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(Icke-lagstiftningsakter)

FORORDNINGAR

KOMMISSIONENS FORORDNING (EU) nr 640/2012
av den 6 juli 2012

om indring, for anpassning till den tekniska utvecklingen, av férordning (EG) nr 440/2008 om
testmetoder enligt Europaparlamentets och ridets forordning (EG) nr 1907/2006 om registrering,
utvirdering, godkinnande och begrinsning av kemikalier (Reach)

(Text av betydelse for EES)

EUROPEISKA KOMMISSIONEN HAR ANTAGIT DENNA
FORORDNING

med beaktande av fordraget om Europeiska unionens funktions-
sdtt,

med beaktande av Europaparlamentets och radets forordning
nr 1907/2006 av den 18 december 2006 om registrering, ut-
vardering, godkdnnande och begrinsning av kemikalier (Reach),
inrdttande av en europeisk kemikaliemyndighet, dndring av di-
rektiv 1999/45/EG och upphivande av rddets férordning (EEG)
nr 793/93 och kommissionens forordning (EG) nr 1488/94
samt rddets direktiv 76/769/EEG och kommissionens direktiv
91/155(EEG, 93/67/EEG, 93/105/EG och 2000/21/EG (1), sir-
skilt artikel 13.3, och

av foljande skal:

(1) I kommissionens forordning (EG) nr 440/2008 () fast-
stalls testmetoder som ska anvindas for tillimpning av
forordning (EG) nr 1907/2006 nir det giller bestimning
av amnens fysikalisk-kemiska egenskaper, toxicitet och
ekotoxicitet.

(2) Det dr nodviandigt att uppdatera forordning (EG)
nr 440/2008 for att med prioritet infoéra nya och upp-
daterade testmetoder som nyligen har antagits av OECD,
i syfte att minska anvindningen av djur for forsoksinda-
mal, i enlighet med Europaparlamentets och radets direk-

() EUT L 396, 30.12.2006, s. 1.
() EUT L 142, 31.5.2008, s. 1.

tiv 2010/63/EU av den 22 september 2010 om skydd av
djur som anvinds for vetenskapliga dndamal (}) och ra-
dets direktiv 86/609/EEG av den 24 november 1986 om
tillndrmning av medlemsstaternas lagar och andra forfatt-
ningar om skydd av djur som anvinds for forsok och
andra vetenskapliga dndamal (*). Samrad har forts med
berorda parter om detta utkast.

(3)  Forordning (EG) nr 440/2008 bor darfor dndras i enlig-
het med detta.

4)  De datgirder som foreskrivs i denna forordning dr for-
enliga med yttrandet frdn den kommitté som inréttats
genom artikel 133 i forordning (EG) nr 1907/2006.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Bilagan till forordning (EG) nr 440/2008 ska dndras i enlighet
med bilagan till den hir forordningen.

Artikel 2

Denna forordning trader i kraft den tredje dagen efter det att
den har offentliggjorts i Europeiska unionens officiella tidning.

() EUT L 276, 20.10.2010, s. 33.
(4 EGT L 358, 18.12.1986, s. 1.
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Denna forordning ar till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfardad i Bryssel den 6 juli 2012.

Pd kommissionens vagnar
José MANUEL BARROSO
Ordforande
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BILAGA

Bilagan till forordning (EG) nr 440/2008 ska dndras pd foljande sitt:

1. Kapitel B.42 ska ersittas med foljande:

”"B.42. HUDSENSIBILISERING: LLNA-METODEN (LOCAL LYMPH NODE ASSAY)

INLEDNING

1.

OECD:s riktlinjer for testning av kemikalier (OECD Guidelines for the Testing of Chemicals) och EU:s testmetoder
baserade pd dem ses regelbundet 6ver med hinsyn till den vetenskapliga utvecklingen, nya lagstiftningsbehov och
djurens vilbefinnande. Den ursprungliga testmetoden for bestimning av hudsensibilisering hos moss, LLNA-
metoden (OECD:s testriktlinje 429, kapitel B.42 i denna bilaga), har antagits tidigare (1). Ndrmare uppgifter
om valideringen av LLNA-metoden och en granskning av arbetet i samband med denna har offentliggjorts (2)
(3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11). Den uppdaterade LLNA-metoden grundar sig pa utvirderingen av experimen-
tella och vetenskapliga uppgifter (12). Detta dr den andra testmetoden som tas fram for beddmning av kemikaliers
(dmnens och blandningars) potential att framkalla hudsensibilisering hos djur. Den gamla testmetoden (dvs.
OECD:s testriktlinje 406, kapitel B.6 i denna bilaga) omfattar test pd marsvin, sirskilt maximeringstest pd marsvin
och Buehler-test (13). Jamfort med B.6 och OECD:s testriktlinje 406 (13) har LLNA fordelar nar det géller djurens
vilbefinnande. Den uppdaterade LLNA-testmetoden omfattar en uppsittning prestandastandarder (tilligg 1) som
kan anvindas for att utvirdera valideringsstatus for nya och/eller modifierade testmetoder som ar funktionellt och
mekaniskt likartade med LLNA, enligt principerna i OECD:s riktlinjedokument nr 34 (14).

LLNA anvinds for att undersoka hudsensibiliseringens induktionsfas, vilket ger tillgdng till kvantitativa data som
dr lampliga for dos-responsbedomning. Hér bor noteras att de damnen som har milda till moderata sensibilise-
ringsegenskaper och som anses vara limpliga som positivt kontrollimne for testmetoder med marsvin (dvs. B.6,
OECD:s testriktlinje 406) (13), dven ar lampliga for LLNA-metoden (6) (8) (15). Inom denna testmetod beskrivs
ocksd en variant som kallas reducerat LLNA-test (rLLNA), med upp till 40 procent firre djur (16) (17) (18). Denna
variant kan anvindas nir det finns lagstiftade krav pa att bekrifta negativ forutsigelse for hudsensibiliserande
potential, forutsatt att alla andra LLNA-protokollspecifikationer foljs enligt beskrivningen av denna testmetod.
Forutsdgelsen av negativt resultat ska bygga pa tillginglig information enligt beskrivningen i punkt 4. For till-
ldampning av rLLNA krévs klara motiveringar och vetenskapliga beligg. Om det mot formodan uppstar positiva
eller tvetydiga resultat med rLLNA kan det kravas ytterligare testning for att tolka eller fortydliga resultaten.
Varianten rLLNA bor inte anvandas for faroidentifiering av hudsensibiliserande testimnen i fall dir dos-respons-
information behdvs, t.ex. vid underklassificering for forordning (EG) nr 1272/2008 om klassificering, markning
och forpackning av dmnen och blandningar och Foérenta nationernas globalt harmoniserade system for klas-
sificering och markning av kemikalier.

DEFINITIONER

3.

Definitioner av begreppen finns i tilligg 2.

INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH BEGRANSNINGAR

4.

LLNA dr en alternativ metod for identifiering av hudsensibiliserande kemikalier. Detta betyder dock inte nédvan-
digtvis att LLNA alltid ska anvindas i stdllet for test pd marsvin (dvs. B.6; OECD:s testriktlinje 406) (13), utan att
LLNA-metoden ir likvirdig och kan anvindas som ett alternativ i fall ddr positiva och negativa resultat i regel inte
krdver nagon ytterligare bekriftelse. Testningslaboratoriet bor analysera all tillganglig information om testimnet
innan sjilva testningen genomférs. Denna information omfattar dmnets identitet och kemiska struktur, fysikalisk-
kemiska egenskaper, resultaten frin andra eventuella in vitro- eller in vivo-test avseende toxicitet samt toxikologiska
data om strukturellt nirbeslaktade kemikalier. Med st6d av denna information bor man Gverviga om LLNA-
metoden dr limplig for dmnet (med tanke pd att metoden inte kan anvindas for vissa typer av kemikalier, se
punkt 5) och anvinda informationen som hjilp vid valet av dos.

LLNA d&r en in vivo-metod, och av detta foljer att man maste anvanda djur for att bedoma sensibilisering genom
allergisk kontakt. Metoden ger dock méjligheter att minska antalet djur. Dessutom ger LLNA mojlighet till battre
behandling av djuren (mindre smirta och lidande) vid test avseende sensibilisering genom allergisk kontakt. LLNA
baserar sig pd observationer av immunologiska hindelser som stimuleras av kemikalier under sensibiliseringens
induktionsfas. Till skillnad frén test pd marsvin (dvs. B.6; OECD:s testriktlinje 406) (13) krdaver LLNA inte fram-
kallning av provokationsinducerade dermala hypersensitivitetsreaktioner. Dessutom behéver adjuvant inte anvin-
das, vilket ar fallet vid maximeringstest pd marsvin (13). LLNA &r dérfor en mindre pldgsam metod for djuren.
Trots LLNA-metodens fordelar jamfért med B.6 och OECD:s testriktlinje 406 bor man vara medveten om att
LLNA har vissa begransningar. Det kan darfor i vissa fall vara nodvindigt att anvinda B.6 eller OECD:s testriktlinje
406 (13) (t.ex. falska negativa fynd med LLNA for vissa metaller eller falska positiva fynd for vissa hudirriterande
amnen [sdsom vissa ytaktiva kemikalier] (19) (20) eller testimnets 16slighet). Darutéver galler att kemiska klasser
eller amnen vars funktionella grupper har pavisats agera som potentiella storfaktorer (21) kan gora det nodvindigt
att anvinda test pd marsvin (dvs. B.6; OECD:s testriktlinje 406) (13). P4 grund av den begrinsade validerings-
databasen, som primart bestod av vixtskyddsmedelsformuleringar, dr det mer sannolikt att LLNA i jimf6relse med
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test pd marsvin ger positivt resultat for dessa typer av testimnen (22). Vid testning av formuleringar kan man
dock 6verviga att dven anvinda liknande dmnen med kidnda resultat som referensimnen for att pavisa att LLNA-
metoden fungerar tillfredsstdllande (se punkt 16). Nir dessa identifierade begransningar riknas bort bor LLNA g
att anvinda for testning av alla dmnen, utom om ett dmne forknippas med egenskaper som kan paverka LLNA-
metodens exakthet.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

6.

LLNA bygger pd principen om att sensibiliserande dmnen inducerar en primér proliferation av lymfocyter i de
lymfnoder som drinerar det omrade ddr testimnet appliceras. Denna proliferation stir i proportion till den
applicerade dosen och det allergiframkallande dmnets styrka, och idr ett enkelt sitt att fi en kvantitativ métning
av sensibiliseringen. Proliferationen mits genom att jimféra medelproliferationen i varje testgrupp med medel-
proliferationen i den vehikelbehandlade kontrollgruppen. Forhallandet mellan medelproliferationen i respektive
behandlingsgrupp och den parallella vehikelkontrollgruppen, kallat stimulationsindex (SI), bestims och detta bor
vara > 3 for att det ska vara motiverat att klassificera testimnet som potentiellt hudsensibiliserande dmne. De
forfaranden som beskrivs hdr grundar sig pa radioaktiv mirkning in vivo for mitning av ett okat antal pro-
lifererande celler i de aurikuldra drinerande lymfnoderna. Det gér dock ocksd att anvdnda andra slutpunkter for
bedomning av antalet prolifererande celler, forutsatt att kraven enligt prestandastandarderna uppfylls till fullo

(tillagg 1).

TESTBESKRIVNING

Val av djurart

7.

For detta test anvands mus. I testet anvdnds unga vuxna mushonor av stammen CBA/Cirka eller CBA[J som inte
har fatt ungar och som inte adr driktiga. Nar forsoket inleds bor djuren vara 8-12 veckor gamla. Djurens
viktvariation bér vara minimal och far inte verskrida 20 % av medelvikten. Ovriga stammar eller hanar kan
anvindas som alternativ forutsatt att det finns tillrdckliga data som stod for att det inte forekommer négra
betydande stam- eller konsberoende skillnader i LLNA-respons.

Inhysnings- och utfodringsforhillanden

8.

Mossen ska inhysas i grupper (23), utom om det finns tillborlig vetenskaplig motivering for individuell inhysning.
Temperaturen i testdjurens utrymmen bor vara 22 * 3 °C. Den relativa fuktigheten bor vara minst 30 % och ska
helst inte Gverstiga 70 %, utom ndr rummet rengérs. Médlvirdet bor dock vara 50-60 %. Belysningen bor vara
artificiell med omvéxlande 12 timmar ljus och 12 timmar morker. For utfodringen kan konventionellt laborato-
riefoder anvindas och djuren bor ha obegrinsad tillgdng till dricksvatten.

