondvanie testov 406 (14), existuji urcité obmedzenia,
ktoré by si mohli vyzadovat pouzit metédu B.6 alebo usmerneniec OECD na vykondvanie testov 406 [napr.
testovanie urcitych kovov, falosné pozitivne zistenia s ur¢itymi koznymi drdzdivymi litkami (ako napriklad
niektoré povrchovo aktivne litky) (6) (1 a kapitola B.42 tejto prilohy), rozpustnost testovanej latky]. Okrem
toho chemické triedy alebo ldtky, ktoré obsahuji potencidlne zmitocné funkéné skupiny (16), si tiez mozu
vyzadovat pouzitie testov s morcatami [t. j. B.6, usmernenie OECD na vykondvanie testov 406 (14)]. Obmedzenia,
ktoré boli identifikované pre LLNA (1 a kapitola B.42 tejto prilohy), sa odporticaji aj pre LLNA: DA (10). Okrem
toho pouzitie LLNA: DA nemusi byt vhodné na testovanie ldtok, ktoré ovplyviiuji drovne ATP (napr. latky, ktoré
fungujui ako inhibitory ATP), alebo ldtok, ktoré ovplyviiujii presné meranie vnitrobunkového ATP (napr. pritom-
nost enzymov sposobujicich degraddciu ATP, pritomnost ATP v mimobunkovom priestore lymfatickej uzliny).
Okrem takto identifikovanych obmedzeni by sa LLNA: DA mala uplatiiovat pri testovani vetkych ldtok okrem
pripadov, ked' ticto ldtky maja vlastnosti, ktoré by mohli narsat presnost LLNA: DA. Okrem toho by sa mala
zvazit moznost hrani¢nych pozitivnych vysledkov v pripade, ked sa dosiahnu hodnoty stimula¢ného indexu (SI)
od 1,8 do 2,5 (pozri odseky 31 a 32). To je zalozené na validacnej databdze 44 litok s pouzitim SI > 1,8 (pozri
odsek 6), pre ktoré LLNA: DA spravne identifikovala 32 litok sposobujicich senzibiliziciu podla LLNA, ale
nespravne identifikovala tri z 12 ldtok nesposobujticich senzibiliziciu podla LLNA s hodnotami SI od 1,8 do
2,5 (t. j. hrani¢ny pozitivny vysledok) (10). KedZe sa vsak na stanovenie hodnét SI a vypocet predpokladanych
vlastnosti testu pouzil rovnaky stibor udajov, stanovené tidaje mozu byt nadhodnotenim skuto¢nych prediktiv-
nych vlastnosti.

PRINCIP TESTOVACE] METODY

6.

Zékladnym principom, na ktorom sa LLNA: DA zakladd, je, Ze senzibilizdtory vyvolavaja proliferdciu lymfocytov
v lymfatickej uzline v drénovanom mieste aplikdcie testovanej ldtky. Tdto proliferdcia je imernd ddvke a G¢innosti
aplikovaného alergénu a poskytuje jednoduchy prostriedok na ziskanie kvantitativneho merania senzibilizdcie.
Proliferdcia sa meria porovndvanim priemeru proliferdcie v kazdej pokusnej skupine s priemerom proliferdcie
v kontrolnej skupine, ktorej sa poddva nosi¢ (VC). Ur¢i sa pomer priemernej proliferdcie v kazdej oSetrenej
skupine a priemernej proliferdcie v sibeznej kontrolnej skupine s nosicom, ktory sa oznacuje ako stimulacny
index (SI) a mal by mat hodnotu > 1,8 pred dal§im pripadnym vyhodnotenim testovanej ltky ako potencidlneho
senzibilizdtora koze. Uvedené metddy si zaloZené na merani obsahu ATP pomocou bioluminiscencie (ktoré
koreluje s poctom Zivych buniek) (17) na preukdzanie proliferdcie zvyseného poctu buniek v drénovanych usnych
lymfatickych uzlindch (18) (19). Metdda bioluminiscencie vyuZiva enzym luciferdza na katalyzu tvorby svetla
z ATP a luciferinu podla tejto reakcie:

ATP + luciferin + O, Lgferase oxyluciferin + AMP + PP; + CO, + svetlo

Intenzita vyzarovaného svetla priamo suvisi s koncentrciou ATP a meria sa pomocou luminometra. Skiska
luciferinu - luciferazy je citlivd metdda kvantifikdcie ATP, ktord sa pouziva v mnohych roznych aplikdcidch (20).

OPIS SKUSKY

Vyber druhov zvierat

7.

Vybranym druhom pre tento test je mys. Validacné stidie LLNA: DA sa vykondvali vylu¢ne s mySami kmena
CBAJ), ktory sa preto povaZuje za preferovany kmen (12) (13). Pouziji sa mladé dospelé negravidné samice mysi,
ktoré nikdy nevrhli mlddatd. Na zaciatku Stidie by zvieratd mali byt vo veku 8 — 12 tyzdiov a rozdiel medzi
hmotnostami zvierat md byt minimdlny a nemd byt vyssi ako 20 % priemernej hmotnosti. Alternativne sa mozu
pouzit iné kmene a samce, ak sa na zdklade adajov dd uspokojivo dokdzat, Ze neexistuji vyznamné odlisnosti
Specifické pre kmen ajalebo pohlavie v odozve na LLNA: DA.
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Podmienky umiestnenia a kimenia

8.

Mysi by sa mali umiestnit¢ v skupindch (21), pokial sa neposkytne primerané vedecké odovodnenie ich umiest-
nenia jednotlivo. Teplota miestnosti pre pokusné zvieratd by mala byt 22 £ 3 °C. Aj ked relativna vlhkost by mala
byt aspori 30 % a pokial mozno by nemala prevySovat 70 % okrem obdobia pocas Cistenia miestnosti, cielom je,
aby relativna vlhkost dosahovala 50 % — 60 %. Osvetlenie by malo byt umelé a malo by sa striedat 12 hodin
svetla a 12 hodin tmy. Na kfmenie sa moZe pouzivat bezné laboratérne krmivo s neobmedzenou doddvkou pitnej
vody.

Priprava zvierat

9.

Zvieratd sa vyberd ndhodne a sti oznacené tak, aby sa umoznila jednotlivd identifikdcia (ale nie formou usnych
znaciek), a drzia sa v klietkach aspon 5 dni pred zaciatkom poddvania ddvok, aby sa aklimatizovali na laboratérne
podmienky. Pred zacatim oSetrenia sa vSetky zvieratd vySetria, aby sa zaistilo, Ze nemaji Ziadne vidite[né kozné
poranenia.

Priprava ddvok

10.

Chemikdlie v tuhom skupenstve by sa pred podanim ddvky do ucha mysi mali rozpustit alebo suspendovat
v rozpustadlich alebo nosicoch, a ak je to vhodné, rozriedit. Kvapalné chemikdlie mozno poddvat priamo alebo
pred podanim rozriedit. V pripade nerozpustnych chemikdli, ako napriklad tych, ktoré sa vo vSeobecnosti
pouzivajii ako zdravotnicke pomocky, by sa pred podanim ddvky do ucha mysi mala uskutoénit zvysend extrakcia
vo vhodnom rozptstadle, aby sa odhalili vetky extrahovatelné zlozky, ktoré sa budu testovat. Testované latky sa
pripravuji kazdy den okrem pripadu, ked tdaje o stabilite preukazuju prijatelnost uskladnenia.

Kontrola spolahlivosti

11.

12.

13.

14.

Riadne vykonanie skasky sa dokazuje pomocou chemikdlif na pozitivne kontroly (PC), ktoré reagujii primeranou
a reprodukovatelnou citlivostou na senzibilizujicu testovant latku, pre ktord je dobre charakterizovand sirka
odozvy. Odportca sa zahrnit sibezni pozitivnu kontrolu, pretoze to dokazuje kompetenciu laboratéria Gspesne
vykonat kazdi skusku a umoziuje posidenie vnitrolaboratérnej a medzilaboratérnej reprodukovatelnosti
a porovnatelnosti. Pozitivnu kontrolu v kazdej $tadii vyzaduja aj niektoré regulacné orgdny, a preto by pouzi-
vatelia mali pred vykonanim LLNA: DA konzultovat s prislusnymi orgdnmi. Rutinné pouzitie sibeznej pozitivnej
kontroly sa podporuje aj preto, aby sa predislo potrebe dalsiecho testovania na zvieratich, s cielom splnit také
poziadavky, ktoré by mohli vyplynit z pouzitia periodickej pozitivnej kontroly (pozri odsek 12). Pozitivna
kontrola by mala sposobit pozitivnu odozvu na LLNA: DA pri Grovni expozicie, pri ktorej sa ocakdva ndrast
stimula¢ného indexu (SI) > 1,8 v porovnani s negativnou kontrolnou skupinou. Ddvka chemickej litky na pozi-
tivnu kontrolu by sa mala zvolit tak, aby nesposobila nadmerné podrdzdenie koZe ani systémovi toxicitu a aby
indukcia bola reprodukovatelnd, ale nie nadmernd (napr. SI> 10 by bol nadmerny). Vhodnymi chemikaliami na
pozitivnu kontrolu st 25 % 3-fenyl-2-hexylpropandl (¢islo CAS 101-86-0) a 25 % eugenol (Cislo CAS 97-53-0)
v aceténe: olivovy olej (4: 1, objemové percentd). Mozu sa vyskytnit okolnosti, ked sa v riadne zdovodnenych
pripadoch mé7u pouzit iné pozitivne kontroly, ktoré splfiaji uvedené kritérid.

Hoci sa odportca stibeznd pozitivna kontrolnd skupina, mozu sa vyskytnit situdcie, ked moze byt vhodné
periodické testovanie (t. j. v intervaloch najviac 6 mesiacov) pozitivnych kontrol v pripade tych laboratérii,
ktoré vykondvaju LLNA: DA pravidelne (t. j. LLNA: DA vykondvaji v priebehu jedného mesiaca aspon raz)
a ktoré majui zavedenu historicki databdzu pozitivnych kontrol, ktord preukazuje schopnost laboratéria dosa-
hovat reprodukovatelné a presné vysledky s pozitivnymi kontrolami. Primeranti odbornost s pouzitim LLNA: DA
mozno Uspesne preukdzat dosiahnutim konzistentnych pozitivnych vysledkov s pozitivnou kontrolou najmenej
v 10 nezévislych testoch uskutocnenych v ur¢itom primeranom obdobi (t. j. v obdobi kratSom ako jeden rok).