Forberedelse av djuren

9.

Djuren viljs ut slumpmassigt och forses med markning s att de kan identifieras individuellt (6ronmarkning far
dock inte anvindas). Direfter far djuren acklimatisera sig till laboratoriets betingelser i sina burar i minst fem
dagar fore doseringsstart. Innan behandlingen inleds undersoks alla djur for att sikerstdlla att de inte har synliga
hudskador.

Beredning av doseringslosningar

10. Kemikalier i fast form ska upplosas eller suspenderas i 16sningsmedel/vehikel och vid behov spidas ut fore

appliceringen pd mossens oron. Kemikalier i vitskeform kan appliceras i ren eller utspadd form. Olosliga kemi-
kalier, av den typ som ofta anvinds i medicintekniska produkter, ska extraheras kraftigt i lampligt 16sningsmedel
s att alla extraherbara bestdndsdelar for testning fas ut fore appliceringen pd mossens oron. Testlosningarna ska
beredas dagligen utom om stabilitetsdata visar att lagring kan accepteras.

Tillforlitlighetskontroll

11. Positiva kontrollkemikalier anvinds for att pavisa att testsystemet har tillrdcklig och reproducerbar kinslighet for

ett sensibiliserande testimne och att responsen har vilkarakteriserad styrka. Anvindning av en parallell positiv
kontroll rekommenderas eftersom den pavisar laboratoriets kompetens att genomfora testningar pé ett framgéngs-
rikt sdtt och ger mojlighet att bedoma reproducerbarhet och jamforbarhet inom laboratoriet och mellan labora-
torier. Aven vissa tillsynsmyndigheter kriver att positiv kontroll anvinds for varje testning och dirfér uppmuntras
anvindarna att tillfriga relevanta myndigheter innan testning med LLNA-metoden genomfors. Likasd uppmuntras
rutinanvindning av parallell positiv kontroll for att undvika tillaggstestning pa djur i fall dir myndigheterna inte
godkidnner periodiska positiva kontroller (se punkt 12). Den positiva kontrollen bor ge en positiv LLNA-respons
pa den exponeringsnivd som forvintas ge en Okning av stimulationsindex (SI) storre 4n 3 jimfort med den
negativa kontrollgruppen. Den positiva kontrollkemikaliens dos ska viljas s& att den inte orsakar sirskilt kraftig
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12.

13.

14.

15.

16.

17

hudirritation eller systemisk toxicitet och att induktionen ar reproducerbar men inte for kraftig (dvs. SI > 20 4r ett
for hogt virde). Rekommenderade dmnen 4r 25-procentig hexylkanelaldehyd (CAS nr 101-86-0) i aceton-oliv-
oljeblandning i forhéllandet 4:1 (volym/volym) och 5-procentig merkaptobensotiazol (CAS nr 149-30-4) i N,N-
dimetylformamid (se tillagg 1, tabell 1). I vissa fall kan dven andra positiva kontrollkemikalier som uppfyller ovan
angivna kriterier anvindas, forutsatt att tillborlig motivering ges.

Trots att parallell positiv kontrollgrupp rekommenderas kan det finnas betingelser dir det r tillrdckligt med
periodisk testning (dvs. minst var sjitte ménad) av den positiva kontrollen — detta giller laboratorier som
regelbundet genomf6r LLNA (dvs. minst en gdng i manaden) och har en etablerad historisk databas 6ver positiva
kontroller som pavisar laboratoriets formaga att fa reproducerbara och exakta resultat fran dem. Tillracklig kvalitet
hos LLNA kan framgangsrikt pavisas genom enhetliga positiva resultat med den positiva kontrollen vid minst tio
oberoende testningar som genomfors inom en skalig tidsperiod (kortare dn ett ar).

Parallell positiv kontrollgrupp ska alltid anvindas vid dndringar rorande testningsforfarandet (t.ex. ny personal, nya
material och/eller reagenser, annorlunda utrustning, byte av testdjurens ursprung), och sidana indringar bor
dokumenteras i laboratorierapporter. Man bor overviga om dessa dndringar paverkar den tidigare etablerade
historiska databasens lamplighet, for att kunna avgora om det behdvs en ny historisk databas for dokumentering
av den positiva kontrollens resultatenhetlighet.

Man bor vara medveten om att beslut om att testa positiva kontroller med vissa intervaller i stillet for parallellt
har aterverkningar pa limpligheten och godtagbarheten hos negativa undersokningsresultat som fas utan parallell
positiv kontroll under den tid som loper mellan de periodiska testningarna av positiv kontroll. Om t.ex. falska
negativa resultat fis vid ett periodiskt test av positiv kontroll, mdste man kanske ifragasatta resultat som erhdllits
mellan det sista godtagbara periodiska testet med positiv kontroll och ett icke-godtagbart periodiskt test med
positiv kontroll. Foljderna av dessa utfall bor 6vervigas noggrant nir man avgér huruvida parallella positiva
kontroller ska anvindas eller om de positiva kontrollerna enbart ska vara periodiska. Likasd bor man Gverviga att
anvinda farre djur i den parallella positiva kontrollgruppen ndr detta r vetenskapligt motiverat och laboratoriet
med stod av laboratoriespecifika historiska data kan pavisa att detta dr gangbart (12).

Aven om det positiva kontrollimnet bor testas i en vehikel som veterligen framkallar enhetlig respons (t.ex.
aceton-olivoljeblandning i forhéllandet 4:1 [volym/volym]), kan det forekomma vissa foreskriftsreglerade situatio-
ner dir det dven krdvs testning i en icke-standardmissig vehikel (kliniskt och kemiskt relevant formulering) (24).
Om det parallella positiva kontrollimnet testas i en annan vehikel 4n den som anvinds for testimnet, bor en
separat vehikelkontrollgrupp anvindas for den parallella positiva kontrollen.

[ fall ddr utvirdering gors av testimnen av en viss kemisk klass eller med en viss responsskala kan det ocksa vara
virdefullt med referensimnen for att pavisa att testmetoden fungerar tillfredsstillande for bestimning av hudsensi-
biliseringspotentialen hos dessa typer av testimnen. Ett lampligt referensimne ska ha foljande egenskaper:

— Strukturell och funktionell likhet med den dmnesklass som testas.
— Kinda fysikalisk-kemiska egenskaper.
— Stddjande data frin LLNA.

— Stodjande data frén andra djurmodeller och/eller frin manniskor.

TESTFORFARANDE

Antalet djur och dosnivier

. Det ska finnas minst fyra djur per dosgrupp och minst tre koncentrationer av testimnet. Det ska ocksé finnas en
parallell negativ kontrollgrupp som endast behandlas med samma vehikel som anvinds for testimnet och en
positiv kontroll (parallell eller nyligen gjord periodisk kontroll, i enlighet med laboratoriets principer rorande
punkterna 11-14). Man bor 6verviga flera doser av det positiva kontrollimnet, srskilt nir den positiva kont-
rollen testas periodiskt. Med undantag for behandling med testimnet bor djuren i kontrollgrupperna hanteras pa
exakt samma sitt som djuren i dosgrupperna.
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18

19.

20.

. Doserna och vehikeln bér viljas pa grundval av rekommendationerna i hanvisningarna (3) och (5). Doserna viljs i
regel enligt en limplig koncentrationsserie sisom 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5%, 2,5 %, 1 %, 0,5 % osv. Valet av
koncentrationsserie ska ges tillborlig vetenskaplig motivering. All existerande tillgidnglig och relevant toxikologisk
information (t.ex. akut toxicitet och hudirritation) samt strukturell och fysikalisk-kemisk information om tes-
tamnet (och/eller strukturellt besliktade dmnen) bor beaktas nir man viljer de tre pd varandra foljande kon-
centrationerna sd att den hdgsta koncentrationen ger maximal exponering samtidigt som systemisk toxicitet och
sarskilt kraftig lokal hudirritation undviks (3) (25). Om sddan information inte finns kan det vara nédvandigt med
ett prelimindrt screeningtest (se punkterna 21-24).

Vehikeln far inte stora eller snedvrida testresultaten och ska viljas med tanke pé storsta mojliga 16slighet och
dirmed hogsta mojliga koncentration samtidigt som losningen/suspensionen ska vara limplig for applicering av
testimnet. Som vehikel rekommenderas aceton-olivoljeblandning (4:1 volym/volym), N,N-dimetylformamid, me-
tyletylketon, propylenglykol och dimetylsulfoxid (19) men 4ven andra vehiklar kan anvindas forutsatt att till-
ricklig vetenskaplig motivering kan ges. I vissa situationer kan det vara nodvindigt att som extra kontroll anvinda
ett kliniskt relevant losningsmedel eller en kommersiellt tillganglig blandning dér testimnet ingdr. Sarskild vikt bor
fastas vid att se till att hydrofila testimnen inkorporeras i ett vehikelsystem som viter huden och som inte
omedelbart rinner bort, genom att anvinda limpliga solubiliserande dmnen (t.ex. 1-procentig Pluronic® L92). Det
betyder att helt vattenbaserade vehiklar bor undvikas.

Genom analys av lymfnoder frin individuella méss kan man bestimma variationer djuren emellan och gora en
statistisk jamforelse av skillnaden mellan miétningar for testimnet och mitningarna i vehikelkontrollgruppen (se
punkt 35). Mojligheten att minska antalet moss i den positiva kontrollgruppen finns endast ndr data samlas in
individuellt per djur (12). Vidare galler att vissa tillsynsmyndigheter kraver att data insamlas individuellt. Vissa
tillsynsmyndigheter kan godkidnna poolade djurdata och d kan man vilja mellan att samla in djurdata individuellt
eller poolat.

Preliminirt screeningtest

21

22.

. Om det inte finns information som grund for att bestimma hogsta testdosen (se punkt 18) bor man gora ett

prelimindrt screeningtest for att definiera den limpliga dosnivdn for LLNA. Syftet med det preliminira screen-
ingtestet dr att fd vigledning for valet av hogsta dosnivé i huvudunderskningen, i fall dir information saknas om
vilken koncentration som inducerar systemisk toxicitet (se punkt 24) och/eller sarskilt kraftig lokal hudirritation
(se punkt 23). Den hogsta dosnivd som testas ska vara 100 % testimne for vitskor eller hogsta mojliga kon-
centration for fasta dmnen eller suspensioner.

Det preliminéra screeningtestet genomfors under identiska betingelser som huvudundersokningen, utom att pro-
liferationen i lymfnoderna inte utvdrderas och dosgruppen kan ha lagre antal djur. Ett eller tvd djur per dosgrupp
foreslds. Alla moss observeras dagligen for kliniska tecken pa systemisk toxicitet eller lokal irritation pd applice-
ringsstillet. Djurens kroppsvikt registreras fore testningen och efter avslutad testning (dag 6). P4 varje mus
observeras bada oronens hudrodnad och graderas enligt tabell 1 (25). Mitning av 6rontjocklek gors t.ex. med
digital mikrometer eller Peacock Dial-instrument pa dag 1 (fére dosering), dag 3 (cirka 48 timmar efter den forsta
dosen) och pd dag 6. Dessutom kan orontjockleken bestimmas pd dag 6 genom vigning av en oronbit som
stansats ut efter skonsam avlivning. Sarskilt kraftig lokal hudirritation indikeras genom gradering > 3 for hudrod-
nad och/eller 6kning av 6rontjockleken med > 25 % pd ndgon av mitningsdagarna (26) (27). Den hogsta dos som
véljs for huvudundersokningen blir nésta ligre dos i den prelimindra screeningens koncentrationsserie (se punkt
18) som inte inducerar systemisk toxicitet och/eller sarskilt kraftig hudirritation.

Tabell 1

Gradering av hudrodnad

Observation Gradering

Ingen hudrodnad 0

Mycket svag hudrodnad (knappt skonjbar) 1

Vildefinierad hudrodnad 2

Moderat till svdr hudrodnad 3

Svdr hudrodnad (kottrodnad) till sdrskorpebildning som utgér hinder for gradering av 4

rodnaden




20.7.2012

Europeiska unionens officiella tidning

L 1937

23. For identifiering av irriterande dmnen med LLNA har man utdver en 25-procentig 6kning av orontjocklek (26)
(27) ocksd anvant statistiskt signifikant 6kning av 6rontjockleken hos behandlingsgruppens mass i jamforelse med
kontrollgruppens mdoss (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34). Det kan dock uppst statistiskt signifikanta okningar av
orontjocklek som dr mindre dn 25 %, men dessa har inte specifikt forknippats med sdrskilt kraftig irritation (30)
(32) (33) (34).

24. Foljande kliniska observationer kan indikera systemisk toxicitet (35) (36) nir de anvinds som del av en helhets-
bedémning och kan séledes ge indikation om den hogsta dosnivd som ska anvindas i huvudundersokningen:
dndringar av nervsystemets funktion (t.ex. upprest pils, ataxi, skdlvningar och konvulsioner), dndringar av bete-
ende (t.ex. aggressivitet, dndringar av putsningsbeteende, markerad dndring av aktivitetsnivé), dndringar av and-
ningsmonster (dvs. dndringar av andningens frekvens och intensitet, sisom dyspné, gispande och rassel) samt
dndringar av fédo- och vattenintag. Vid utvdrderingen ska man ocksd beakta tecken pa letargi och/eller avsaknad
av reaktioner, alla slags kliniska tecken pd mer 4n latt eller momentan smirta eller lidande, minskning av
kroppsvikten med mer dn 5 % fran dag 1 till dag 6 samt mortalitet. Doende djur och djur som visar tecken
pa uppenbar smarta eller svért och ihallande lidande ska avlivas skonsamt (37).

Huvudundersokningens férsoksschema

25. Forsoksschemat dr upplagt enligt foljande:

— Dag 1: Djuren marks individuellt och vikt samt eventuella kliniska observationer registreras. Applicera 25 l
lampligt utspdtt testimne, ren vehikel eller positivt kontrollimne (parallell eller nyligen utford positiv kontroll,
i enlighet med laboratoriets principer nér det giller punkterna 11-15) pa bdda oronens baksida.

— Dagarna 2 och 3: Upprepa applicering enligt dag 1.
— Dagarna 4 och 5: Ingen behandling.

— Dag 6: Registrera varje d}jurs vikt. Injicera 250 pl steril fosfatbuffrad saltlosning (PBS) som innehéller 20 pCi
(7,4 x 10° Bq) tritierad (°H)-metyltymidin i alla test- och kontrolldjur via svansvenen. Alternativt kan 250 pl
steril PBS som innehéller 2 pCi (7,4 x 10* Bq) '2°Ijododeoxiuridin och 10~°M fluorodeoxiuridin injiceras i
alla testdjur via svansvenen. Avliva djuren skonsamt efter fem timmar. Skir bort de aurikuldra drianerande
lymfnoderna frdn varje 6ra och behandla dem tillsammans i PBS for varje djur (metoden med individuellt
djur), eller skir bort lymfnoderna fran varje ora och poola dem i PBS for varje behandlingsgrupp (metoden
med poolad behandlingsgrupp). Niarmare uppgifter och scheman for identifiering och dissekering av noder
finns i hdnvisning (12). For ytterligare kontroll av lokal hudrespons i huvudundersokningen kan tilliggspara-
metrar sdsom gradering av Orats hudrodnad eller mitningar av orats tjocklek (med tjockleksmitare eller
genom vagning av utstansad bit vid obduceringen) inférlivas i undersokningsprotokollet.

Beredning av cellsuspensioner

26. En suspension med enskilda celler bestdende av lymfnodsceller (LNC) bilateralt utskurna frén individuella djur eller
fran poolade behandlingsgrupper bereds genom forsiktig mekanisk sonderdelning med hjilp av ett ndt av rostfritt
stal (200 mesh) eller annan godkind teknik for beredning av en suspension med enskilda celler. Lymfnodscellerna
tvittas tvd gdnger med ett overskott PBS och DNA fills ut med 5-procentig triklorittiksyra (TCA) vid 4 °C under
18 timmar (3). Fillningen aterupploses i 1 ml TCA och overfors till skintillationskdrl med 10 ml skintillations-
vitska for *H-rikning eller 6verfors direkt till gammarikningsror for '2°l-rikning.

Bestimning av cellproliferationen (radioaktivt innehall)

27. Innehéllet av *H-metyltymidin bestims genom f-skintillationsrakning sdsom sonderfallet per minut (DPM). In-
nehllet av 2°Ijododeoxiuridin bestims genom !*’I-rikning och uttrycks dven som DPM. Beroende pa vilken
metod som har valts uttrycks innehéllet som DPM/djur (metod med individuella djur) eller DPM/behandlingsgrupp
(metod med poolning).

Reducerat LLNA (rLLNA)

28. 1situationer ddr det finns lagstiftade krav pa att bekrifta negativ forutsigelse for hudsensibiliserande potential kan
man anvidnda rLLNA (16) (17) (18), dvs. ett protokoll med firre djur, forutsatt att alla andra LLNA-protokoll-
specifikationer foljs enligt beskrivningen for denna testmetod. For anvandning av rLLNA krdvs klara motiveringar
och vetenskapliga beldgg. Om resultaten dr positiva eller tvetydiga kan det kravas ytterligare testning for att tolka
eller fortydliga dem.
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29. Minskningen av antalet dosgrupper dr den enda skillnaden mellan LLNA och rLLNA och den medfér att man inte
far information om dos-responsforhéllande. Darfor ska rLLNA inte anvindas om sadan information krdvs. Pa
samma sitt som med flerdos-LLNA ska testimneskoncentrationen for rLLNA vara den hogsta koncentration som
inte inducerar systemisk toxicitet och/eller lokal hudirritation hos mossen (se punkt 18).

OBSERVATIONER
Kliniska observationer

30. Varje mus bor observeras minst dagligen med tanke pa eventuella kliniska tecken — lokal irritation vid applice-
ringsstéllet eller tecken pd systemisk toxicitet. Alla observationer registreras systematiskt, med individuella regi-
streringar for varje mus. Overvakningsplanerna bor inbegripa kriterier for omedelbar identifiering av tecken pa
systemisk toxicitet, sarskilt kraftig hudirritation eller hudkorrosion sd att berérda djur kan avlivas (37).

Kroppsvikt

31. Enligt det som anges i punkt 25 ska de individuella djurens vikt registreras vid testets borjan och strax fore den
schemalagda avlivningen.

BERAKNING AV RESULTATEN

32. Resultaten for varje behandlingsgrupp uttrycks som stimulationsindex. Nir metoden med individuella djur an-
vinds erhdlls stimulationsindex genom att genomsnittligt DPM/djur inom varje testimnesgrupp och den positiva
kontrollgruppen divideras med genomsnittligt DPM/djur for losningsmedels-/vehikelkontrollgruppen. Vardet pa
genomsnittligt stimulationsindex for vehikelkontrollgrupperna ar dd 1. Nar poolning anvinds erhélls stimulations-
index genom att dividera det poolade radioaktiva innehéllet for varje testimnesgrupp med innehéllet i den poolade
vehikelkontrollgruppen, och resultatet 4r det genomsnittliga stimulationsindexet.

33. Ett resultat anses vara positivt ndr stimulationsindex > 3. Man kan dock 4ven anvinda dosresponsens styrka samt
den statistiska signifikansen och enhetligheten hos responsen i kontrollgruppen for 16sningsmedel/vehikel och i
den positiva kontrollen nir man faststiller huruvida ett grinsresultat ska anses vara positivt (4)(5)(6).

34. Vid behov kan de erhdllna resultaten fortydligas ytterligare genom en granskning av testimnets olika egenskaper,
inbegripet eventuell strukturell sliktskap med kidnda hudsensibiliserande dmnen, huruvida dmnet orsakar sirskilt
kraftig lokal hudirritation hos méssen samt naturen hos det iakttagna dos-responsforhdllandet. Dessa och andra
aspekter diskuteras nirmare i andra killor (7).

35. Nar radioaktivitetsdata samlas in for enskilda moss kan dessa data anvindas for en statistisk analys rorande
forekomsten av dosrespons och graden av dos-responsforhallande. Alla statistiska analyser kan inbegripa en
utvirdering av dos-responsforhallandet och en limpligt anpassad jimforelse mellan testgrupper (t.ex. parvisa
jamforelser mellan doseringsgrupp och parallell vehikelkontrollgrupp). De statistiska analyserna kan t.ex. innehalla
linjar regression eller Williams test for utvirdering av dos-responstrender och Dunnetts test for parvisa jim-
forelser. Vid valet av limplig metod for den statistiska analysen bor man vara medveten om eventuella olikheter
hos varianserna och andra relaterade problem som kan gora det nodvindigt att gora en datatransformation eller
en icke-parametrisk statistisk analys. Det kan ocksd vara nodvindigt att genomfora berikningar av stimulations-
index och statistiska analyser med och utan vissa datapunkter (s.k. outliers — utanforliggande virden).

DATA OCH RAPPORTERING
Data

36. Data ska sammanstillas i tabellform. Niar metoden med individuella djur anvinds anges DPM-virden per indi-
viduellt djur, gruppens medelvirde for DPM per djur, den associerade feltermen (t.ex. SD, SEM) och medelvirdet
for stimulationsindex for varje dosgrupp jimfort med den parallella vehikelkontrollgruppen. Nir metoden med
poolning anvinds anges medel-/medianvirdet for DPM och medelvirdet for stimulationsindex for varje dosgrupp
jamfort med den parallella vehikelkontrollgruppen.

Testrapport

37. Testrapporten ska innehalla nedan angivna uppgifter.
Test- och kontrollimnen:

— Identifieringsdata (t.ex. CAS-nummer och EG-nummer om dessa dr kinda, killa, renhet, kinda orenheter,
satsnummer).

— Fysikalisk natur och fysikalisk-kemiska egenskaper (t.ex. flyktighet, stabilitet, 16slighet).
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For blandningar anges sammansittning och bestindsdelarnas relativa procentandelar.

Losningsmedel[vehikel:

Identifieringsdata (renhet, koncentration [om tillimpligt], volym som har anvints).

Motivering for val av vehikel.

Testdjur:

CBA-mossens ursprung.
Mikrobiologiska data for djuren, om dessa data ar kidnda.
Antal djur och deras dlder.

Ursprung, inhysningsforhallanden, foder och dylikt.

Testbetingelser:

Detaljerade uppgifter om beredning och applicering av testimnet.

Motivering for valet av dos (4ven resultat frn prelimindr screening om sddan har genomforts).
Koncentrationerna for vehikel och testimne samt totala mangden testimne som applicerats.
Detaljerade uppgifter om foder- och vattenkvalitet (inbegripet diettyp/killa, vattenkalla).
Detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman.

Metoder for mdtningar av toxicitet.

Kriterier for att faststdlla om resultatet dr positivt eller negativt.

Uppgifter rorande eventuella avvikelser frén protokollet och redogérelse for hur avvikelsen péverkar under-
sokningens utformning och resultat.

Tillforlitlighetskontroll:

Sammanfattning av resultaten fran senaste tillforlitlighetskontroll, inklusive information om testimne, kon-
centration och vehikel.

Testningslaboratoriets data frin parallella och/eller historiska positiva kontroller och negativa kontroller.
Om forsoket inte omfattade parallell positiv kontroll, ange datum och laboratorierapport for senaste periodiska

positiva kontroll och en rapport med uppgifter om laboratoriets historiska data for positiva kontroller som
motivering for varfor parallell positiv kontroll inte har anvints.

Resultat:

Mossens individuella vikt vid doseringsstart och vid schemalagd avlivning, sdvil som medelvirde och associe-
rad felterm (t.ex. SD, SEM) for varje behandlingsgrupp.

Tidpunkten for forsta upptickt av tecken pé toxicitet, dven eventuell hudirritation vid appliceringsstallet, for
varje forsoksdjur.

En tabell med individuella virden per mus (metoden med individuella djur) eller medelvirde/medianvirde
(metoden med poolning) och virden pé stimulationsindex for varje behandlingsgrupp.
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— Medelvirde och associerad felterm (t.ex. SD, SEM) fér DPM per mus for varje behandlingsgrupp och resultaten
fran analys av utanforliggande virden for varje behandlingsgrupp nar metoden med individuella djur anvinds.

— Beriknat stimulationsindex och ett lampligt matt pa variabilitet som beaktar variationen djuren emellan bade i
testimnesgruppen och i kontrollgruppen nir metoden med individuella djur anvénds.

— Forhéllandet mellan dos och respons.

— Statistisk analys, om tillimpligt.