Sdbeznd pozitivna kontrolnd skupina by sa mala zahrnat vzdy, ked dojde k procedurdlnej zmene v savislosti
s LLNA: DA (napr. k zmene vyskoleného persondlu, zmene materidlov afalebo reagentov pouzivanych pri
testovacej metode, zmene ndstrojov pouzivanych pri testovacej metode, zmene zdroja testovanych zvierat), a takéto
zmeny je potrebné zaznamenat v laboratérnych spravach. Je potrebné zvazit vplyv tychto zmien na primeranost
predtym zriadenej historickej databdzy pri urovani potreby zriadenia novej historickej databazy na zaznamena-
vanie konzistentnosti vysledkov pozitivnej kontroly.

Vyskumni pracovnici by si mali uvedomit, Ze rozhodnutie vykonat $tddiu pozitivnych kontrol na periodickom
zdklade namiesto sibeznych pozitivnych kontrol moze mat nédsledky na primeranost a prijatelnost vysledkov
negativnej Stidie ziskanych bez stibeznej pozitivnej kontroly pocas intervalu medzi kazdou periodickou $tadiou
pozitivnej kontroly. Ak sa dosiahne napriklad falodny negativny vysledok v periodickej stadii pozitivnej kontroly,
negativne vysledky ziskané s testovanou ldtkou v intervale medzi poslednou prijatelnou periodickou $tadiou
pozitivnej kontroly a neprijatelnou periodickou stidiou pozitivnej kontroly mozno spochybnit. Dosledky tychto
vysledkov treba dokladne zvazit pri urovani toho, ¢i vykonat siibezné pozitivne kontroly alebo iba periodické
pozitivne kontroly. Treba tiez zvazit pouzitie mensicho poctu zvierat v sibeznej pozitivnej kontrolnej skupine, ak
je to vedecky oddvodnené a ak laboratérium na zdklade konkrétnych laboratérnych historickych tidajov preukéze,
ze mozno pouzit mens{ pocet mysi (22).
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15

16.

. Aj ked by sa pozitivna kontrola mala testovat v nosici, o ktorom je zndme, Ze vyvoldva konzistentni odozvu
(napr. acetén: olivovy olej v pomere 4: 1, objemové percentd), mozu sa vyskytnit urcité regulacné situdcie,
v ktorych bude potrebné vykonat aj testovanie v nestandardnom nosici (klinicky/chemicky zodpovedajicom
roztoku) (23). Ak sa stibeznd pozitivna kontrola testuje v odlisnom nosici ako testovand litka, potom treba do
testu stibeznej pozitivnej kontroly zahrniit samostatni kontrolnt skupinu, ktorej sa poddva nosic.

V pripadoch hodnotenia ldtok, ktoré patria do konkrétnej chemickej triedy alebo ktoré zastupuji konkrétny
rozsah odoziev, mozu byt tiez uzitoné referencné latky, aby sa preukdzalo, Ze testovacia metéda na zistovanie
potencidlu tychto druhov litok sposobit senzibilizdciu koze riadne funguje. Vhodné referen¢né litky maji mat
tieto vlastnosti:

— Strukturdlnu a funkénd podobnost s triedou testovanej latky, ktord je predmetom testovania,

— zndme fyzikdlno-chemické vlastnosti,

— podporné udaje z LLNA: DA,

— podporné udaje z dalsich zvieracich afalebo Tudskych modelov.

TESTOVACI POSTUP

Po
17

18.

19.

20.

et zvierat a velkost divky

. Na dévkovii skupinu sa pouzivaji aspon Styri zvieratd, aspor tri koncentrdcie testovanej litky a k tomu stibeznd
negativna kontrolnd skupina, ktorej sa poddva iba nosi¢ testovanej latky, a pozitivna kontrola (stibeznd alebo
neddvna, podla laboratérnych pravidiel s prihliadnutim na odseky 11 —15). Treba zvédzit testovanie viacerych
dévok pozitivnej kontroly, najma ak sa testuje na preruSovanej baze. So zvieratami v kontrolnych skupindch by sa
malo zaobchddzat rovnakym sposobom ako s pokusnymi zvieratami okrem pripadov, ked sa osetrovanie testo-
vanou latkou nevykondva.

Vyber ddvky a nosica by mal byt zaloZeny na odportcaniach uvedenych v odkazoch (2) a (24). Nésledné dévky sa
zvyCajne vyberajii z vhodnych sérii koncentrdcif, napr. 100 %, 50 %, 25%, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% atd.
Vyber zo sérii koncentrécii je potrebné primerane vedecky zdovodnit. Vietky existujice informécie o toxicite
(napr. akitnej toxicite a podrdzdeni koze), ako aj Strukturdlne a fyzikdlno-chemické informécie o predmetnej
testovanej latke (afalebo Strukturdlne pribuznych ldtkach) by sa mali pripadne postdit vyberom troch po sebe
idticich koncentrécii tak, aby najvyssia koncentricia maximalizovala expoziciu, priCom by sa vSak zabrdnilo
systémovej toxicite afalebo nadmernému lokdlnemu podrdzdeniu koze (24) (25). Ak tieto informdcie nie si
k dispozicii, mozno bude potrebné vykonat predbezny skriningovy test (pozri odseky 21 — 24).

Nosi¢ by nemal ovplyviiovat vysledok testu a mal by sa vybraf na zdklade maximélnej rozpustnosti s cielom
ziskat najvyssiu dosiahnutelnd koncentrdciu, pricom vznikne roztok/suspenzia vhodnd na aplikdciu testovanej
latky. Odportcané nosice st acetén: olivovy olej (4: 1, objemové percentd), N,N-dimetylformamid, metyletylketon,
propylénglykol a dimetylsulfoxid (6), ale moZu sa pouzit aj iné nosice, ak sa uvedie uspokojivé vedecké zdovod-
nenie. V urCitych situdcidch moze byt potrebné pouzit ako daldiu kontrolu klinicky vhodny roztok alebo
komercny pripravok, v ktorom sa testovand latka preddva. Osobitnt pozornost je potrebné venovat zabezpeceniu,
aby sa hydrofilné testované ltky zaclenili do systému nosica, ktory zvlh¢uje pokozku, a rychlo neunikli, a to
zaClenenim vhodnych rozpustadiel (napr. 1% Pluronic® L92). Preto je potrebné vyhybat sa pouzitiu cisto
vodnych nosicov.

Spracovanie lymfatickych uzlin jednotlivych mys$i umoziuje posddit variabilitu medzi zvieratami a Statisticky
porovnat rozdiel medzi meraniami testovanej ldtky a kontrolnej skupiny, ktorej sa poddva nosi¢ (pozri odsek
33). Okrem toho sa zniZenie poctu mysi v pozitivnej kontrolnej skupine moze prehodnotit len po poskytnuti
informécif o jednotlivych zvieratich (22). Navyse niektoré regulacné orgdny pozaduji zber ddajov o jednotlivych
zvieratich. Pravidelny zber ddajov o jednotlivych zvieratich poskytuje vyhodu, pokial ide o dobré Zivotné
podmienky zvierat, pretoze sa predchddza duplicitnému testovaniu, ktoré by bolo potrebné v pripade, ak by
vysledky testovanej ltky povodne ziskané jednym sposobom (napr. prostrednictvom spojenych tdajov o zviera-
tach) museli neskor posadit regulacné organy podla inych poziadaviek (napr. prostrednictvom tdajov o jedno-
tlivych zvieratdch).

Predbezny skriningovy test

21

.V pripade, ak nie st k dispozicii informdcie na stanovenie najvyssej davky testovanej ldtky (pozri odsek 18), treba
vykonat predbezny skriningovy test s cielom stanovit primerand droven testovanej ddvky na pouzitie v LLNA:
DA. Cielom predbezného skriningového testu je poskytndt usmernenie na vyber maximélnej drovne dévky na
pouzitie v hlavnej $tidii LLNA: DA v pripade, Ze nie si dostupné informdcie o koncentrécii, ktord sposobuje
systémovil toxicitu (pozri odsek 24) afalebo nadmerné lokilne podrdzdenie koze (pozri odsek 23). Maximélna
tiroven testovanej dévky by mala obsahovat 100 % testovanej litky v pripade kvapalin alebo maximédlnu moznd
koncentrdciu v pripade tuhych ldtok alebo suspenzii.
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22.

Predbezny skriningovy test sa vykondva za podmienok, ktoré st identické s hlavnou Stidiou LLNA: DA s tym
rozdielom, Ze sa neposudzuje proliferdcia lymfatickej uzliny a moze sa pouzif mensi pocet zvierat na davkovi
skupinu. Navrhuje sa jedno alebo dve zvieratd na ddvkovii skupinu. U vietkych mysi sa kazdy den pozoruji
klinické priznaky systémovej toxicity alebo lokdlneho podrdzdenia v mieste aplikdcie. Telesné hmotnosti zvierat sa
zaznamenaju na zaciatku testu a pred usmrtenim (den 8). Obidve usi kazdej mysi sa vySetria, ¢i nemaji priznaky
erytému (s¢ervenania koze), a vyhodnotia sa podla tabulky 1 (25). Hrabka ucha sa odmeria pomocou meradla
hribky (napr. digitdlnym mikrometrom alebo meradlom hribky Peacock Dial) v deni 1 (pred aplikdciou dévky),
v def1 3 (priblizne 48 hodin po prvej davke), v den 7 (24 hodin pred usmrtenim) a v deni 8. Okrem toho mozno
hribku ucha v dent 8 urcit na zdklade merani vdzenim vzoriek usi, ktoré by sa malo vykonat po huménnom
usmrteni zvierat. Nadmerné lokdlne podrdzdenie koZe indikuje hodnotenie erytému > 3 afalebo zvysenie hriibky
ucha o = 25 % v ktorykolvek den merania (26) (27). Najvyssia ddvka vybrand pre hlavnd stddiu LLNA: DA bude
najblizsia nizsia ddvka z predbeznych skriningovych sérii koncentracii (pozri odsek 18), ktord nesposobuje
systémovii toxicitu afani nadmerné lokdlne podrdzdenie koze.

Tabulka 1

Hodnotenia erytému

Pozorovanie Hodnotenie
Ziadny erytém 0
Velmi slaby erytém (sotva pozorovatelny) 1
Jasne ohraniceny erytém 2
Mierny az silny erytém 3
Vyrazny erytém (tmavocerveny) aZ vytvorenie chrasty zabranujiicej posideniu erytému 4

23.

24.

Okrem 25 % zvySenia hribky ucha (26) (27) sa Statisticky vyznamné zvySenie hriibky ucha v testovanej skupine
mysi v porovnani s kontrolnou skupinou mysi pouzilo aj na identifikdciu drazdivych latok v LLNA (28) (29) (30)
(31) (32) (33) (34). Statisticky vyznamné zvysenie hribky ucha moze nastat aj vtedy, ked dojde k zvyseniu
mensiemu ako 25 %, nespdja sa vSak konkrétne s nadmernym podrdzdenim koze (30) (31) (32) (33) (34).