Diskussion om resultaten:

— En kort kommentar om resultaten, dos—responsanalys och statistiska analyser (i tillimpliga fall), med en
slutsats om huruvida testimnet ska anses vara hudsensibiliserande.
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Tilligg 1

Prestandastandarder for bedémning av foreslagna liknande eller modifierade LLNA-testmetoder for
hudsensibilisering

INLEDNING

1. Syftet med prestandastandarder r att tillhandahalla en grund ndr man faststdller att nya testmetoder, bade dgande-
réttsligt skyddade (dvs. metoder med upphovsritt, varumirke eller registrering) och allmint tillgingliga metoder, ar
tillrdckligt exakta och tillforlitliga for specifika testningsdndamal. Dessa prestandastandarder, som grundar sig pa
validerade och godtagna testmetoder, kan anvindas for att utvirdera tillforlitligheten och exaktheten hos andra
liknande metoder (vardagligt kallade 'me too’-test) som grundar sig pé liknande vetenskapliga principer och som
miter eller forutser samma biologiska eller toxikologiska effekt (14).

2. Innan man antar modifierade metoder (dvs. foreslagna potentiella forbittringar av en godkind testmetod) krivs en
utvirdering for att faststdlla de foreslagna dndringarnas inverkan pa testets prestanda och i vilken utstrickning
sddana forandringar paverkar den tillgingliga informationen for de andra komponenterna i valideringsprocessen.
Beroende péd de foreslagna dndringarnas antal och karaktir, genererade data och stédjande dokumentation for
dndringarna, bor de antingen vara foremdl for samma valideringsprocess som giller for nya testmetoder eller, ddr
det dr lampligt, for en begrinsad bedomning av tillforlitlighet och relevans med anvindning av etablerade pre-
standastandarder (14).

3. Nar liknande eller modifierade metoder foreslds for anviandning inom denna testmetod bor deras tillforlitlighet och
exakthet utvirderas med hjilp av kemikalier som representerar hela skalan av LLNA-utfall. For att omotiverad
anvindning av djur ska undvikas rekommenderas starkt att de som utvecklar modeller forst konsulterar limpliga
myndigheter innan valideringsstudier inleds enligt de prestandastandarder och den vigledning som anges i denna
testmetod.

4. Dessa prestandastandarder baserar sig pd de harmoniserade prestandastandarderna, US-ICCVAM (Forenta staterna),
EC ECVAM (EG) och JaCVAM (Japan) (12), for utvirdering av validiteten hos liknande eller modifierade versioner av
LLNA. Prestandastandarderna bestar av testmetodens grundldggande komponenter, rekommenderade referenskemi-
kalier samt de standarder for exakthet och tillforlitlighet som en foreslagen metod minst maste uppfylla.
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http://www.oecd.org/env/testguidelines
http://www.oecd.org/env/testguidelines
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I. Testmetodens grundliggande komponenter

5. For att se till att liknande eller modifierade LLNA-metoder ar funktionellt och mekaniskt analoga med LLNA och
miter samma biologiska verkan, maste testmetodprotokollet innehélla foljande komponenter:

— Testamnet ska appliceras pd mossens bada oron.

— Proliferationen av lymfocyter ska mitas i de lymfnoder som drinerar det omrade dir testimnet appliceras.

— Proliferationen av lymfocyter ska mitas under hudsensibiliseringens induktionsfas.

— Den hogsta dosen som viljs for ett testimne ska vara den hogsta koncentrationen som inte inducerar systemisk
toxicitet och/eller sarskilt kraftig lokal hudirritation hos mossen. For positiva referenskemikalier ska den hogsta
dosen vara minst lika hog som LLNA EC3-virdena for motsvarande referenskemikalier (se tabell 1) utan att det

uppstar systemisk toxicitet och/eller sirskilt kraftig hudirritation hos mossen.

— Varje forsok ska omfatta en parallell vehikelkontrollgrupp och, ddr det ar lampligt, en parallell positiv kontroll-
grupp.

— Varje dosgrupp ska omfatta minst fyra djur.
— Insamlingen av data kan ske pa individuell eller poolad grund.

Om négot av dessa kriterier inte uppfylls kan dessa prestandastandarder inte anvindas for validering av en liknande
eller modifierad metod.

II. Minimiférteckning 6ver referenskemikalier

6. 1 de harmoniserade prestandastandarderna US-ICCVAM, EC-ECVAM och JaCVAM (12) anges 18 referenskemikalier

som minst mdste anvandas och 4 alternativa referenskemikalier (dvs. &mnen som ger antingen falska positiva eller
falska negativa resultat i LLNA, jamfort med resultat frin méanniskor och marsvin [B.6 eller OECD:s testriktlinje
406] (13) och som darfor ger mojlighet att pdvisa samma eller bittre prestanda dn LLNA) som ingdr i prestanda-
standarderna for LLNA. For kemikalierna anviandes foljande urvalskriterier:

— Forteckningen over referenskemikalier representerar de typer av dmnen som typiskt testas for sin hudsensi-
biliseringspotential och den responsskala som kan mitas eller forutses med LLNA.

— Amnena har en vildefinierad kemisk struktur.

— LLNA-data frdn test pd marsvin (dvs. B.6; OECD:s testriktlinje 406) (13) och (ddr det ir mojligt) data frin
mianniskor finns att tillgd for varje dmne.

— Amnena kan enkelt inforskaffas p4 marknaden.

De rekommenderade referenskemikalierna fortecknas i tabell 1. Nar de foreslagna referenskemikalierna anvinds i ett
forsok ska de utvirderas i den vehikel som de fortecknas med i tabell 1. I situationer dar ett fortecknat dmne inte
finns att tillgd kan man anvinda andra dmnen som uppfyller urvalskriterierna, forutsatt att tillborlig motivering kan
ges.



Tabell 1

Rekommenderade referenskemikalier for prestandastandarder for LLNA

Nummer Kemikalie (1) CAS-nummer Form Veh () EC3 % () N (%) 0,5% — 2,0x EC3 | Fakisk EO'Sk“' LLNA vs GP ;ﬁﬁlsﬁz
1 5-klor-2-metyl-4-isotiazolin-3-on 26172-55-4/2682-20-4 Vitska DMF 0,009 1 0,0045-0,018 NC ++ +[+
(CMI)/2-metyl-4-isotiazolin-3-on (MI) (%)
2 DNCB 97-00-7 Fast AOO 0,049 15 0,025-0,099 | 0,02-0,094 4]+ 4]+
3 4-fenylendiamin 106-50-3 Fast AOO 0,11 6 0,055-0,22 0,07-0,16 ++ +[+
4 Koboltklorid 7646-79-9 Fast DMSO 0.6 2 03-1,2 0,4-0,8 4|+ ¥
5 Isoeugenol 97-54-1 Vitska AOO 1,5 47 0,77-3,1 0,5-3,3 ++ [+
6 2-merkaptobensotiazol 149-30-4 Fast DMF 1,7 1 0,85-3,4 NC +[+ +[+
7 Citral 5392-40-5 Vitska AOO 9,2 6 4,6-18,3 51-13 ++ +[+
8 HCA 101-86-0 Viitska A0O 9,7 21 48-19,5 4,4-14,7 4]+ ¥+
9 Eugenol 97-53-0 Vitska AOO 10,1 11 5,05-20,2 4,9-15 +[+ +[+
10 Fenylbensoat 93-99-2 Fast AOO 13,6 3 6,8-27,2 1,2-20 +[+ +[+
11 Kanelalkohol 104-54-1 Fast AOO 21 1 10,5-42 NC +[+ +[+
12 Imidazolidinylurea 39236-46-9 Fast DMF 24 1 12-48 NC +[+ ++
13 Metylmetakrylat 80-62-6 Vitska AOO 90 1 45-100 NC +[+ ++
14 Klorbensen 108-90-7 Vitska AOO 25 1 NA NA -/~ = (*
15 Isopropanol 67-63-0 Vitska AOO 50 1 NA NA -/~ —[+
16 Mjélksyra 50-21-5 Vitska | DMSO 25 1 NA NA - -9
17 Metylsalicylat 119-36-8 Vitska AOO 20 9 NA NA - |-
18 Salicylsyra 69-72-7 Fast AOO 25 1 NA NA -~ -~

rI/e6T 1
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Nummer Kemikalie (1) CAS-nummer Form Veh (3 EC3 % () N (%) 0,5x — 2,0x Ec3 | Faktisk IEO'S]“"“ LLNA vs GP ;I;IESISE
Alternativa dmnen for att pavisa battre prestanda jamfort med LLNA
19 Natriumlaurylsulfat 151-21-3 Fast DMF 8,1 5 4,05-16,2 1,5-17,1 +[- +[-
20 Etylenglykoldimetakrylat 97-90-5 Vitska MEK 28 1 14-56 NC +[- +[+
21 Xylen 1330-20-7 Vitska AOO 95,8 1 47,9-100 NC +[ (**) +[-
22 Nickelklorid 7718-54-9 Vitska DMSO 5 2 NA NA -+ —[+

Forkortningar: AOO = aceton:olivolja (4:1, volym/volym), CAS-nummer = Chemical Abstracts Service-nummer, DMF = N,N-dimetylformamid, DMSO = dimetylsulfoxid, DNCB = 2,4-dinitroklorbensen, EC3 = uppskattad koncentration som
krivs for att fa stimulationsindex 3, Fast = fast dmne, GP = testresultat frin marsvin (dvs. B.6 eller OECD:s testriktlinje 406) (13), HCA = hexylkanelaldehyd, LLNA = resultat frin murint lokalt lymfnodtest (dvs. B.42 eller OECD:s testriktlinje
429) (1), MEK = metyletylketon, NA = inte tillimpligt eftersom stimulationsindex < 3, NC = ¢j beriknat eftersom data erholls fran ett enskilt forsok, Veh = testvehikel, Vitska = dmne i vitskeform.

(*) Antas inte vara sensibiliserande for méinniskor eftersom inga resultat frin kliniska lapptest kunde fds fram, dmnet ingdr inte som en allergen i lapptest och inga rapporter om sensibilisering hos minniska kunde fis fram.
(**) GP-data finns inte att tillga.

(") Kemikalierna ska beredas dagligen utom om stabilitetsdata visar att lagring kan accepteras.

(%) Eftersom olika vehiklar potentiellt kan paverka LLNA-testprestanda bor endast den rekommenderade vehikeln f6r respektive referenskemikalie anvindas (24) (32).

(®) Medelvirde i fall dir flera EC3-virden fanns att tillgd. For negativa dmnen (dvs. med stimulationsindex < 3) anges den hogsta testade koncentrationen.

(*) Antalet LLNA-forsok frdn vilka data erhéllits.

(°) Kommersiellt tillgingligt som Kathon CG (CAS-nummer 55965-84-9), som ér en 3:1-blandning av CMI and MI. De relativa koncentrationerna for varje komponent varierar fran 1,1 % till 1,25 % (CMI) och 0,3 % till 0,45 % (MI). De
inaktiva komponenterna dr magnesiumsalter (21,5 % till 24 %) och kopparnitrat (0,15 % till 0,17 %), och den aterstdende formuleringen dr 74-77 % vatten. Kathon CG fas frdn Sigma-Aldrich och Rohm and Haas (numera Dow Chemical
Corporation).

[AIaVAT4

[as ]

Surupn efpppyjo susuorun eysadoinyg

ST/e61 1



L 193/16

Europeiska unionens officiella tidning

20.7.2012

III. Definierad tillforlitlighet och standarder for exakthet

7. Exaktheten hos en liknande eller modifierad LLNA-metod ska vara samma som eller hogre dn for prestandastan-
darderna for LLNA nédr utvidrderingen gors med det minsta tillitna antalet (18) referenskemikalier. Den nya eller
modifierade metoden bor ge korrekt klassificering enligt en ja-/nej-beslutsvdg. Det kan dock hinda att den nya eller
modifierade metoden inte ger korrekt klassificering av alla de kemikalier som minst mdste anvindas. Om t.ex. ett av
de svaga sensibiliserande dmnena klassificeras fel, kan en motivering for felklassificeringen och lampliga tilliggs-
uppgifter (t.ex. testresultat som ger korrekt klassificering for andra dmnen med liknande fysikaliska, kemiska och
sensibiliserande egenskaper) anses pavisa likvardiga prestanda. Under sddana omstindigheter utvirderas validerings-
status for den nya eller modifierade LLNA-testmetoden fran fall till fall.