Nasledujtice klinické pozorovania mozu indikovat systémovi toxicitu (35), ak st stcastou integrovaného posu-
dzovania, to znamend, Ze mozu indikovat maximdlnu droven ddvky na pouzitie v hlavnej stadii LLNA: DA:
zmeny funkcie nervového systému (napr. piloerekcia, ataxia, triaska a kfce); zmeny sprdvania (napr. agresia, zmena
pri Cisteni, vyraznd zmena stupria aktivity); zmena dychania (t. j. zmena frekvencie alebo intenzity dychania, ako
napriklad zadt$anie, dychavi¢nost a Selest) a zmeny spotreby potravy a vody. Okrem toho treba v hodnoteni
zvazit priznaky letargie ajalebo apatie a akékolvek klinické priznaky silnejsej alebo dlhodobejsej bolesti a utrpenia
alebo viac ako 5 % zniZenie telesnej hmotnosti medzi diiom 1 a 8 a dmrtnost. Umierajice zvieratd alebo zvieratd,
ktoré maju zjavne silné bolesti alebo vykazuji priznaky silného utrpenia, by sa mali humdnnym sposobom
usmrtit (36).

Harmonogram pokusov v hlavnej Stadii

25.

Harmonogram pokusov v rdmci skusky je takyto:

— Deii 1: Oznacte kazdé zviera a zaznamenajte jeho hmotnost a akékolvek klinické pozorovania. Aplikujte 1 %
vodny roztok laurylsulfitu sodného (SLS) na zadnd stranu kazdého ucha Styrmi az piatimi tahmi kefky
namocenej v roztoku SLS tak, aby bola pokrytd celd zadnd strana kazdého ucha. Hodinu po aplikdcii SLS
zanite s aplikdciou 25 pL z prislusného zriedenia testovanej ldtky, samotného nosica alebo pozitivnej
kontroly (stibeznej alebo neddvnej, podla laboratérnych pravidiel s prihliadnutim na odseky 11 -15) na
zadnd stranu kazdého ucha.

— Dni 2, 3 a 7: Zopakujte predbezné oSetrenie 1 % vodnym roztokom SLS a postup aplikdcie testovanej latky
vykonany v prvom dni.

— Dni 4, 5 a 6: Ziadne oSetrenie.

— Deii 8: Zaznamenajte hmotnost kazdého zvierata a akékolvek klinické priznaky. Priblizne 24 az 30 hodin po
zacati aplikicie v den 7 sa zvieratd humdnne usmrtia. Drénované usné lymfatické uzliny sa odstrdnia
z kazdého ucha mysi a jednotlivo sa spracuji vo fosfitom tlmenom fyziologickom roztoku (PBS) pre
kazdé zviera. Udaje a diagramy identifikicie a disekcie lymfatickych uzlin mozno ndjst v odkaze (22). Pri
dalsom monitorovani lokdlnej odozvy koze v hlavnej tidii mozno do protokolu stidie zahrnit dalsie
parametre, ako napriklad hodnotenie erytému ucha alebo merania hribky ucha (ziskané pomocou meradla
hribky alebo vadzenim vzoriek usf pri pitve).
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Priprava bunkovych suspenzii

26

. Jednobunkova suspenzia buniek lymfatickych uzlin (LNC) odobrand bilaterdlne z kazdej mysi sa pripravuje tak, ze
lymfatické uzliny sa uloZia medzi dve podlozné sklicka, ktoré sa mierne stlacia, aby sa uzliny rozdrvili. Presvedéte
sa, Ze tkanivo je rovnomerne rozlozené, a potom podlozné sklicka oddelte. Rozpustite tkanivo na oboch
sklickach vo fosfitom tlmenom fyziologickom roztoku; kazdé sklicko drzte v ur¢itom uhle nad Petriho miskou
a opldchnite roztokom PBS, pricom stbezne $krabkou na bunky odoberte tkanivo zo sklicka. Navyse kedze
lymfatické uzliny zvierat v negativnej kontrole si malé, dolezité je opatrné zaobchddzanie, aby sa predislo
umelym tdc¢inkom na hodnoty SI. Na opldchnutie obidvoch sklicok by sa mal pouzit celkovy objem 1 ml roztoku
PBS. Suspenzia buniek lymfatickych uzlin v Petriho miske by sa mala mierne homogenizovat skrabkou na bunky.
Nasledne sa zo suspenzie buniek lymfatickych uzlin mikropipetou odoberie alikvotnd cast 20 pl, pricom sa dbd na
to, aby sa neodobrala okom viditelnd membrana, a tdto alikvotnd Cast sa zmiesa s 1,98 ml roztoku PBS tak, aby
sa ziskali 2 ml vzorky. Druhd 2 ml vzorka sa potom pripravi rovnakym postupom, takze pre kazdé zviera sa
pripravia dve vzorky.

Stanovenie proliferdcie buniek (meranie obsahu ATP v lymfocytoch)

27

. Zvysenie obsahu ATP v lymfatickych uzlindch sa meria metddou, ktord vyuziva luciferin/luciferdzu a stpravu na
meranie ATP, ktord meria bioluminiscenciu v jednotkdch relativnej luminiscencie (RLU). Cas skasky od casu
usmrtenia zvierata po meranie obsahu ATP md byt jednotny u kazdého zvierata a md trvat priblizne 30 mintit,
pretoze obsah ATP sa zrejme po usmrteni zvierata postupne znizuje (12). Preto by sa séria postupov od
odobrania usnych lymfatickych uzlin aZ po meranie ATP mala dokoncit do 20 minit podla vopred uréeného
casového planu, ktory je rovnaky pre kazdé zviera. Luminiscencia ATP by sa mala merat v kazdej 2 ml vzorke tak,
aby sa ziskali dva vysledky merani ATP pre kazdé zviera. Ndsledne sa ur¢i priemernd luminiscencia ATP, ktord sa
pouzije v dalsich vypoctoch (pozri odsek 30).

POZOROVANIA

Klinické pozorovania

28

. Kazdd mys sa starostlivo vysetri asponl jedenkrat denne na vetky klinické priznaky, ¢i uz ide o lokdlne podréz-
denie v mieste aplikdcie, alebo o systémovii toxicitu. Vietky pozorovania sa systematicky zaznamendvaja, pricom
kazdd my$ md individudlny zdznam. Pliny na monitorovanie by mali zahfnat kritérid na rychlu identifikciu tych
mysi, ktoré vykazuja systémovi toxicitu, nadmerné lokdlne podrdZzdenie alebo poleptanie koze a ktoré maja byt
humdnne usmrtené (36).

Telesné hmotnosti

29

. Ako sa uvddza v odseku 25, telesné hmotnosti jednotlivych zvierat by sa mali odmerat na zaciatku testu a pri
napldnovanom usmrteni zvierat.

VYPOCET VYSLEDKOV

30

31.

32.

33.

. Vysledky v kazdej pokusnej skupine sa vyjadruji ako priemernd hodnota stimula¢ného indexu (SI). SI sa ziska
vydelenim priemernej hodnoty RLU/mys v rdmci kazdej skupiny, ktorej sa podévala testovand ldtka, a pozitivnej
kontrolnej skupiny priemernou hodnotou RLU/my3 v kontrolnej skupine, ktorej sa poddvalo rozpustadlo/nosic.
Priemernd hodnota SI kontrolnych skupin, ktorym sa podéval nosi¢, je potom 1.

V rozhodovacom procese sa za pozitivny vysledok povazuje stimula¢ny index = 1,8 (10). Pri ur¢ovani toho, ¢i
hrani¢ny vysledok (t. j. hodnota SI v rozmedzi od 1,8 do 2,5) je pozitivny, sa viak moZe pouzit aj sila vztahu
medzi ddvkou a odozvou, $tatisticky vyznam a konzistentnost rozpustadla/nosica a odoziev pozitivnej kontroly
2 6) 67).

Pri hrani¢nej pozitivnej odozve, ked sa SI pohybuje medzi 1,8 a 2,5, mozu pouzivatelia na potvrdenie toho, Ze
takéto vysledky st pozitivne, zvézit dopliiujice informdcie, ako napriklad vztah medzi ddvkou a odozvou, dokazy
systémovej toxicity alebo nadmerného podrdzdenia a v pripade potreby Statisticky vyznam spolu s hodnotami SI
(10). Pozornost by sa mala venovat aj roznym vlastnostiam testovanej litky vrtane toho, ¢i md Strukturdlny
vztah k latkam, ktoré st zndmymi senzibilizdtormi koze, ¢i sposobuje nadmerné podrazdenie koze mysi, a vratane
charakteru pozorovanej odozvy na ddvku. Tieto a ostatné hladiskd sa podrobne rozoberajii inde (4).

Zber tidajov na trovni jednotlivych mysi umozni vykonat Statisticki analyzu pritomnosti a Grovne vztahu medzi
dévkou a odozvou v ddajoch. Kazdé Statistické postidenie by mohlo zahffiat hodnotenie vztahu medzi ddvkou
a odozvou, ako aj vhodne upravené porovndvania testovanych skupin (napr. porovndvania v pdroch skupiny,
ktorej sa poddva ddvka, a stibeznej kontrolnej skupiny s rozptastadlom/nosicom). Statistické analyzy mozu zahffiat
napr. linedrnu regresiu alebo Williamsov test na postdenie trendov vo vztahu medzi ddvkou a odozvou
a Dunnettov test na porovndvanie v paroch. Pri vybere vhodnej metédy statistickej analyzy by si vyskumny
pracovnik mal uvedomovat mozné nerovnosti rozdielov a dalsie stvisiace problémy, ktoré si mozu vyzadovat
premenu ddajov alebo Statisticki analyzu zaloZent na inych ako parametrickych ddajoch. Vyskumny pracovnik
bude mozno v kazdom pripade musiet vykonat vypocty SI a Statistické analyzy s urcitymi ddtovymi bodmi a bez
nich (niekedy sa tieto tdaje nazyvaji ,extrémne hodnoty’).
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UDAJE A PODAVANIE SPRAV
Udaje
34. Udaje by sa mali zhrniit vo forme tabulky, v ktorej sa uvddzajii hodnoty RLU jednotlivych zvierat, skupinovd

priemernd hodnota RLU/zviera, stvisiaci rozsah chyby (napr. SD, SEM) a strednd hodnota SI pre kazdd davkovd
skupinu v porovnani so sibeznou kontrolnou skupinou s rozpustadlom/nosicom.