Reproducerbarhet inom laboratoriet

8. For bestimning av reproducerbarheten inom ett laboratorium ska en ny eller modifierad LLNA-metod utvirderas
med ett sensibiliserande dmne som ar val karakteriserat i LLNA. Prestandastandarderna for LLNA grundar sig darfor
pa hur resultaten varierar mellan upprepade testningar av hexylkanelaldehyd. For bedomning av tillf6rlitligheten
inom laboratoriet bor virden for uppskattad koncentrationstroskel (ECt) for hexylkanelaldehyd hirledas vid fyra
separata tillfillen med minst en vecka mellan testningarna. Reproducerbarheten inom laboratoriet anses vara
godtagbar om varje hexylkanelaldehydtest ger ECt-virden mellan 5 % och 20 %, vilket representerar skalan 0,5-2,0
ganger det medelvirde for EC3 som specificeras for hexylkanelaldehyd (10 %) i LLNA (se tabell 1).

Reproducerbarhet mellan laboratorier

9. For bestimning av reproducerbarheten mellan laboratorier bor en ny eller modifierad LLNA-metod utvarderas med
tvd sensibiliserande dmnen som &r val karakteriserade i LLNA. Prestandastandarderna f6r LLNA grundar sig pa
variationerna i resultat frdn testning av hexylkanelaldehyd och 2,4-dinitroklorbensen (DNCB) i olika laboratorier.
ECt-virdena bor tas fram genom enskilda fristdende forsok i minst tre separata laboratorier. Reproducerbarheten
mellan laboratorier anses vara godtagbar om varje laboratorium far ECt-virden som ar 5-20 % for hexylkanelal-
dehyd och 0,025-0,1 % for 2,4-dinitroklorbensen, vilket representerar skalan 0,5-2,0 ganger det EC3-medelvirde
som specificeras for hexylkanelaldehyd (10 %) och 2,4-dinitroklorbensen (0,05 %) i LLNA (se tabell 1).

Tilligg 2
Definitioner

Exakthet: Matt pd hur vil testmetodresultaten och de godtagna referensvirdena Overensstimmer med varandra. Ex-
akthet dr ett matt pd testmetodens prestanda och en relevansaspekt. Detta begrepp anvinds ofta omvixlande med
’konkordans’ for att beskriva andelen korrekta resultat med en testmetod (14).

Referensimne: Sensibiliserande eller icke-sensibiliserande dmne som anvinds som standard for jimforelse med ett
testamne. Ett referensimne ska ha foljande egenskaper: i) En eller flera enhetliga och tillforlitliga kéllor. ii) Strukturell
och funktionell likhet med den dmnesklass som testas. iii) Kdnda fysikalisk-kemiska egenskaper. iv) Stodjande data om
kinda effekter. v) Kind styrka inom det avsedda responsomradet.

Uppskattad koncentrationstroskel (ECt): Uppskattad testimneskoncentration som krivs for att ge ett stimulationsindex
som tyder pd positiv respons.

Uppskattad koncentration tre (EC3): Uppskattad testimneskoncentration som kravs for att ge vérdet tre for stimulations-
index.

Falskt negativt: Ett testimne som felaktigt har identifierats som negativt eller icke-aktivt genom en testmetod trots att
amnet i sjilva verket dr positivt eller aktivt.

Falskt positivt: Ett testimne som felaktigt har identifierats som positivt eller aktivt genom en testmetod trots att zmnet i
sjilva verket dr negativt eller icke-aktivt.

Fara: Potentialen for skadliga verkningar pa hilsa eller miljo. De skadliga verkningarna visar sig enbart om expone-
ringsnivan ar tillracklig.

Reproducerbarhet mellan laboratorier: Ett matt pa i hur stor utstrickning olika kvalificerade laboratorier kan producera
kvalitativt och kvantitativt liknande resultat, med anvindning av samma protokoll och samma testimnen. Repro-
ducerbarheten mellan laboratorier faststdlls under forvalideringen och valideringen och den indikerar i hur stor
utstrickning ett test framgdngsrikt kan 6verforas mellan laboratorier (14).

Reproducerbarhet inom laboratoriet: Ett matt pé i vilken utstrdckning kvalificerade personer inom samma laboratorium
framgangsrikt kan upprepa resultat vid olika tidpunkter nir de anvénder ett visst protokoll.
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Me too-test: Ett vardagligt uttryck for en testmetod som strukturellt och funktionellt liknar en validerad och godtagen
referenstestmetod. En sddan testmetod kan vara en kandidat for jamforande validering. Kallas dven 'liknande testmetod’
(14).

Utanforliggande virde: Ett utanforliggande virde (outlier) 4r en observation som markant skiljer sig frin de ovriga
virdena i ett slumpmassigt urval frin en population.

Prestandastandarder (PS): Standarder som baseras pd en validerad testmetod och som utgor grunden for utvirdering av
jamforbarheten for en foreslagen testmetod som dr funktionellt och mekaniskt likartad. Dessa standarder omfattar i)
testmetodens grundliggande komponenter, ii) en minimiforteckning med referenskemikalier som valts ut frin de
kemikalier som anvints for att pavisa att den validerade testmetoden fungerar tillfredsstillande och iii) de liknande
nivder av exakthet och tillforlitlighet, pd grundval av vad som erhdllits for den validerade testmetoden, som den
foreslagna testmetoden bor pavisa nir den utvirderas med anvindning av minimiférteckningen med referenskemikalier
(14).

Aganderittsligt skyddad testmetod: En testmetod vars tillverkning och distribution begréinsas genom patent, upphovs-
ritter, varumdrken och dylikt.

Kvalitetssikring: En styrningsprocess dir personer som ir i oberoende stillning i forhéllande till de personer som
genomfor testningen bedomer hur standarder, krav och registreringsforfaranden for laboratorietestning foljs och hur
exakt data formedlas.

Referenskemikalier: Kemikalier som valts for anvindning i valideringsprocessen och for vilka responsen i in vitro- eller in
vivo-referenstestsystem eller pd de berorda arterna 4r kind. Kemikalierna bor vara representativa for de kemikalieklasser
som testmetoden dr avsedd for och bor representera hela skalan av respons som kan forvintas for de kemikalier som
testas med metoden, frdn stark till svag till negativ. Det kan krdvas olika uppsattningar referenskemikalier for
valideringsprocessens olika skeden och for olika testmetoder och testanvindningar (14).

Relevans: Beskrivning av forhéllandet mellan testet och den berorda effekten och huruvida detta forhdllande ar me-
ningsfullt och anvindbart for ett visst indamadl. Relevansen ar ett matt pd hur vdl man genom testet korrekt kan mita
och forutse den biologiska effekt det giller. Relevans omfattar ocksd Gverviganden om en testmetods exakthet
(konkordans) (14).

Tillforlitlighet: Ett matt pd i vilken utstrackning en testmetod kan reproduceras inom och mellan laboratorier 6ver tiden
ndr metoden utfors med samma protokoll. Den bedoms genom att man berdknar reproducerbarheten inom och
mellan laboratorier (14).

Hudsensibilisering: En immunologisk process som foljer av att en mottaglig individ exponeras ytvigen for en induce-
rande kemisk allergen som provocerar en kutan immunrespons som kan leda till att det uppstar kontaktsensibilisering.

Stimulationsindex (SI): Ett vdrde som berdknas for att bedoma hudsensibiliseringspotentialen hos ett testimne och som
ar forhallandet mellan proliferationen i behandlingsgrupperna och proliferationen i den parallella vehikelkontroll-
gruppen.

Testamne (kallas ocksd testkemikalie): Alla dmnen eller blandningar som testas med denna testmetod.

Validerad testmetod: En testmetod for vilken valideringsstudier har genomforts for att faststilla relevans (inbegripet
exakthet) och tillforlitlighet for ett specifikt dandamaél. Det ér viktigt att notera att en validerad testmetod kanske inte dr
tillrackligt exakt och tillforlitlig ndr det géller ett visst foreslaget dndamél (14).”

. Kapitel B.46 ska ersittas med f6ljande:

"B.46. IN VITRO-HUDIRRITATION: TESTMETOD MED REKONSTRUERAD HUMAN HUD

INLEDNING

1. Hudirritation betyder att det uppstér reversibel skada pd huden efter applicering av en testkemikalie i upp till fyra
timmar, enligt definitionen i Forenta nationernas globalt harmoniserade system for klassificering och mérkning av
kemikalier (FN:s GHS) och Europaparlamentets och ridets forordning (EG) nr 1272/2008 av den 16 december
2008 om Kklassificering, mérkning och forpackning av dmnen och blandningar (CLP-férordningen) (1) (3). Denna
testmetod innebdr ett in vitro-forfarande som kan anvindas for identifiering av faror med irriterande kemikalier
(dmnen och blandningar) enligt FN:s GHS och EU:s CLP-kategori 2 (1) (2) (3). I EU och andra regioner som inte
har antagit FN:s frivilliga GHS-kategori 3 (svagt irriterande dmnen) kan testmetoden dven anvindas for att
identifiera icke-klassificerade kemikalier, dvs. ’ingen kategori' enligt FN:s GHS och CLP-férordningen (1) (3).
Testmetoden kan anvindas for att faststilla kemikaliers hudirriterande verkan som ett fristdende ersittningstest
for in vivo-testning for hudirritation som en del av en strategi for stegvis testning (4 och kapitel B.4 i denna
bilaga).



L 193/18

Europeiska unionens officiella tidning

20.7.2012

Bedomningen av hudirritation har vanligtvis inneburit anvindning av laboratoriedjur (OECD:s testriktlinje 404,
kapitel B.4 i denna bilaga) (4). P4 grund av fragor rorande djurens vilbefinnande reviderades metod B.4 dr 2004
och med den kan man faststilla hudkorrosionfhudirritation genom att tillimpa en stegvis teststrategi med
validerade in vitro- och ex vivo-metoder, och pd sd sitt undvika smirta och lidande hos djur. Tre validerade in
vitro-testmetoder har antagits som OECD:s testriktlinjer 430, 431 och 435 (5) (6) (7) och tvé av dem som kapitel
B.40 och B.40a i denna bilaga, for att anvindas for korrosivitetsdelen i den stegvisa teststrategin i B.4 eller OECD:s
testriktlinje 404 (4).

Denna testmetod géller hudirritation som en slutpunkt for ménniska. Den baserar sig pa rekonstruerad human
hud (RhE) dir produkten (anvindning av icke-transformerade keratinocyter i epidermis med humant ursprung
som cellkdlla och anvindning av representativ vdvnad och cytoarkitektur) har mycket liknande biokemiska och
fysiologiska egenskaper som den humana 6verhuden (epidermis). Denna testmetod omfattar ocksd en uppsittning
prestandastandarder (tillagg 2) f6r bedomning av liknande och modifierade RhE-baserade metoder som utvecklats
av EC-ECVAM (8), i enlighet med principerna i OECD:s riktlinjedokument nr 34 (9).

Det finns tre validerade metoder som foljer denna testmetod. Forvalidering, optimering och valideringsstudier har
genomforts for en in vitro-metod (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20) med anvindning av en RhE-
modell som finns kommersiellt tillginglig som EpiSkin™ (utsedd till validerad referensmetod). Tvi andra kom-
mersiellt tillgangliga in vitro-hudirritationsmetoder enligt RhE-modellen har enligt prestandastandardbaserad vali-
dering visat liknande resultat som den validerade referensmetoden (21) — metoderna ir EpiDerm™ SIT (EPI-200)
och SkinEthic™ RHE (22).

Innan en foreslagen liknande eller modifierad in vitro-metod enligt RhE-modell annan 4n den validerade referens-
metoden, EpiDerm™ SIT (EPI-200) eller SkinEthic™ RHE, kan anvindas for lagenliga andamal bor metodens
tillforlitlighet, relevans (exakthet) och begransningar for den foreslagna anvandningen bestimmas for att sikerstilla
att metoden kan anses vara liknande den validerade referensmetoden, i enlighet med kraven i prestandastandarder
som anges i denna testmetod (tilligg 2). Det ar ocksd rekommendabelt att studera OECD:s bakgrundsdokument
rorande in vitro-hudirritationstestning innan man utvecklar och validerar en liknande eller modifierad in vitro-
metod enligt RhE-modell och limnar in den for godkidnnande (23).

DEFINITIONER

6.

Definitioner av begreppen finns i tilligg 1.

INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH BEGRANSNINGAR

7.

En begrinsning av testmetoden, sdsom det pdvisas i valideringsstudien (16), 4r att man inte kan klassificera
kemikalier for FN:s frivilliga GHS-kategori 3 (svagt irriterande dmnen) (1). Ndar metoden anvinds som ett partiellt
ersdttningstest kan det krdvas uppfoljande in vivo-testning for att fa en fullstindig bild av hudirritationspotentialen
(4 och kapitel B.4 i denna bilaga). Anviandningen av human hud ar foreml for nationella och internationella
etiska Gvervdganden och begransningar.

Denna testmetod hinfor sig till in vitro-hudirritationskomponenten i den stegvisa testningsstrategin for B.4
(OECD:s testriktlinje 404) om hudkorrosion/hudirritation (4). Den ger inte tillrdcklig information om hudkorro-
sion, men hdr bor noteras att B.40a (OECD:s testriktlinje 431) om hudkorrosion baserar sig pa samma RhE-
testsystem, om dn med anvandning av ett annat protokoll (kapitel B.40a). Denna metod baserar sig pa RhE-
modeller med anvindning av humana keratinocyter, som ddrfor representerar in vitro-malorganet hos den art det
giller. Metoden ticker dessutom direkt det inledande steget hos den inflammatoriska kaskaden/funktionsmeka-
nismen (cellskada och vivnadsskada som leder till lokaliserat trauma) som intriffar vid irritation in vivo. En
omfattande mingd olika kemikalier har testats vid den validering som ligger till grund f6r denna testmetod
och valideringsstudiens empiriska databas uppgick till totalt 58 kemikalier (16) (18) (23). Tillimpligheten omfattar
fasta amnen, vitskor, halvfasta amnen och vaxer. Vitskorna kan vara vattenbaserade eller icke-vattenbaserade och
de fasta dmnena kan vara vattenlosliga eller icke-vattenlosliga. Fasta dmnen ska alltid ndr det 4r mojligt malas ned
till fint pulver fore appliceringen, och ingen annan beredning behdvs. Gaser och aerosoler har dnnu inte bedomts
genom valideringsstudier (24). Det &r tdnkbart att de kan testas med RhE-teknik, men den aktuella testmetoden
ger inte mojlighet att testa gaser och aerosoler. Det bor ocksd noteras att mycket firgstarka kemikalier kan stora
cellviabilitetsmétningarna och for dem krdvs anvindning av anpassade kontrollgrupper for korrigering (se punk-
terna 24-26).

En enda testomgéng med tre vdvnadsbitar bor vara tillracklig for en testkemikalie forutsatt att klassificeringen édr
otvetydig. I fall av grinsresultat, sdsom icke-konkordanta mitningar av vivnadsbitarna och/eller genomsnittlig
procentuell viabilitet lika med 50 + 5%, bor man Gvervidga en andra testomgdng, och en tredje omgdng om
resultaten mellan de tvd forsta omgédngarna ar diskordanta.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

10. Testkemikalien appliceras lokalt pd en tredimensionell RhE-modell som bestar av icke-transformerade epidermala

keratinocyter av humant ursprung som har odlats till att bilda en starkt differentierad modell av human hud i flera
lager. Den bestdr av ordnade lager: basalt lager, taggcellslager och granulirt lager samt ett hornlager i flera skikt
som innehdller intercelluldra lamellager som representerar de huvudsakliga lipidklasser som motsvarar dem som
forekommer in vivo.
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11.

12.

Kemiskt inducerad hudirritation, som manifesterar sig som hudrodnad och 6dem, &r resultatet av en rad hindelser
som borjar med penetration av hornlagret (stratum corneum) och skador pa de underliggande lagren av keratino-
cyter. De doende keratinocyterna avger mediatorer som inleder den inflammatoriska kaskaden som paverkar
cellerna i huden, sirskilt stroma- och endotelceller. Utvidgningen och den okade permeabiliteten hos endotelcel-
lerna ger upphov till den observerade hudrodnaden och det observerade demet (24). Den RhE-baserade metoden
miter kaskadens initierande hindelser.

I RhE-modeller mits cellviabiliteten genom enzymatisk omvandling av det vitala firgimnet MTT [(3-(4,5-dime-
tyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoliumbromid, tiazolylblatt, CAS-nummer 298-93-1)], till ett blatt formazansalt som
mits kvantitativt efter det att vdvnaderna har extraherats (25). Irriterande kemikalier identifieras genom deras
formaga att minska cellviabiliteten under definierade gransvirden (dvs. < 50 % for kategori 2 enligt FN:s GHS och
CLP-forordningen). Beroende pd den rittsliga ram inom vilken resultaten frdn denna testmetod anvinds, kan
kemikalier som ger cellviabilitet ovanfor den definierade troskelnivin anses vara icke-irriterande (dvs. > 50 %,
ingen kategori).

KVALITETSDEMONSTRATION

13

14.

. Fore rutinanvindning av ndgon av de tre validerade testmetoderna enligt denna testmetod bor laboratorierna

pavisa sin tekniska kvalitet med anvindning av de tio referenskemikalier som fortecknas i tabell 1. For liknande
metoder som utvecklas enligt denna testmetod eller for modifikationer av nidgon av de tre validerade metoderna
bor de prestandastandardskrav som beskrivs i tillagg 2 till denna testmetod uppfyllas innan metoden anvinds for
lagstadgad testning.

Som en del av kvalitetsforfarandet rekommenderas att anvindarna efter mottagande av vivnaden verifierar dess
barridregenskaper enligt specifikationerna fran RhE-modelltillverkaren. Detta ér sdrskilt viktigt om vdvnader trans-
porteras over ldnga strickor eller om transporten tar ldng tid. Ndr en metod har etablerats pa ett framgangsrikt
sitt och kvaliteten hos metodanvindningen har pavisats, behover sddana verifikationer inte goras rutinmassigt.
Nir en metod anvinds rutinméssigt rekommenderas dock att bedomningen av barridregenskaperna gors med
jamna mellanrum.

Tabell 1

Referenskemikalier ()

I
naftalendttiksyra 86-87-3 0 Fast dmne Ingen kat.
isopropanol 67-63-0 0,3 Vitska Ingen kat.
metylstearat 112-61-8 1 Fast dmne Ingen kat.
heptylbutyrat 5870-93-9 1,7 Vitska Ingen kat.

(Valfri kat. 3) () (*)
hexylsalicylat 6259-76-3 2 Vitska Ingen kat.

(Valfri kat. 3) (%) (*)
cyklamenaldehyd 103-95-7 2,3 Vitska Kat. 2
1-bromhexan 111-25-1 2,7 Vitska Kat. 2
kaliumhydroxid (5 % vattenlosning) 1310-58-3 3 Vitska Kat. 2
1-metyl-3-fenyl-1-piperazin 5271-27-2 3,3 Fast dmne Kat. 2
heptanal 111-71-7 3,4 Vitska Kat. 2

()
)
)
v

4

Dessa referenskemikalier dr en underuppsittning av de referenskemikalier som anvindes i valideringsstudien.
In vivo-gradering enligt B.4 och OECD:s testriktlinje 404 (4).

I denna testmetod betraktas FN:s valfria GHS-kategori 3 (svagt irriterande dmnen) (1) som 'ingen kategori’.
FN:s valfria GHS-kategori 3 dr inte tillimplig enligt CLP-forordningen.
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FORFARANDE

15. Nedan foljer en beskrivning av komponenterna och forfarandena for en RhE-metod for bedomning av hudirri-
tation. En RhE-modell bor rekonstrueras, och den kan beredas i laboratoriet eller anskaffas pd kommersiell vag.
Det finns operativa standardforfaranden for EpiSkin™, EpiDerm™ SIT (EPI-200) och SkinEthic™ RhE att tillga
(26) (27) (28). Testningen ska genomforas enligt nedan angivna beskrivning.

RhE-testmetod, komponenter
Allmdnna betingelser

16. Icke-transformerade humana keratinocyter ska anvandas for rekonstruktion av epitelvdvnaden. Flera lager av viabla
epitelceller (basala lager, taggcellslager och granulira lager) ska finnas under ett funktionellt hornlager. Hornlagret
ska bestd av flera skikt och innehélla den visentliga lipidprofilen for att ge en funktionell barridr som ar tillrickligt
robust for att std emot snabb penetrering av cytotoxiska markorer (t.ex. natriumdodekylsulfat eller Triton X-100).
Barridrfunktionen bor pavisas och kan bedomas antingen genom bestimning av den koncentration vid vilken
markoren minskar vdvnadernas viabilitet med 50 % (ICs() efter en fast exponeringstid eller genom att bestimma
den exponeringstid som kravs for att minska cellviabiliteten med 50 % (ETs) vid applicering av en viss faststdlld
koncentration av markoren. RhE-modellens inneslutningsegenskaper ska forhindra att material kan passera runt
hornlagret till den viabla vdvnaden, vilket kan leda till en bristande modellering av hudexponeringen. RhE-
modellen fir inte vara fororenad med bakterier, virus, mykoplasma eller svamp.

Funktionella betingelser
Viabilitet

17. For bestimning av viabiliteten anvands MTT-test (25). Anvandare av RhE-modellen bor se till att varje sats
uppfyller de definierade kriterierna for negativ kontroll. Extraktionsmedlets optiska densitet (OD) bor vara till-
ricklig 1ag, dvs. under 0,1. Godkdnda virden (inom en 6vre och en undre grins) for den negativa kontrollens OD-
virden (i betingelserna for testmetoden for hudirritation) faststills av RhE-modellens utvecklare/leverantér, och
godkinda virden for de tre validerade metoderna anges i tabell 2. Det bor finnas dokumenterat att de vivnader
som behandlas med den negativa kontrollen ér stabila i odlingar (ger motsvarande resultat vid viabilitetsmétning)
under testets hela exponeringsperiod.

Tabell 2

Godkinda OD-virden for den negativa kontrollen

Nedre grins for godkidnnande Ovre grins for godkinnande
EpiSkin™ (SM) > 0,6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) >1,0 <25
SkinEthic™ RHE 21,2 <25

Barridrfunktion

18. Hornlagret och dess lipida sammansittning ska vara tillricklig for att std emot snabb penetrering av cytotoxiska
markorkemikalier, t.ex. SDS eller Triton X-100, enligt uppskattningar genom ICs eller ETs, (tabell 3).

Morfologi

19. Histologisk undersokning av RhE-modellen bor goras for att pavisa att strukturen motsvarar human hud (inklusive
flerskiktat hornlager).

Reproducerbarhet

20. Resultaten av testning med positiv kontrollkemikalie och negativ kontroll bor pévisa reproducerbarhet 6ver tiden.
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Kvalitetskontroll

21

. Utvecklaren/leverantoren av RhE-modellen bor sikerstilla och pévisa att varje sats RhE-modell som anvinds
uppfyller de faststillda produktkriterierna, dar kriterierna for viabilitet (punkt 17), barridrfunktion (punkt 18) och
morfologi (punkt 19) dr de viktigaste. Dessa data bor ges till metodanvindarna si att de kan inforliva infor-
mationen i testrapporten. Godkdnda virden (inom en Gvre och en undre gréns) for ICsq eller ET5, ska faststillas
av utvecklaren/leverantoren av RhE-modellen (eller en forskare om en intern modell anvinds). Endast resultat som
har producerats med kvalificerade vdvnader kan godkdnnas for tillforlitlig berdkning av irritationsklassificering.
Som exempel visas godkinda virden for de tre validerade metoderna i tabell 3.

Tabell 3

Exempel pa kriterier for kvalitetskontroll for leverans av en sats

Nedre grins for godkidnnande Ovre grins for godkdnnande
EpiSkin™ (SM) IC5, = 1,0 mg/ml IC5, = 3,0 mg/ml
(18 timmars behandling med SDS) (26)
EpiDerm™ SIT (EPI-200) ET5, = 4,8 timmar ET;, = 8,7 timmar
(1 % Triton X-100) (27)
SkinEthic™ RHE ET5o = 4,0 timmar ETs, = 9,0 timmar
(1 % Triton X-100) (28)

Applicering av test- och kontrollkemikalier

22

23.

. Minst tre vdvnadsbitar ska anvindas per testkemikalie och for kontrollerna i varje omgéng. For vitskor och fasta
damnen appliceras en tillricklig midngd av testkemikalien sd att hudens yta ticks med ett jamnt lager sd att en
infinit dos undviks. Dosen ska vara minst 25 pljcm? eller 25 mgjcm?. For fasta zmnen fuktas hudens yta med
avjoniserat eller destillerat vatten fore appliceringen for att forbattra kontakten mellan testkemikalien och hudens
yta. Ndr det dar mojligt ska fasta dmnen testas i form av ett fint pulver. Vid slutet av exponeringsperioden tvittas
testimnet omsorgsfullt bort frin hudens yta med buffrad vattenlosning eller 0,9-procentig NaCl. Beroende pa
vilken av de tre validerade RhE-metoderna som anvinds varierar exponeringsperioden mellan 15 och 60 minuter
och inkubationstemperaturen mellan 20 och 37 °C. Dessa exponeringsperioder och temperaturer optimeras for
varje RhE-metod och beror pd metodernas olika karaktir. Narmare beskrivning finns i de operativa standard-
forfarandena for metoderna (26) (27) (28).