Spriva o teste

35. Spréva o teste by mala obsahovat tieto informécie:
Testované a kontrolné chemické latky:
— identifika¢né ddaje (napr. Cisla CAS, ¢isla EC, ak st k dispozicii, zdroj, istota, zndme necistoty, &islo Sarze),
— fyzikdlny charakter a fyzikdlno-chemické vlastnosti (napr. prchavost, stabilita, rozpustnost),

— v pripade zmesi zlozenie a relativny percentudlny podiel zlozZiek.

Rozpustadlo/nosic:
— identifikacné ddaje (Cistota, v pripade potreby koncentrdcia, pouzity objem),

— zdovodnenie volby nosica.

Testovacie zvierata:

— pouzity kmen mysi CBA,

— mikrobiologicky stav zvierat, ak je zndmy,
— pocet a vek zvierat,

— zdroj zvierat, podmienky umiestnenia, krmivo atd.

Podmienky testu:

— zdroj, &islo sarze a kontrolné tdaje vyrobcu o kvalite/presnosti sipravy ATP,

— informdcie o priprave a aplikdcii testovanej latky,

— zdovodnenie vyberu dévky (vratane vysledkov z predbezného skriningového testu, ak sa uskutocnil),

— pouzité koncentricie nosica a testovanej litky a celkové mnozstvo aplikovanej testovanej latky,

— udaje o kvalite krmiva a vody (vritane druhu/zdroja krmiva, zdroja vody),

— podrobny opis harmonogramu poddvania dévok a odberu vzoriek,

— metddy merania toxicity,

— kritérid na hodnotenie $tadif ako pozitivnych alebo negativnych,

— inf(()irmécie o akychkolvek odchylkach od protokolu a vysvetlenie, ako odchylky ovplyviiuji ndvrh a vysledky
Stadie.

Kontrola spolahlivosti:

— sthrn vysledkov poslednej kontroly spolahlivosti vratane informdcif o testovanej létke, koncentrécii a pouzitom
nosici,
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— stibezné afalebo historické kontrolné tdaje o pozitivnej a stibeznej negativnej kontrole (s rozptistadlom/no-
sicom) pre testovacie laborat6rium,

— ak nebola zahrnutd stibeznd pozitivna kontrola, ddtum a laboratérna sprava o najaktudlnejSej periodickej
pozitivnej kontrole a sprava s historickymi ddajmi o pozitivnej kontrole, ktorymi laboratérium zdovodiuje
nevykonanie stbeznej pozitivnej kontroly.

Vysledky:

— hmotnosti jednotlivych mysi na zaciatku poddvania ddvky a pri naplinovanom usmrteni, ako aj priemerny
a suvisiaci rozsah chyby (napr. SD a SEM) pre kazdd pokusnti skupinu,

— Casovy priebeh ndstupu priznakov toxicity u kazdého zvierata vritane podraZdenia koZe v mieste podania

latky, ak sa vyskytnd,
— ¢as usmrtenia zvierata a ¢as merania ATP u kazdého zvierata,
— tabulka hodnot RLU jednotlivych mysi a hodnoty SI kazdej pokusnej skupiny s dévkou,

— priemerny a suvisiaci rozsah chyby (napr. SD, SEM) v stvislosti s hodnotami RLU/my$ kazdej pokusnej
skupiny a vysledky analyzy extrémnej hodnoty v kazdej pokusnej skupine,

— vypocet SI a vhodné opatrenie variability, ktoré berie do tvahy variabilitu medzi zvieratami v skupindch,
ktorym sa podédva testovand ldtka, a v kontrolnych skupindch,

— vztah medzi ddvkou a odozvou,

— v pripade potreby Statistické analyzy.

Rozbor vysledkov:

— struény komentdr v suvislosti s vysledkami, analyza odozvy na davku, Statistické analyzy, ak existujd,
s uvedenim zdveru, ¢i by sa testovand ldtka mala povazovat za latku sposobujtcu senzibilizdciu koze.
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Dodatok 1

VYMEDZENIE POJMOV

Presnost: Miera zhody vysledkov testovacej metddy s akceptovanymi referen¢nymi hodnotami. Ide o opatrenie vykon-
nosti testovacej metddy a jeden z aspektov relevantnosti. Tento pojem sa Casto zamiefia s pojmom ,zhoda‘ a oznacuje
podiel spravnych vysledkov testovacej metddy (38).

Referencnd ldtka: Litka sposobujica alebo nesposobujiica senzibilizdciu, ktord sa pouziva ako $tandardnd ldtka na
porovnavanie s testovanou latkou. Referencnd ldtka by mala mat tieto vlastnosti: i) konzistentny(-¢) a spolahlivy(-¢)
zdroj(-e); ii) Strukturdlnu a funként podobnost s triedou ldtok, ktoré sa budi testovat; iii) zndme fyzikdlno-chemické
vlastnosti; iv) podporné tdaje o zndmych tcinkoch a v) zndmu potenciu v rozsahu Zelanej odozvy.

Falosny negativny vysledok: Litka je testovanou metédou nespravne identifikovand ako negativna alebo neaktivna, pricom
v skutocnosti je pozitivna alebo aktivna.
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Falosny pozitivny vysledok: Latka je testom nespravne identifikovand ako pozitivna alebo aktivna, pricom v skuto¢nosti je
negativna alebo neaktivna.

Nebezpecnost: Potencidl skodlivého Géinku na zdravie alebo Zivotné prostredie. Skodlivy Gcinok sa prejavuje az pri
dostatocnej hladine expozicie.

Medzilaboratrna reprodukovatelnost: Miera, do akej rozne kvalifikované laboratérid, ktoré pouzivaju rovnaky protokol
a testuji rovnaké testovacie latky, dokdzu dosiahnut kvalitativne a kvantitativne podobné vysledky. Medzilaboratérna
reprodukovatelnost sa urcuje pocas postupov pred validdciou a v rdmci postupov validdcie a znamend mieru, do akej
mozno test ispesne prendsat medzi laboratoriami. Takisto je zndma ako reprodukovatelnost medzi laboratériami (38).

Vniitrolaboratérna reprodukovatelnost: Uréenie miery, do akej kvalifikovani pracovnici v rdmci jedného laboratéria dokdzu
uspesne opakovat vysledky s pouzitim konkrétneho protokolu v roznom case. Takisto je zndma ako reprodukova-
telnost v rdmci laboratdria (38).

Extrémna hodnota: Extrémna hodnota je pozorovanie, ktoré je zna¢ne odlisné od ostatnych hodnot v ndhodnej vzorke
z populdcie.

Zabezpecovanie kvality: Riadiaci proces, v ktorom jednotlivci nezdvisli od 0sob vykondvajticich testy posudzuji sdlad
s laboratérnymi testovacimi normami, poziadavkami a postupmi vedenia zdznamov, ako aj presnost prenosu ddajov.

Spolahlivost: Meria rozsah, v rdmci ktorého sa moze testovacia metdda pocas istého casového obdobia opakovane
vykondvat v ramci laboratérii a medzi nimi navzdjom, pricom sa pouZziva ten isty protokol. Posudzuje sa vypocitanim
vnutrolaboratérnej a medzilaboratérnej reprodukovatelnosti (38).

Senzibilizdcia koZe: Imunologicky proces, ku ktorému dochddza po lokdlnom vystaveni ndchylného jednotlivca chemic-
kému alergénu, ktory vyvoldva koznd imunitni reakciu, ktord moze viest k vytvoreniu kontaktnej senzibilizdcie.

Stimulacny index (SI): Hodnota vypocitand na postdenie potencidlu testovanej latky sposobit senzibilizdciu koze; ide
teda o pomer proliferdcie v pokusnych skupindch a proliferdcie v stibeznych kontrolnych skupindch, ktorym sa podava
nosic.

Testovand ldtka (tiez sa nazyva testovand chemikdlia): Akdkolvek ldtka alebo zmes testovand pomocou tejto testovacej
metddy.

B. 51. SENZIBILIZACIA KOZE: LOKALNA SKUSKA LYMFATICKYCH UZLIN: BRDU-ELISA

UvoD

1. Usmernenia Organizdcie pre hospodérsku spoluprdcu a rozvoj (OECD) na testovanie chemikélif a testovacie metédy
EU sa pravidelne reviduji vzhladom na vedecky pokrok, zmeny regulacnych potrieb a dobré Zivotné podmienky
zvierat. Prvd testovacia metéda (TM) (B.42) na stanovenie senzibilizacie koZe u mysi, tzv. lokdlna skaska lymfatickych
uzlin (LLNA; usmernenie OECD na vykondvanie testov 429) bola zrevidovand (1 a kapitola B.42 v tejto prilohe).
Podrobnosti validdcie LLNA a revizia prac v tejto oblasti boli uverejnené (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). Pri LLNA sa na
meranie proliferdcie lymfocytov pouziva radioizotopicky tymidin alebo jéd, a preto md tdto skiiska obmedzené
pouzitie v tych pripadoch, kde je problematické ziskavanie, pouzitie alebo likviddcia rddioaktivnych ldtok. LLNA:
BrdU-ELISA [enzymové imunoskidska] je nerddioaktivna modifikdcia testovacej metddy LLNA, ktord na meranie
proliferdcie lymfocytov vyuziva 5-brém-2-deoxyuridin (BrdU) (¢islo CAS 59-14-3) v systéme testovania zaloZenom
na ELISA. LLNA: BrdU-ELISA bola validovand a zrevidovand a odportica ju medzindrodny nezdvisly vedecky panel pre
partnerské preskiimanie ako uzitoénd met6édu na identifikdciu chemikalii sposobujicich alebo nespdsobujicich
senzibilizdciu koze s ur¢itymi obmedzeniami (10) (11) (12). Této testovacia metdda je vytvorend na postdenie
potencidlu chemikdlif (litok a zmesi) sposobit senzibilizdciu koZe u zvierat. Metéda opisand v kapitole B.6 tejto
prilohy a usmerneni OECD na vykondvanie testov 406 vyuZiva testy s morcatami, a to maximalizacny test morciat
a Buehlerov test (13). LLNA (kapitola B.42 tejto prilohy; usmernenie OECD na vykondvanie testov 429) a dve
nerddioaktivne modifikdcie LLNA: BrdU-ELISA (kapitola B.51 tejto prilohy; usmernenie OECD na vykondvanie testov
442 B) a LLNA: DA (kapitola B.50 tejto prilohy; usmernenie OECD na vykonévanie testov 442 A) poskytujii vyhodu
v porovnani s testami na morcatdch opisanymi v kapitole B.6 a usmerneni OECD na vykondvanie testov 406 (13), a to
pokial ide o obmedzenie a zdokonalenie vyuzivania zvierat.
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Podobne ako LLNA, LNNA: BrdU-ELISA skiima indukénd fizu senzibilizcie koze a poskytuje kvantitativne ddaje
vhodné na posidenie odozvy na ddvku. Okrem toho schopnost identifikovat litky sposobujice senzibilizaciu
koZe bez potreby pouzivania rddioaktivneho znacenia DNA zniZuje potencidl expozicie rddioaktivite pri praci
a problémy v stvislosti s likviddciou odpadu. To moze ndsledne umoznit zvysené vyuzivanie mysi na identifikdciu
litok sposobujiicich senzibilizdciu koze, o by dalej mohlo zniZif vyuZivanie morciat na testovanie potencidlu
senzibilizdcie koZe (t. j. B.6; usmernenie OECD na vykondvanie testov 406) (13).

VYMEDZENIE POJMOV

3.

Pouzité definicie st uvedené v dodatku 1.

UVODNE UVAHY A OBMEDZENIA

4.

LLNA: BrdU-ELISA je upravend metéda LLNA na identifikdciu potencidlu chemikélii sposobit senzibilizciu koze,
ktord md urcité obmedzenia. Neznamend to nevyhnutne, Ze vo vietkych pripadoch sa méd pouzit LLNA: BrdU-
ELISA namiesto testu LLNA alebo testov s morcatami (t. j. metéda B.6; usmernenie OECD na vykondvanie testov
406) (13), ale skor to, Ze tito skiska je rovnako hodnotnd a moze sa pouzit ako alternativa, v ktorej pozitivne
a negativne vysledky vo vieobecnosti nevyzaduji dalsie potvrdenie. Testovacie laboratérium by malo posidit
vietky dostupné informdcie o testovanej ldtke pred uskuto¢nenim $tddie. Takéto informécie budd obsahovat
identitu a chemickd $truktiru testovanej létky, jej fyzikdlno-chemické vlastnosti, vysledky vsetkych ostatnych in
vitro alebo in vivo testov toxicity s testovanou ldtkou a toxikologické tdaje o $truktiirne pribuznych chemikalidch.
Tieto informdcie treba vziat do tvahy pri urcovani, ¢i LLNA: BrdU-ELISA je pre testovant ldtku vhodnd
[vzhladom na nezlucitelnost obmedzenych druhov chemikélii s LLNA: BrdU-ELISA (pozri odsek 5)] a ako
pomoc pri vybere dévok.

LLNA: BrdU-ELISA je metdda in vivo, a to znamend, Ze pri posudzovani aktivity alergickej kontaktnej senzibilizdcie
sa nevylucuje pouzivanie zvierat. Md vsak potencidl obmedzif pouZzivanie zvierat na tento ucel pri porovnani
s testami na morcatach (B.6; usmernenie OECD na vykondvanie testov 406) (13). Okrem toho LLNA: BrdU-ELISA
pontka zna¢né zjemnenie sposobu, akym sa zvieratd pouZivajii na testy alergickej kontaktnej senzibilizdcie, kedZe
na rozdiel od metddy B.6 a usmernenia OECD na vykondvanie testov 406 LLNA: BrdU-ELISA nevyzaduje, aby sa
vyvolali reakcie dermalnej hypersenzitivity. Okrem toho LLNA: BrdU-ELISA nevyZaduje pouZitie adjuvansu ako
v pripade maximaliza¢ného testu morciat (kapitola B.6 tejto prilohy, 13). Testovacia metéda LLNA: BrdU-ELISA
tak znizuje utrpenie zvierat. Napriek vyhoddm, ktoré LLNA: BrdU-ELISA md v porovnani s metoédou B.6 a usmer-
nenim OECD na vykondvanie testov 406 (13), existuji urCité obmedzenia, pre ktoré mozno bude potrebné
pouzivat B.6 alebo usmerneniec OECD na vykondvanie testov 406 [napr. testovanie urcitych kovov, falosné
pozitivne zistenia s urcitymi koznymi drdzdivymi latkami (ako napriklad niektoré povrchovo aktivne latky) (6)
(1 a kapitola B.42 tejto prilohy) alebo rozpustnost testovanej latky]. Okrem toho chemické triedy alebo latky,
ktoré obsahuju potencidlne zmatocné funkéné skupiny (15), si tiez mdZu vyzadovat pouzitie testov s morcatami
(t. j. B.6; usmernenie OECD na vykondvanie testov 406) (13). Obmedzenia, ktoré boli identifikované pre LLNA (1
a kapitola B.42 tejto prilohy), sa odportcaji aj pre LLNA: BrdU-ELISA (10). Okrem takto identifikovanych
obmedzeni{ by sa LLNA: BrdU-ELISA mala uplatiiovat pri testovani akychkolvek chemikalii okrem pripadu, ked
tieto chemikdlie maji vlastnosti, ktoré by mohli nardsat presnost LLNA: BrdU-ELISA. Okrem toho by sa mala
zvézit moznost hrani¢nych pozitivnych vysledkov v pripade, Ze sa dosiahnu hodnoty stimulacného indexu (SI) od
1,6 do 1,9 (pozri odseky 31 a 32). To je zaloZené na validacnej databdze 43 litok s pouzitim SI > 1,6 (pozri
odsek 6), pre ktoré LLNA: BrdU-ELISA sprdvne identifikovala vsetkych 32 latok sposobujiicich senzibilizdciu
podla LLNA, ale nesprvne identifikovala dve z 11 ldtok nespdsobujicich senzibiliziciu podla LLNA s hodnotami
SI od 1,6 do 1,9 (t. j. hrani¢ny pozitivny vysledok) (10). KedZe sa v3ak na stanovenie hodnot SI a vypocet
predpokladanych vlastnosti testu pouzil rovnaky stibor tidajov, stanovené idaje mozu byt nadhodnotenim skutoc-
nych prediktivnych vlastnosti.

PRINCIP TESTOVACE] METODY

6.

Zékladnym principom, na ktorom sa LLNA: BrdU-ELISA zakladd, je, Ze senzibilizdtory vyvoldvaja proliferdciu
lymfocytov v lymfatickej uzline v drénovanom mieste aplikdcie testovanej ldtky. Tdto proliferdcia je tmernd ddvke
a ucinnosti aplikovaného alergénu a poskytuje jednoduchy prostriedok na ziskanie kvantitativneho merania
senzibilizdcie. Proliferdcia sa meria porovndvanim priemernej prolifercie v kazdej pokusnej skupine s priemernou
proliferdciou v kontrolnej skupine, ktorej sa podéva nosi¢. Urci sa pomer priemernej proliferdcie v kazdej oetrenej
skupine a priemernej proliferdcie v sibeznej kontrolnej skupine s nosi¢om, ktory sa oznacuje ako stimulacny
index (SI), a mal by mat hodnotu > 1,6 pred dalsim pripadnym vyhodnotenim testovanej ldtky ako potencidlncho
senzibilizdtora koze. Uvedené metddy st zaloZené na merani obsahu BrdU na preukdzanie proliferdcie zvyseného
poctu buniek v drénovanych usnych lymfatickych uzlindch. BrdU je podobny tymidinu a je podobne zacleneny do
DNA proliferujiicich buniek. Zaclenenie BrdU sa meria metddou ELISA, ktord vyuziva peroxiddzou oznacend
protildtku 3pecifickti pre BrdU. Peroxiddza po pridani substrdtu reaguje so substritom produkujicim sfarbeny
produkt, ktory sa kvantifikuje pri konkrétnej absorbancii na mikrotitra¢nej platnicke.
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Vyber druhov zvierat

7.

Vybranym druhom pre tento test je mys. Validacné $tidie LLNA: BrdU-ELISA sa vykonavali vylu¢ne s mySami
kmena CBA[JN, ktory sa preto povaZuje za preferovany kmen (10) (12). Pouziji sa mladé dospelé negravidné
samice mysi, ktoré nikdy nevrhli mlddatd. Na zaciatku $tddie by zvieratd mali byt vo veku 8 -12 tyzdnov
a rozdiel medzi hmotnostami zvierat ma byt minimalny a nemd byt vyssi ako 20 % priemernej hmotnosti.
Alternativne sa mozu pouzit iné kmene a samce, ak sa na zdklade ddajov dd uspokojivo dokdzat, Ze neexistuji
vyznamné odlidnosti $pecifické pre kmen afalebo pohlavie v odozve na LLNA: BrdU-ELISA.

Podmienky umiestnenia a kfmenia

8.

Mysi by sa mali umiestnit v skupindch (16) okrem pripadu, ak sa poskytne primerané vedecké odovodnenie ich
umiestnenia jednotlivo. Teplota miestnosti pre pokusné zvieratd by mala byt 22 3 °C. Aj ked by relativna
vlhkost mala byt asponn 30 % a pokial mozno by nemala prevySovat 70 % okrem obdobia pocas Cistenia
miestnosti, ciefom je, aby relativna vlhkost dosahovala 50 % — 60 %. Osvetlenie by malo byt umelé a malo by
sa striedat 12 hodin svetla a 12 hodin tmy. Na kfmenie sa moze pouzivat bezné laboratérne krmivo s neobme-
dzenou dodévkou pitnej vody.

Priprava zvierat

9.

Zvieratd sa vyberd ndhodne a st oznacené tak, aby sa umoznila jednotlivd identifikdcia (ale nie formou usnych
znaciek), a drzia sa v klietkach aspon 5 dni pred zaciatkom poddvania ddvok, aby sa aklimatizovali na laborat6rne
podmienky. Pred zacatim oSetrenia sa vSetky zvieratd vySetria, aby sa zaistilo, Ze nemaji Ziadne vidite[né kozné
poranenia.

Priprava divok

10

. Chemikélie v tuhom skupenstve by sa pred podanim dévky do ucha mysi mali rozpustit alebo suspendovat
v rozpustadlich alebo nosicoch, a ak je to vhodné, rozriedit. Kvapalné chemikdlie mozno poddvat priamo alebo
pred podanim rozriedit. V pripade nerozpustnych chemikdlif, ako napriklad tych, ktoré sa vo vieobecnosti
pouzivaji ako zdravotnicke pomdcky, by sa pred podanim ddvky do ucha mysi mala uskuto¢nit zvySend extrakcia
vo vhodnom rozpustadle, aby sa odhalili vietky extrahovatelné zlozky, ktoré sa budi testovat. Testované ltky sa
pripravuji kazdy den okrem pripadu, ked tdaje o stabilite preukazuji prijatelnost uskladnenia.

Kontrola spolahlivosti

11

12.

13.