Negativa kontroller (NC) och positiva kontroller (PC) ska anvindas parallellt vid varje testomgdng for att visa att
viabiliteten (med NC), barridrfunktionen och den resulterande kinsligheten (med PC) hos vivnaderna ligger inom
faststillda godkinda historiska varden. For den positiva kontrollen foreslds 5-procentig vattenlosning av natrium-
dodekylsulfat. For den negativa kontrollen foreslas vatten eller fosfatbuffrad saltlosning.

Mtning av cellernas viabilitet

24. Den viktigaste faktorn i testningsforfarandet 4r att viabilitetsmatningarna inte utférs omedelbart efter expone-

25.

26.

ringen for testkemikalien, utan forst efter att de skoljda vavnaderna har haft en tillrdckligt lang inkubationstid i
farskt medium efter behandlingen. Under denna period kan vdvnaderna antingen terhidmta sig frdn svagt irrite-
rande effekter eller utveckla tydliga cytotoxiska effekter. Vid testoptimeringsfasen (11) (12) (13) (14) (15) pavisades
att en inkubationstid pd 42 timmar efter behandlingen 4r optimal.

MTT-metoden dr en validerad kvantitativ metod som ska anvindas i denna testmetod for att mita cellviabiliteten.
Den kan anvindas pd en tredimensionell vdvnadsmodell. Vavnadsprovet placeras i en MTT-losning av limplig
koncentration (t.ex. 0,3—1 mg/ml) i 3 timmar. Den kondenserade bld formazanprodukten extraheras sedan fran
vivnaden med ett losningsmedel (t.ex. isopropanol, sur isopropanol) och koncentrationen av formazan mits
genom bestimning av OD vid 570 nm med ett filterbandpass pd hogst + 30 nm.

Testkemikaliens optiska egenskaper eller kemiska verkan pd MTT kan stora bestimningen, vilket leder till en
felaktig uppskattning av viabiliteten (testkemikalien kan forhindra eller vinda firgutvecklingen, men kan dven vara
orsaken till den). Detta kan ske ndr en specifik testkemikalie inte avldgsnas fullstindigt frén vdvnaden genom
skoljning eller ndr den penetrerar 6verhuden. Om testkemikalien reagerar direkt pd MTT (dvs. MTT-reduktion
sker), dr naturfirgad eller firgas under behandlingen av vdvnaden, bor ytterligare kontroller goras sd att man kan
uppticka och korrigera for testkemikaliens storande inverkan pd tekniken for mitning av viabiliteten. Detaljerad
beskrivning hur direkt MTT-reduktion och storningar av firgimnen kan korrigeras finns i de operativa standard-
forfarandena for de tre validerade metoderna (26) (27) (28).
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Kriterier for godkdnnande

27. For varje metod dir giltiga RhE-modellsatser anvinds (se punkt 21) ska de vdvnader som behandlats med negativ
kontroll visa ett OD-virde som avspeglar kvaliteten pd vdvnader som har foljt alla transport- och mottagnings-
forfaranden och alla protokollprocesser. Kontrollernas OD-virden bor inte ligga under de historiskt faststdllda
grinserna. Likasd bor vivnader som behandlats med den positiva kontrollkemikalien (5-procentig vattenlosning av
natriumdodekylsulfat) avspegla deras forméga att ge respons pa en irritationsframkallade kemikalie i testmetodens
betingelser (26) (27) (28). Limpliga maétt for variationerna mellan vavnadsbitarna bor faststillas (om t.ex. standard-
avvikelser anvands bor de ligga inom det ensidiga toleransintervall pa 95 % som berdknats enligt historiska data,
och for den validerade referensmetoden bor standardavvikelsen ligga under 18 %).

Tolkning av resultaten och forutsigbarhetsmodell

28. De OD-virden som erhalls for varje testkemikalie kan anvindas for att beridkna procentuell viabilitet jamf6rt med
den negativa kontrollen, som faststills till 100 %. Det procentuella viabilitetsgransvirdet skiljer irriterande test-
kemikalier fran icke-klassificerade testkemikalier, och det eller de statistiska forfarande(n) som anvinds for att
utvirdera resultaten och identifiera irriterande dmnen ska vara klart definierade och dokumenterade och ska vara
bevisat lampliga. Gransvirdena for forutsigelse av irritation anges nedan.

— Testkemikalien anses vara irriterande for huden enligt kategori 2 i FN:s GHS eller CLP-férordningen om
vdvnadsviabiliteten efter exponering och efterféljande inkubation 4r mindre 4n eller lika med (<) 50 %.

— Beroende pd den rittsliga ram inom vilken resultaten frén denna testmetod anvinds, kan testkemikalien anses
vara icke-irriterande for huden enligt 'ingen kategori’ enligt FN:s GHS eller CLP-férordningen om vévnads-
viabiliteten efter exponeringen och efterfoljande inkubation ar mer dn (>) 50 %.

DATA OCH RAPPORTERING
Data

29. For varje omgdng ska data fran enskilda vdvnadsbitar (t.ex. OD-vdrden och data om beriknad procentuell cell-
viabilitet for varje testkemikalie, inklusive klassificering) rapporteras i tabellform, i tillimpliga fall 4ven data fran
upprepade forsok. Dessutom ska medelvarden + standardavvikelser for varje omgéng rapporteras. Observerade
interaktioner med MTT-reagenser och firgade testkemikalier ska rapporteras for varje testad kemikalie.

Testrapport

30. Testrapporten ska innehdlla f6ljande information:

Test- och kontrollkemikalier:
— Kemikaliens namn — CAS-namn och -nummer, EG-namn och -nummer, om kinda.
— Kemikaliens renhet och sammansittning (i procent per vikt).

— Fysikaliska/kemiska egenskaper som ir relevanta for utforandet av undersokningen (t.ex. fysiskt tillstdnd,
stabilitet och flyktighet, pH-vdrde och vattenloslighet, om kinda).

— Behandling av test- och kontrollimnen fore testning, om detta dr tillimpligt (t.ex. uppvarmning, finfordelning).

— Lagringsforhéllanden.

Motivering for den RhE-modell och det protokoll som anvints.
Testbetingelser:
— Cellsystem.

— Fullstindig stodjande information for den specifika RhE-modell som anvints, inklusive modellens prestanda.

Informationen ska omfatta men inte vara begrinsad till foljande:
i) Viabilitet.

i)
ii) Barridrfunktion.
iii) Morfologi.
iv) Reproducerbarhet och férutsigbarhet.
v) Kvalitetskontroller av modellen.
— Detaljerade uppgifter om forsoksforfarandet.

— Anvinda testdoser, exponeringens varaktighet och inkubationstid efter behandlingen.

— Beskrivning av eventuella modifieringar av forsoksforfarandet.
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— Hénvisning till historiska uppgifter om modellen. Dessa ska omfatta men inte vara begrinsade till foljande:

i) Uppgifter om huruvida kvalitetskontrolldata dr godtagbara med avseende pd historiska uppgifter om
respektive anvind sats.

ii) Uppgifter om huruvida de positiva och negativa kontrollvirdena dr godtagbara med avseende pa positiva
och negativa medelvirden och virdeomraden.

— Beskrivning av anvinda utvirderingskriterier, inklusive motivering for valet av forutsdgbarhetsmodellens grin-
svarde(n).

— Hanvisningar till historiska kontrolldata.

Resultat:
— Data i tabellform for enskilda testkemikalier for varje omgang och varje vivnadsmitning.
— Uppgifter om kontroller som anvints for direkt MTT-reduktion och/eller firgade testkemikalier.

— Beskrivning av Ovriga observerade effekter.

Diskussion om resultaten.

Slutsatser.
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Tilldgg 1
Definitioner

Exakthet: Métt pd hur vl testmetodresultaten och de godtagna referensvirdena overensstimmer med varandra. Ex-
akthet ar ett métt pd testmetodens prestanda och en relevansaspekt. Detta begrepp anvinds ofta omvixlande med
’konkordans’ for att beskriva andelen korrekta resultat med en testmetod (9).

Cellviabilitet: En parameter for att médta den totala aktiviteten hos en cellpopulation, t.ex. férmagan hos cellulira
mitokondriella dehydrogenaser att reducera det vitala fairggmnet MTT (3—(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazoli-
umbromid, tiazolylbltt). Denna aktivitet korrelerar, beroende péd den slutpunkt som uppmits och den testutformning
som anvinds, med det totala antalet levande celler och/eller cellernas vitalitet.

Konkordans: Ett matt pa testmetodens prestanda for sddana testmetoder som ger kategoriska resultat, och en aspekt av
relevans. Termen anvinds omvixlande med exakthet och definieras som andelen av alla testade kemikalier som
klassificeras korrekt som positiva eller negativa (9).

ETso: Uppskattas genom bestimning av den exponeringstid som kravs for att minska cellviabiliteten med 50 % vid
applicering av markorkemikalien vid en specificerad, fast koncentration; se dven ICs,.

CLP-forordningen (Europaparlamentets och rddets forordning (EG) nr 1272/2008 av den 16 december 2008 om klassificering,
madrkning och forpackning av dmnen och blandningar): Genom denna férordning genomfors i Europeiska unionen (EU)
FN:s GHS-system for klassificering och mirkning av kemikalier (dimnen och blandningar) (3).

GHS (det globalt harmoniserade systemet for Klassificering och mdrkning av kemikalier — Globally Harmonized System of
Classification and Labelling of Chemicals): Ett system for att klassificera dmnen och blandningar enligt standardiserade
typer och nivéder av fysiska risker, halsorisker och miljorisker och informera om resultaten genom t.ex. piktogram,
signalord, faroangivelser, skyddsangivelser och sikerhetsdatablad i syfte att informera om dmnenas skadliga effekter for
att skydda personer (inklusive arbetsgivare, arbetstagare, transportorer, konsumenter och personal inom riddnings-
tjansten) och miljon (1).

IC50: Kan uppskattas genom bestimning av den koncentration vid vilken en markorkemikalie minskar vivnadernas
viabilitet med 50 % (ICsq) efter en fast exponeringstid; se dven ETs,.

Infinit dos: Den mingd applicerad testkemikalie som 6verstiger den mangd som kravs for att helt ticka hudens yta med
ett jamnt lager.

Me too-test: Ett vardagligt uttryck for en testmetod som strukturellt och funktionellt liknar en validerad och godtagen
referenstestmetod. En sddan testmetod kan vara en kandidat for jamforande validering. Kallas 4ven 'liknande testmetod’

).

Prestandastandarder (PS): Standarder som baseras pa en validerad testmetod och som utgor grunden for utvirdering av
jamforbarheten for en foreslagen testmetod som ar mekaniskt och funktionellt likartad. Dessa standarder omfattar i)
testmetodens grundliggande komponenter, i) en minimiférteckning med referenskemikalier som valts ut frén de
kemikalier som anvints for att pavisa att den validerade metoden fungerar tillfredsstillande och iii) de jamforbara
nivder av exakthet och tillforlitlighet, pa grundval av vad som erhéllits for den validerade testmetoden, som man bor
kunna pévisa for den foreslagna testmetoden nir den utvdrderas med anvindning av minimiforteckningen med
referenskemikalier (9).

Referenskemikalier: Kemikalier som valts for anvindning i valideringsprocessen och for vilka responsen i in vitro- eller in
vivo-referenstestsystem eller pd de berorda arterna dr kdnd. Kemikalierna bor vara representativa for de kemikalieklasser
som testmetoden ar avsedd for och bor representera hela skalan av respons som kan forvintas for de kemikalier som
testas med metoden, frén stark till svag till negativ. Det kan krivas olika uppsittningar referenskemikalier for
valideringsprocessens olika skeden och fér olika testmetoder och testanvindningar (9).
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Relevans: Beskrivning av forhédllandet mellan testet och den berorda effekten och huruvida detta forhdllande dr me-
ningsfullt och anvindbart for ett visst dndamal. Relevansen ar ett matt pa hur vdl man genom testet korrekt kan mita
och forutse den biologiska effekt det giller. Relevans omfattar ocksd Gverviganden om en testmetods exakthet

(konkordans) (9).