. Riadne vykonanie skasky sa dokazuje pomocou pozitivnych kontrolnych chemikélii, ktoré reaguji primeranou
a reprodukovatelnou citlivostou ako senzibilizujice testované latky, pre ktoré je dobre charakterizovand sirka
odozvy. Odportca sa zahrnat sibezni pozitivnu kontrolu, pretoze to dokazuje kompetenciu laboratéria Gspesne
vykonat kazdii skisku a umoziiuje postidenie vnutrolaboratornej a medzilaboratérnej reprodukovatelnosti
a porovnatelnosti. Pozitivnu kontrolu v kazdej $tadii vyzaduja aj niektoré regulacné orgdny, a preto by pouzi-
vatelia mali pred vykonanim LLNA: BrdU-ELISA konzultovat s prislunymi orgdnmi. Rutinné pouzitie sibeznej
pozitivnej kontroly sa podporuje aj preto, aby sa predislo potrebe dalsicho testovania na zvieratdch s cielom splnit
také poziadavky, ktoré by mohli vzniknit z pouzitia periodickej pozitivnej kontroly (pozri odsek 12). Pozitivna
kontrola by mala sposobit pozitivnu odozvu na LLNA: BrdU-ELISA pri Grovni expozicie, pri ktorej sa ocakdva
ndrast stimulaéného indexu (SI) > 1,6 v porovnani s negativnou kontrolnou (NC) skupinou. Davka chemickej latky
na pozitivnu kontrolu by sa mala zvolit tak, aby nesposobila nadmerné podrazdenie koze ani systémovi toxicitu
a aby indukcia bola reprodukovatelnd, ale nie nadmernd (napr. SI> 14 by bol nadmerny). Vhodnymi chemika-
liami na pozitivnu kontrolu st: 25 % 3-fenyl-2-hexylpropanal (Cislo CAS 101-86-0) a 25 % eugenol (¢islo CAS
97-53-0) v aceténe: olivovy olej (4: 1, objemové percentd). Mozu sa vyskytniit okolnosti, ked sa v riadne
zdovodnenych pripadoch mozu pouzit iné pozitivne kontroly, ktoré spliaji uvedené kritérid.

Hoci sa odportca zahrnutie stibeznej pozitivnej kontrolnej skupiny, mozu sa vyskytnit situdcie, ked periodické
testovanie (v intervaloch < 6 mesiacov) s pozitivnou kontrolou moze byt vhodné v pripade tych laboratérii, ktoré
vykondvaji LLNA: BrdU-ELISA pravidelne (t. j. vykondvaji LLNA: BrdU-ELISA v priebehu jedného mesiaca aspon
raz) a ktoré maji zavedend historickd databdzu pozitivnych kontrol, ktord preukazuje schopnost laboratéria
dosahovat reprodukovatelné a presné vysledky v pozitivnych kontroldch. BrdU-ELISA mozno tspesne preukdzat
dosiahnutim konzistentnych pozitivnych vysledkov v pozitivnej kontrole najmenej v 10 nezdvislych testoch
uskuto¢nenych v urcitom primeranom obdobi (t. j. v obdobi kratom ako jeden rok).

Sabeznd pozitivna kontrolnd skupina sa md zahrndt vzdy, ked dojde k procedurdlnej zmene v stvislosti s LLNA:
BrdU-ELISA (napr. k zmene vyskoleného persondlu, zmene materidlov afalebo reagentov pouzivanych pri testo-
vacej metéde, zmene ndstrojov pouzivanych pri testovacej metéde alebo zmene zdroja testovanych zvierat),
a takéto zmeny je potrebné zaznamenat v laboratérnych spravach. Je potrebné zvazit vplyv tychto zmien na
primeranost predtym zriadenej historickej databdzy pri ur¢ovani potreby zriadenia novej historickej databzy na
zaznamendvanie konzistentnosti vysledkov pozitivnej kontroly.
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15.

16.

TE
Po
17

18.

19.

20.

. Vyskumni pracovnici by si mali uvedomit, Ze rozhodnutie vykonat tidiu pozitivnych kontrol na periodickom
zdklade namiesto stibeznych pozitivnych kontrol moze mat ndsledky na primeranost a prijatelnost vysledkov
negativnej Stadie ziskanych bez stbeznej pozitivnej kontroly pocas intervalu medzi kazdou periodickou $tdadiou
pozitivnej kontroly. Ak sa dosiahne napriklad falosny negativny vysledok v periodickej stadii pozitivnej kontroly,
negativne vysledky ziskané s testovanou ldtkou v intervale medzi poslednou prijatelnou periodickou stadiou
pozitivnej kontroly a neprijatelnou periodickou $tadiou pozitivnej kontroly mozno spochybnit. Dosledky tychto
vysledkov treba dokladne zvézit pri urCovani toho, ¢i vykonat siibezné pozitivne kontroly, alebo iba periodické
pozitivne kontroly. Treba tiez zvazit pouZitie mensicho poctu zvierat v sibeznej pozitivnej kontrolnej skupine, ak
je to vedecky odovodnené a ak laboratérium na zéklade konkrétnych laboratérnych historickych tdajov preukdze,
ze mozno pouzif mensi pocet mysi (17).

Aj ked' by sa pozitivna kontrola mala testovat v nosici, o ktorom je zndme, Ze vyvoldva konzistentnd odozvu
(napr. acetén: olivovy olej v pomere 4: 1, objemové percentd), moézu sa vyskytnit urcité regulaéné situdcie,
v ktorych bude potrebné vykonat aj testovanie v nestandardnom nosici (klinicky/chemicky zodpovedajicom
roztoku) (18). Ak sa stibeznd pozitivna kontrola testuje v odlisnom nosici ako testovand litka, potom treba do
testu stibeznej pozitivnej kontroly zahrniit samostatni kontrolnt skupinu, ktorej sa poddva nosic.

V pripadoch hodnotenia testovanych ldtok, ktoré patria do konkrétnej chemickej triedy, alebo rozsahu odoziev
mozu byt uzitocné aj referencné latky, aby sa preukdzalo, Ze testovacia metdda na zistovanie potencidlu tychto
druhov testovanych latok sposobit senzibilizdciu koZe funguje riadne. Vhodné referen¢né litky maji mat tieto
vlastnosti:

— Strukturdlnu a funként podobnost s triedou testovanej latky, ktord je predmetom testovania,
— zndme fyzikdlno-chemické vlastnosti,
— podporné tdaje z LLNA: BrdU-ELISA,

— podporné tdaje z dalsich zvieracich afalebo Tudskych modelov.

STOVACI POSTUP
Cet zvierat a velkost divky

. Na ddvkovt skupinu sa pouzivaji aspofi Styri zvieratd, aspon tri koncentrécie testovanej ldtky a k tomu stibeznd
negativna kontrolnd skupina, ktorej sa poddva iba nosi¢ pre testovani ldtku, a pozitivna kontrolnd skupina
(sibeznd alebo stcasnd, podla laboratérnych pravidiel v sdvisiacich odsekoch 11 —15). Treba zvéZit testovanie
viacerych dévok pozitivnej kontroly, najmd ak sa testuje na preruovanej bdze. So zvieratami v kontrolnych
skupindch by sa malo zaobchddzat rovnakym sposobom ako s pokusnymi zvieratami okrem pripadov, ked sa
oetrovanie testovanou latkou nevykonéva.

Vyber dévky a nosica by mal byt zaloZeny na odportcaniach uvedenych v odkazoch 2 a 19. Nasledné davky sa
zvyCajne vyberaji z vhodnych sérii koncentrdcif, napr. 100 %, 50 %, 25%, 10%, 5%, 2,5%, 1%, 0,5% atd.
Vyber zo sérii koncentrécii je potrebné primerane vedecky zdovodnit. Vietky existujice informécie o toxicite
(napr. akitna toxicita a podrdzdenie koze), ako aj strukturdlne a fyzikdlno-chemické informécie o testovanej ltke,
ktord je predmetom zdujmu (afalebo Strukturdlne pribuznych ldtkach), ak st k dispozicii, by sa mali posadit
vyberom troch po sebe idtcich koncentrécif tak, aby najvyssia koncentrdcia maximalizovala expoziciu, pricom by
sa viak zabrénilo systémovej toxicite afalebo nadmernému lokdlnemu podrdzdeniu koze (19) (20 a kapitola B.4
tejto prilohy). Ak tieto informdcie nie st k dispozicii, mozno bude potrebné vykonat predbezny skriningovy test
(pozri odseky 21 — 24).

Nosi¢ by nemal ovplyviiovat vysledok testu a mal by sa vybrat na zdklade maximdlnej rozpustnosti s cielom
ziskat najvyssiu dosiahnutelnd koncentrdciu, pricom vznikne roztok/suspenzia vhodnd na aplikiciu testovanej
latky. Odporti¢ané nosice si: aceton: olivovy olej (4: 1, objemové percentd), N,N-dimetylformamid, metyletylke-
ton, propylénglykol a dimetylsulfoxid (6), ale mozu sa pouzit aj iné, ak sa uvedie uspokojivé vedecké zdovod-
nenie. V urcitych situdcidch moze byt potrebné pouzit ako dalsiu kontrolu klinicky vhodny roztok alebo
komerény pripravok, v ktorom sa testovand latka preddva. Osobitnti pozornost je potrebné venovat zabezpeceniu
toho, aby sa hydrofilné testované latky zaclenili do systému nosica, ktory zvlhéuje pokozku, a rychlo neunikli,
a to zaclenenim vhodnych rozpustadiel (napr. 1 % Pluronic® L92). Preto je potrebné vyhybat sa pouzitiu Cisto
vodnych nosicov.

Spracovanie lymfatickych uzlin jednotlivych mys$i umoziuje posadit variabilitu medzi zvieratami a Statisticky
porovnat rozdiel medzi meraniami testovanej ldtky a kontrolnej skupiny, ktorej sa poddva nosi¢ (pozri odsek
33). Okrem toho sa zniZenie poctu mysi v pozitivnej kontrolnej skupine moze prehodnotit len po poskytnuti
informdcif o jednotlivych zvieratich (17). Navy3e niektoré regula¢né organy pozadujii zber ddajov o jednotlivych
zvieratich. Pravidelny zber ddajov o jednotlivych zvieratich poskytuje vyhodu, pokial ide o dobré Zivotné
podmienky zvierat, pretoze sa predchddza duplicitnému testovaniu, ktoré by bolo potrebné v pripade, ak by
vysledky testovanej ltky povodne ziskané jednym sposobom (napr. prostrednictvom spojenych tdajov o zviera-
tach) museli neskor posadit regulacné organy podla inych poziadaviek (napr. prostrednictvom tdajov o jedno-
tlivych zvieratich).
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Predbezny skriningovy test

21

22.

.V pripade, ak nie st k dispozicii informdcie na stanovenie najvyssej davky testovanej ldtky (pozri odsek 18), treba
vykonat predbezny skriningovy test s cielom stanovit primerand troven testovanej ddvky na pouzitie v LLNA:
BrdU-ELISA. Ciefom predbezného skriningového testu je poskytnif usmernenie na vyber maximdlnej Grovne
davky na pouzitie v hlavnej $tadii LLNA: BrdU-ELISA v pripade, Ze nie si dostupné informdcie o koncentracii,
ktord sposobuje systémovii toxicitu (pozri odsek 24) afalebo nadmerné lokdlne podrdzdenie koze (pozri odsek
23). Maximdlna Groven testovanej ddvky by mala obsahovat 100 % testovanej litky v pripade kvapalin alebo
maximalnu moznd koncentraciu v pripade tuhych ldtok alebo suspenzif.

Predbezny skriningovy test sa vykondva za podmienok, ktoré st identické s hlavnou $tddiou LLNA: BrdU-ELISA,
s tym rozdielom, Ze sa neposudzuje proliferdcia lymfatickej uzliny a moze sa pouzif mensi pocet zvierat na
davkovt skupinu. Navrhuje sa jedno alebo dve zvieratd na davkovii skupinu. U vietkych mysi sa kazdy den
pozorujt klinické priznaky systémovej toxicity alebo lokdlneho podrdzdenia v mieste aplikdcie. Telesné hmotnosti
zvierat sa zaznamenaji na zaciatku testu a pred usmrtenim (defi 6). Obidve usi mysi sa vySetria, ¢i nemaju
priznaky erytému (scervenania koze), a vyhodnotia sa podla tabulky 1 (20 a kapitola B.4 tejto prilohy). Hriibka
ucha sa meria pomocou meradla hriibky (napr. digitilnym mikrometrom alebo meradlom hriibky Peacock Dial)
v den 1 (pred aplikdciou davky), v den 3 (priblizne 48 hodin po prvej divke) a v deit 6. Okrem toho mozno
hrabku ucha v deft 6 urcit na zdklade merani vazenim vzoriek usi, ktoré by sa malo vykonat po humdnnom
usmrteni zvierat. Nadmerné lokdlne podrazdenie koze indikuje hodnotenie erytému > 3 afalebo zvysenie hribky
ucha o >25% v ktorykolvek den merania (21) (22). Najvyssia ddvka vybrand pre hlavni $tadiu LLNA: BrdU-
ELISA bude najblizsia nizsia ddvka z predbeznych skriningovych sérii koncentrdcii (pozri odsek 18), ktord
nespdsobuje systémovi toxicitu afani nadmerné lokdlne podrazdenie koze.

Tabulka 1

Hodnotenia erytému

Pozorovanie Hodnotenie

Ziadny erytém 0

Velmi slaby erytém (sotva pozorovatelny) 1

Jas

ne ohraniCeny erytém 2

Mierny az silny erytém 3

Vyrazny erytém (tmavocerveny) aZ vytvorenie chrasty zabranujiicej posideniu erytému 4

23

24.

. Okrem 25 % zvysenia hribky ucha (21) (22) sa $tatisticky vyznamné zvySenie hribky ucha v testovanej skupine
mysi v porovnani s kontrolnou skupinou mysi tiez pouzilo na identifikdciu drdzdivych latok v skaske LLNA (22)
(23) (24) (25) (26) (27) (28). Kym Sstatisticky vyznamné zvySenia mozu nastat, aj ked dojde k zvySeniu hribky
ucha mensiemu ako 25 %, nie st viak konkrétne spdjané s nadmernym podrdzdenim koZze (25) (26) (27) (28)
(29).

Nasledujtice klinické pozorovania mozu indikovat systémovi toxicitu (30), ak s sdcastou integrovaného posu-
dzovania, to znamend, Ze mozu indikovat maximélnu dévku na pouzitic v hlavnej LLNA: BrdU-ELISA: zmeny
funkcie nervového systému (napr. piloerekcia, ataxia, triaska a kfce), zmeny sprdvania (napr. agresia, zmena pri
Cisteni, vyraznd zmena stupfia aktivity), zmena dychania (t. j. zmena frekvencie alebo intenzity dychania, ako
napriklad zaddsanie, dychavicnost a Selest) a zmeny spotreby potravy a vody. Okrem toho treba v hodnoteni
zvézit priznaky letargie ajalebo apatie a akékolvek klinické priznaky silnejsej alebo dlhodobejsej bolesti a utrpenia
alebo viac ako 5 % zniZenie telesnej hmotnosti medzi dihiom 1 a 6 a Gmrtnost. Umierajice zvieratd alebo zvieratd,
ktoré maju zjavne silné bolesti alebo vykazuji priznaky silného utrpenia, by sa mali humdnnym sposobom
usmrtit (31).

Harmonogram pokusov v hlavnej $tidii

25

. Harmonogram pokusov v rdmci skasky je takyto:

— Deit 1: Oznacte kazdé zviera a zaznamenajte jeho hmotnost a akékolvek klinické pozorovania. Zacnite
s aplikdciou 25 pl z prislusného zriedenia testovanej litky, samotného nosica alebo pozitivnej kontroly
(sibeznej alebo neddvnej, podla laboratérnych pravidiel s prihliadnutim na odseky 11 —15) na zadnd stranu

kazdého ucha.
— Dni 2 a 3: Zopakujte aplika¢ny postup uskutocneny v den 1.
— Deii 4: Ziadne oSetrenie.

— Deii 5: Intraperitonedlnou injekciou aplikujte 0,5 ml (5 mg/mys) roztoku BrdU (10 mg/ml).
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— Deii 6: Zaznamenajte hmotnost kazdého zvierata a akékolvek klinické priznaky. Priblizne o 24 hodin po
injek¢nej aplikdcii roztoku BrdU sa zvieratd humdnne usmrtia. Drénované usné lymfatické uzliny sa odstrania
z kazdého ucha mysi a jednotlivo sa spracuji vo fosfitom tlmenom fyziologickom roztoku (PBS) pre kazdé
zviera. Udaje a diagramy identifikdcie lymfatickych uzlin a disekcie mozno nédjst v odkaze (17). Pri daliom
monitorovani lokdlnej odozvy koze v hlavnej $tadii mozno do protokolu stadie zahrnit dalsie parametre,
ako napriklad hodnotenie erytému ucha alebo merania hribky ucha (ziskané pomocou meradla hriibky alebo
vazenim vzoriek usi pri pitve).

Priprava bunkovych suspenzii

26

. Jednobunkovd suspenzia buniek lymfatickych uzlin (LNC) odobrand bilaterdlne z kazdej mysi sa pripravuje
jemnym mechanickym pretlacenim cez sitko z nerezovej ocele so Sirkou oka 200 pm alebo inou prijatelnou
technikou na pripravu jednobunkovej suspenzie (napr. pomocou plastového maziara na jedno pouzitie, ktorym sa
lymfatické uzliny rozdrvia a ndsledne prepasirujii cez nylonové sitko #70.) Postup na pripravu suspenzie buniek
lymfatickych uzlin je v tejto skiiske velmi dolezity, a preto by kazdy odbornik mal byt v tomto postupe vopred
vyskoleny. Navyse kedZe lymfatické uzliny zvierat v negativnej kontrole st malé, dolezité je opatrné zaobchd-
dzanie, aby sa predislo umelym t¢inkom na hodnoty SI. V kazdom pripade by sa cielovy objem suspenzie buniek
lymfatickych uzlin mal prisposobit stanovenému optimalizovanému objemu (priblizne 15 ml). Optimalizovany
objem je zaloZeny na dosiahnuti priemernej absorbancie v negativnej kontrolnej skupine v rozmedzi 0,1 -0,2.

Stanovenie proliferdcie buniek (meranie obsahu BrdU v DNA lymfocytov)

27. BrdU sa meria metédou ELISA pomocou komercnej testovacej sipravy (napr. Roche Applied Science, Mannheim,

Nemecko, katalogové &islo 11 647 229 001). V skratke 100 pl suspenzie buniek lymfatickych uzlin sa trikrt
pridd do jamiek mikroplatnicky. Po fixdcii a denaturdcii buniek lymfatickych uzlin sa do kazdej jamky pridd
protilitka BrdU a cakd sa na reakciu. Nésledne sa protilitka BrdU odstrani umytim, pridd sa substrdtovy roztok
a Cakd sa na tvorbu chromogénu. Odmeria sa absorbancia 370 nm s referen¢nou vlnovou dlzkou 492 nm. Vo
vietkych pripadoch by sa testovacie podmienky skusky mali optimalizovat (pozri odsek 26).

POZOROVANIA

Klinické pozorovania

28

. Kazdd mys sa starostlivo vysetri asponn jedenkrat denne na vsetky klinické priznaky, ¢i uz ide o lokdlne podrdz-
denie v mieste aplikdcie, alebo systémovi toxicitu. Vietky pozorovania sa systematicky zaznamendvaji, pricom
kazdd my$ md individudlny zdznam. Pliny na monitorovanie by mali zahffiat kritérid na rychlu identifikdciu tych
mysi, ktoré vykazuja systémovi toxicitu, nadmerné lokdlne podrdzdenie alebo poleptanie koze a ktoré maja byt
humanne usmrtené (31).

Telesné hmotnosti

29

. Ako sa uvddza v odseku 25, hmotnosti jednotlivych zvierat by sa mali odmerat na zaciatku testu a pri napli-
novanom humannom usmrteni zvierat.

VYPOCET VYSLEDKOV

30

31.

32.

. Vysledky v kazdej pokusnej skupine sa vyjadrujii ako priemernd hodnota stimula¢ného indexu (SI). SI sa vypocita
vydelenim priemerného indexu oznacenia BrdU/mys v rdmci kazdej skupiny, ktorej sa poddva testovand latka,
a pozitivnej kontrolnej skupiny priemernym indexom oznacenia BrdU v kontrolnej skupine s rozputstadlom/no-
sicom. Priemernd hodnota SI kontrolnych skupin, ktorym sa poddval nosic, je potom 1.

Index oznacenia BrdU sa definuje ako:
Index oznacenia BrdU = (ABS,,, — ABS prizdny,,,) — (ABS,.s— ABS prazdny,.,
kde: em = emisnd vinova dfzka a ref = referencna vinové dlzka.

V rozhodovacom procese sa za pozitivny vysledok povazuje stimula¢ny index > 1,6 (10). Pri urCovani toho, ¢
hrani¢ny vysledok (napr. hodnota SI v rozmedzi od 1,6 do 1,9) je pozitivny, sa viak moze pouzit aj sila vztahu
medzi dédvkou a odozvou, Statisticky vyznam a konzistentnost rozpustadla/nosica a odoziev pozitivnej kontroly

() (6) (32).

Pri hrani¢nom vysledku SI od 1,6 do 1,9 mézu pouzivatelia na potvrdenie toho, ze také vysledky st pozitivne,
zvéazit dopliujice informdcie, ako napriklad vztah medzi ddvkou a odozvou, dokazy systémovej toxicity alebo
nadmerného podrdzdenia a v pripade potreby $tatisticky vyznam spolu s hodnotami SI (10). Pozornost by sa mala
venoval aj roznym vlastnostiam testovanej ldtky vratane toho, ¢ md Strukturdlny vztah k ldtkam, ktoré st
zndmymi senzibilizdtormi, ¢i sposobuje nadmerné podrdzdenie koZe, a vratane charakteru pozorovanej odozvy
na davku. Tieto a ostatné hladiskd sa podrobne rozoberaji inde (4).
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33

. Zber tdajov na trovni jednotlivych mysi umozni vykonat Statistickti analyzu pritomnosti a trovne vztahu medzi
davkou a odozvou v ddajoch. Kazdé $tatistické postdenie by mohlo zahffiat hodnotenie vztahu medzi divkou
a odozvou, ako aj vhodne upravené porovndvania testovanych skupin (napr. porovndvania v pdroch skupiny,
ktorej sa podéva ddvka, a stibeznej kontrolnej skupiny s rozpastadlom/nosi¢om). Statistické analyzy mézu zahfiat
napr. linedrnu regresiu alebo Williamsov test na postdenie trendov vo vztahu medzi ddvkou a odozvou
a Dunnettov test na porovndvanie v paroch. Pri vybere vhodnej metddy Statistickej analyzy by si vyskumny
pracovnik mal uvedomovat mozné nerovnosti rozdielov a dalsie stvisiace problémy, ktoré si mozu vyzadovat
premenu Udajov alebo Statistickd analyzu zaloZend na inych ako parametrickych ddajoch. Vyskumny pracovnik
bude mozno v kazdom pripade musief vykonat vypocty SI a Statistické analyzy s urcitymi détovymi bodmi a bez
nich (niekedy sa tieto tdaje nazyvaji ,extrémne hodnoty’).

UDAJE A PODAVANIE SPRAV

Udaje

34. Udaje by sa mali zhrnit vo forme tabulky, v ktorej sa uvédzaji hodnoty indexu oznacenia BrdU jednotlivych

zvierat, priemerny skupinovy index oznacenia BrdU|zviera, stvisiaci rozsah chyby (napr. SD, SEM) a strednd
hodnota SI pre kazda skupinu s ddvkou v porovnani so sibeznou kontrolnou skupinou s rozpuistadlom/nosicom.

Spriva o teste

35.

Spréva o teste by mala obsahovat tieto informécie:

Testované a kontrolné chemické latky:

— identifikacné tudaje (napr. ¢isla CAS, ¢isla EC, ak st k dispozicii, zdroj, ¢istota, zndme necistoty, Cislo Sarze),
— fyzikdlny charakter a fyzikdlno-chemické vlastnosti (napr. prchavost, stabilita, rozpustnost),

— v pripade zmesi zloZenie a relativny percentudlny podiel zloZiek.

Rozpustadlo/nosic:
— identifikacné udaje (Cistota, v pripade potreby koncentracia, pouzity objem),

— zdovodnenie volby nosica.

Testovacie zvieratd:

— pouzity kmen mysi CBA,

— mikrobiologicky stav zvierat, ak je zndmy,
— pocet a vek zvierat,

— zdroj zvierat, podmienky umiestnenia, krmivo atd.

Podmienky testu:

— zdroj, ¢&islo Sarze a kontrolné ddaje vyrobcu o kvalite/presnosti (citlivost a $pecifickost protildtky a limit
detekcie) pre stipravu ELISA,

— informdcie o priprave a aplikdcii testovanej latky,

— zdovodnenie vyberu ddvky (vratane vysledkov z predbezného skriningového testu, ak sa uskutocnil),
— pouzité koncentracie nosica a testovanej litky a celkové mnozstvo aplikovanej testovanej latky,

— udaje o kvalite krmiva a vody (vritane druhu/zdroja krmiva, zdroja vody),

— podrobny opis harmonogramu podavania ddvok a odberu vzoriek,

— metédy merania toxicity,
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— kritérid na hodnotenie $tadii ako pozitivnych alebo negativnych,

— informdcie o akychkolvek odchylkach od protokolu a vysvetlenie, ako odchylky ovplyviiuji névrh a vysledky
studie.

Kontrola spolahlivosti:

— stthrn vysledkov poslednej kontroly spolahlivosti vratane informdcif o testovanej latke, koncentrécii a pouZitom
nosici,

— stbezné afalebo historické kontrolné tidaje o pozitivnej a stibeznej negativnej kontrole (s rozpustadlom/no-
sicom) pre testovacie laborat6rium,

— ak nebola zahrnutd sibeznd pozitivna kontrola, ddtum a laboratérna spréva o najaktudlnejSej periodickej
pozitivnej kontrole a sprava s historickymi tdajmi o pozitivnej kontrole, ktorymi laboratérium zdovodiiuje
nevykonanie sibeznej pozitivnej kontroly.

Vysledky:

— hmotnosti jednotlivich mysi na zaciatku poddvania dévky a pri napldnovanom huménnom usmrteni, ako aj
priemerny a stvisiaci rozsah chyby (napr. SD a SEM) pre kazda pokusni skupinu,

— Casovy priebeh ndstupu priznakov toxicity u kazdého zvierata vrdtane podrdzdenia koze v mieste podania
latky, ak sa vyskytn,

— tabulka indexov oznacenia BrdU u jednotlivych mysi a hodnoty SI v kazdej pokusnej skupine,

— priemerny a stvisiaci rozsah chyby (napr. SD, SEM) v stvislosti s indexom oznacenia BrdU/my$ v kazdej
pokusnej skupine a vysledky analyzy extrémnej hodnoty v kazdej pokusnej skupine,

— vypocet SI a vhodné opatrenie variability, ktoré berie do dvahy variabilitu medzi zvieratami v skupindch,
ktorym sa poddva testovand ldtka, a v kontrolnych skupindch,

— vztah medzi ddvkou a odozvou,

— v pripade potreby Statistické analyzy.

Rozbor vysledkov:

— struény komentdr v stvislosti s vysledkami, analyza odozvy na ddvku, Statistické analyzy, ak existujd,
s uvedenim zdveru, ¢i by sa testovand litka mala povazovat za latku sposobujicu senzibilizdciu koZe.
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DODATOK 1
VYMEDZENIE POJMOV

Presnost: Miera zhody vysledkov testovacej metddy s akceptovanymi referen¢nymi hodnotami. Ide o opatrenie vykon-
nosti testovacej metddy a jeden z aspektov relevantnosti. Tento pojem sa Casto pouziva ako synonymum s pojmom
,zhoda' a oznacuje podiel spravnych vysledkov testovacej metddy (33).

Referencnd ldtka: Latka sposobujica alebo nesposobujiica senzibilizaciu, ktord sa pouziva ako Standardnd litka na
porovndvanie s testovanou litkou. Referencnd ldtka by mala mat tieto vlastnosti: i) konzistentny(-¢) a spolahlivy(-¢)
zdroj(-e); ii) Strukturdlnu a funkénd podobnost s triedou latok, ktoré sa budi testovat; i) zndme fyzikdlno-chemické
vlastnosti; iv) podporné tdaje o zndmych t¢inkoch a v) zndmu potenciu v rozsahu Zelanej odozvy.

Falosny negativny vysledok: Testovand ldtka je testovanou metédou nesprévne identifikovand ako negativna alebo
neaktivna, pricom v skutonosti je pozitivna alebo aktivna (33).

Falosny pozitivny vysledok: Testovand ldtka je testom nesprdvne identifikovand ako pozitivna alebo aktivna, pricom
v skutocnosti je negativna alebo neaktivna (33).

Nebezpecnost: Potencial skodlivého G¢inku na zdravie alebo Zivotné prostredie. Skodlivy Gcinok sa prejavuje az pri
dostato¢nej hladine expozicie.

Medzilaboratérna reprodukovatelnost: Miera, do akej rozne kvalifikované laboratérid, ktoré pouzivaju rovnaky protokol
a testuji rovnaké testovacie latky, dokdzu dosiahnut kvalitativne a kvantitativne podobné vysledky. Medzilaboratérna
reprodukovatelnost sa urcuje pocas postupov pred validdciou a v rdmci postupov validécie a znamend mieru, do akej
mozZno test Uspesne prendsat medzi laboratériami. Takisto je zndma ako reprodukovatelnost medzi laboratériami (33).
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Vniitrolaboratérna reprodukovatelnost: Uréenie miery, do akej kvalifikovani pracovnici v rdmci jedného laboratéria dokdzu
uspesne opakovat vysledky s pouzitim konkrétneho protokolu v réznom case. Takisto je zndma ako reprodukova-
telnost v rdmci laboratdria (33).

Extrémna hodnota: Extrémna hodnota je pozorovanie, ktoré je znacne odlisné od ostatnych hodnot v ndhodnej vzorke
z populdcie.

Zabezpecovanie kvality: Riadiaci proces, v ktorom jednotlivci nezavisli od osob vykondvajicich testy posudzuji sdlad
s laboratérnymi testovacimi normami, poziadavkami a postupmi vedenia zdznamov, ako aj presnost prenosu tdajov.

Spolahlivost: Meria rozsah, v rdmci ktorého sa moze testovacia metdda pocas istého casového obdobia opakovane
vykondvat v rdmci laboratérii a medzi nimi navzdjom, pricom sa pouziva ten isty protokol. Posudzuje sa vypocitanim
vnutrolaboratérnej a medzilaboratérnej reprodukovatelnosti (33).

Senzibilizdcia koZe: Imunologicky proces, ku ktorému dochddza po lokdlnom vystaveni ndchylného jednotlivca chemic-
kému alergénu, ktory vyvoldva kozni imunitnd odozvu, ktord moze viest k vzniku kontaktnej senzibilizacie.

Stimulacny index (SI): Hodnota vypocitand na postdenie potencidlu testovanej latky sposobit senzibilizdciu koze; ide
teda o pomer proliferdcie v pokusnych skupindch a proliferdcie v stibeznych kontrolnych skupindch, ktorym sa podava
nosic.

Testovand ldtka (tieZ sa nazyva testovand chemikdlia): Akdkolvek litka alebo zmes testovand pomocou tejto testovacej
met6dy.”




	Nariadenie Komisie (EÚ) č. 640/2012 zo 6. júla 2012, ktorým sa na účely prispôsobenia technickému pokroku mení a dopĺňa nariadenie Európskeho parlamentu a Rady (ES) č. 440/2008, ktorým sa ustanovujú testovacie metódy podľa nariadenia Európskeho parlamentu a Rady (ES) č. 1907/2006 o registrácii, hodnotení, autorizácii a obmedzovaní chemických látok (REACH) (Text s významom pre EHP)