Tillforlitlighet: Ett matt pd i vilken utstrickning en testmetod kan reproduceras inom och mellan laboratorier ver tiden
ndr metoden utfors med samma protokoll. Den bedoms genom att man berdknar reproducerbarheten inom och
mellan laboratorier (9).

Ersdttningstest: Ett test som dr utformat att ersitta ett test som anvinds rutinmdissigt och som dr godkdnt for
faroidentifiering och/eller riskbedémning och som har konstaterats ge motsvarande eller bittre skydd av manniskors
eller djurs hilsa eller miljon, enligt det som ar tillimpligt, jimfort med det godkidnda testet, for alla tinkbara test-
ningssituationer och kemikalier (9).

Kanslighet: Den andel av alla positiva/aktiva testkemikalier som klassificeras korrekt i testet. Begreppet dr ett matt pa
exaktheten hos sidana testmetoder som ger kategoriska resultat och dr en viktig faktor vid bedomningen av en
testmetods relevans (9).

Hudirritation: Nir en reversibel skada uppstdr pd huden i upp till fyra timmar efter applicering av en testkemikalie.
Hudirritation 4r en lokal icke-immunogenisk reaktion som uppstar kort efter stimulans (29). Den mest utmérkande
egenskapen 4r den reversibla processen som omfattar inflammatoriska reaktioner och de flesta av de kliniskt karak-
teristiska tecknen pé irritation (hudrodnad, 6dem, kldda och smirta) som hor samman med en inflammatorisk process.

Specificitet: Den andel av alla negativa/inaktiva testkemikalier som klassificeras korrekt i testet. Begreppet ar ett métt pa
exaktheten hos sddana testmetoder som ger kategoriska resultat och dr en viktig faktor vid bedomningen av en
testmetods relevans (9).

Stegvis testningsstrategi: Testning dar testmetoder anvénds i serie s& att de testmetoder som viljs pd varje efterfoljande
nivé bestims pa grundval av foregdende testningsnivd (9).

Testkemikalie (kallas ocksd testimne): Alla dmnen eller blandningar som testas med denna testmetod.

Tilligg 2

Prestandastandarder for bedémning av foreslagna liknande eller modifierade in vitro-metoder med
rekonstruerad human hud (RhE) for att testa hudirritation

INLEDNING

1. Syftet med prestandastandarder ir att tillhandahalla en grund for att faststilla att nya testmetoder, bade dgande-
rittsligt skyddade (dvs. metoder med upphovsritt, varumirke, registrering) och allmint tillgingliga metoder ar
tillrdckligt exakta och tillforlitliga for specifika testningsindamal. Dessa prestandastandarder, som grundar sig pa
validerade och godtagna testmetoder, kan anvindas for att utvirdera tillforlitligheten och exaktheten hos andra
analoga metoder (vardagligt dven kallade me too-test) som grundar sig pa liknande vetenskapliga principer och
som miter eller forutser samma biologiska eller toxikologiska effekt (9).

2. Innan man antar modifierade metoder (dvs. foreslagna potentiella forbattringar av en godkidnd metod) krévs en
utvirdering for att faststilla de foreslagna dndringarnas inverkan pa testets prestanda och i vilken utstrackning
forandringarna paverkar den information som finns att tillgd for de andra komponenterna i valideringsprocessen.
Beroende pd de foreslagna dndringarnas antal och karaktir, genererade data och stodjande dokumentation for
andringarna, bor de antingen vara foremal for samma valideringsprocess som giller for nya testmetoder eller, dar
det ar lampligt, for en begrinsad bedémning av tillforlitlighet och relevans med anvindning av etablerade
prestandastandarder (9).

3. Liknande (me too-metoder) eller modifierade metoder av ndgon av de tre validerade metoderna (EpiSkin™
[validerad referensmetod], EpiDerm™ SIT [EPI-200] och SkinEthic™ RHE) som foreslds for anvindning inom
denna testmetod bor utvirderas for tillforlitlighet och exakthet nir man anvinder kemikalier som representerar
hela skalan av Draizes irritationspodng. Vid utvirderingen med anvindning av de 20 rekommenderade referens-
kemikalierna enligt prestandastandarden (tabell 1) bor de foreslagna liknande eller modifierade metodernas virden
for tillforlitlighet och exakthet vara jimforbara med eller bittre dn de virden som fis med den validerade
referensmetoden (tabell 2) (2) (16). De virden for tillforlitlighet och exakthet som bor nds anges i punkterna
8-12 i detta tilligg. Kemikalier i kategorin ’inte Klassificerad’ (ingen kategori’ enligt FN:s GHS eller CLP-for-
ordningen) och kategorin ’klassificerad’ (kategori 2 enligt FN:s GHS eller CLP-forordningen) (1) som representerar
olika kemiska klasser ingdr, s att den foreslagna metodens tillforlitlighet och exakthet (kdnslighet, specificitet och
totala exakthet) kan jimf6ras med motsvarande virden for den validerade referensmetoden. Metodens tillforlitlig-
het, sdvil som metodens formdga att korrekt identifiera irriterande kemikalier i kategori 2 enligt FN:s GHS eller
CLP-férordningen och, beroende pa den rittsliga ram som giller for de uppgifter som tas fram, dven metodens
formaga att korrekt identifiera 'ingen kategori-kemikalier enligt FN:s GHS eller CLP-forordningen, bor bestimmas
innan metoden anvinds for testning av nya kemikalier.
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Dessa prestandastandarder baserar sig pd EC-ECVAM:s prestandastandarder (8) som uppdaterats enligt FN:s GHS
eller CLP-forordningens system for klassificering och mérkning (1) (3). De ursprungliga prestandastandarderna
faststilldes efter att valideringsstudien hade slutforts (21) och baserade sig pd EU-klassificeringssystemet enligt
kommissionens direktiv 2001/59/EG av den 6 augusti 2001 om anpassning till tekniska framsteg for tjugodttonde
géngen av ridets direktiv 67/548/EEG om tillndrmning av lagar och andra f6rfattningar om klassificering, forpack-
ning och mirkning av farliga dmnen ('). Till {6ljd av att FN:s GHS-system for klassificering och markning antogs i
EU (CLP-forordningen) (3), vilket gjordes mellan slutférandet av valideringsstudien och slutforandet av denna
testmetod (8), har prestandastandarderna uppdaterats. Uppdateringen giller frimst dndringar av i) uppsittningen
referenskemikalier for prestandastandarderna och i) de virden som faststillts for tillforlitlighet och
exakthet (2) (23).

PRESTANDASTANDARDER FOR IN VITRO-TESTMETODER MED RhE FOR HUDIRRITATION

5.

Prestandastandarderna bestdr av f6ljande tre element (9):
I. Testmetodens grundliggande komponenter
II. En minimiforteckning med referenskemikalier.

IMI. Definierade virden for tillforlitlighet och exakthet.

I. Testmetodens grundliggande komponenter

6.

Dessa bestdr av de grundlidggande strukturella, funktionella och forfarandemissiga delarna i en validerad metod
som bor ingd i protokollet for en foreslagen mekaniskt och funktionellt liknande eller modifierad metod. Dessa
komponenter omfattar metodens unika egenskaper, kritiska forfarandemassiga detaljer och dtgarder for kvalitets-
kontroll. Att folja testmetodens grundliggande komponenter hjalper till att sikerstdlla att liknande eller modifie-
rade metoder baserar sig pd samma koncept som den motsvarande validerade referensmetoden (9). Testmetodens
grundliggande komponenter beskrivs i detalj i punkterna 16-21 i testmetoden och testningen bor utforas enligt
foljande:

— Allménna villkor (punkt 16).
— Funktionella villkor, som omfattar
— viabilitet (punkt 17),
— barridrfunktion (punkt 18),
— morfologi (punkt 19),
— reproducerbarhet (punkt 20), och

— kvalitetskontroll (punkt 21).

1. Minimiforteckning over referenskemikalier

7.

Referenskemikalier anvinds for att bestimma tillforlitligheten och exaktheten hos en foreslagen liknande eller
modifierad metod som har pévisats vara strukturellt och funktionellt tillrickligt motsvarande den validerade
referensmetoden eller som representerar en mindre modifiering av en av de tre validerade metoderna, ar jamforbar
med eller dr bittre 4n den validerade referensmetoden (2) (8) (16) (23). De 20 rekommenderade referenskemi-
kalierna som fortecknas i tabell 1 omfattar kemikalier som representerar olika kemiska klasser (dvs. kemiska
kategorier pd grundval av funktionella grupper) och dr representativa for hela skalan av Draizes irritationspodng
(fran icke-irriterande till kraftigt irriterande). Kemikalierna i denna forteckning bestér av tio kemikalier i kategori 2
enligt FN:s GHS eller CLP-forordningen och tio icke-kategoriserade kemikalier, av vilka tre 4r frivilliga kemikalier i
kategori 3 enligt FN:s GHS. Enligt denna testmetod anses den valfria kategorin 3 som ’ingen kategori. Kemika-
lierna som fortecknas i tabell 1 4r valda frin de kemikalier som anvints i optimeringsfasen som foljde pa
forvalidering och i valideringsstudien for den validerade referensmetoden, med avseende pa kemisk funktionalitet
och fysikaliskt tillstaind (14) (18). Dessa referenskemikalier representerar det minsta antal kemikalier som bor
anvandas for att utvirdera exaktheten och tillforlitligheten for foreslagna liknande eller modifierade metoder, men
bor inte anvindas ndr nya metoder tas fram. I situationer dar en kemikalie enligt forteckningen inte finns att tillga,
kan man anvianda andra kemikalier for vilka det finns adekvata in vivo-referensdata, primart fran de kemikalier
som anvants i optimeringsfasen som foljt pd forvalideringen eller valideringsstudien for den validerade referens-
metoden. Om man vill kan ytterligare kemikalier fran andra kemiska klasser for vilka det finns adekvata in vivo-
referensdata liggas till minimiforteckningen over referenskemikalier for ytterligare utvirdering av den foreslagna
testmetodens exakthet.

() EGT L 225, 21.8.2001, s. 1.
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Tabell 1

Minimiférteckning 6ver referenskemikalier for bestimning av exakthet och tillforlitlighet for liknande eller
modifierade RhE-metoder for hudirritation ()

in vitro-kat.
1-brom-4-klorbutan 6940-78-9 Vitska 0 Kat. 2 Ingen Kkat.
dietylftalat 84-66-2 Vitska 0 Ingen Kkat. Ingen Kkat.
naftalendttiksyra 86-87-3 Fast amne 0 Ingen Kat. Ingen kat.
allylfenoxiacetat 7493-74-5 Vitska 0,3 Ingen Kkat. Ingen Kkat.
isopropanol 67-63-0 Vitska 0,3 Ingen Kat. Ingen kat.
4-metyltiobensaldehyd 3446-89-7 Vitska 1 Kat. 2 Ingen kat.
metylstearat 112-61-8 | Fast dmne 1 Ingen kat. Ingen kat.
heptylbutyrat 5870-93-9 Vitska 1,7 Ingen Kkat. Ingen Kkat.
hexylsalicylat 6259-76-3 Vitska 2 Ingen Kat. Ingen kat.
kanelaldehyd 104-55-2 Vitska 2 Kat. 2 Ingen kat.
(Valfri kat. 3) ()

1-dekanol (?) 112-30-1 Viitska 2,3 Kat. 2 Kat. 2
cyklamenaldehyd 103-95-7 Vitska 2,3 Kat. 2 Kat. 2
1-bromhexan 111-25-1 Vitska 2,7 Kat. 2 Kat. 2
2-klormetyl-3, 5-dimetyl-4-metoxipyridin 86604-75-3 | Fast amne 2,7 Kat. 2 Kat. 2
HCl

di-n-propyldisulfid (?) 629-19-6 Vitska 3 Ingen kat. Kat. 2
kaliumhydroxid (5 % vattenlosning) 1310-58-3 Vitska 3 Kat. 2 Kat. 2
bensentiol, 5-(1,1-dimetyletyl)-2-metyl 7340-90-1 Vitska 3,3 Kat. 2 Kat. 2
1-metyl-3-fenyl-1-piperazin 5271-27-2 | Fast dmne 3,3 Kat. 2 Kat. 2
heptanal 111-71-7 Vitska 3,4 Kat. 2 Kat. 2
tetrakloretylen 127-18-4 Vitska 4 Kat. 2 Kat. 2

(") Urvalet kemikalier baserar sig pa foljande kriterier: i) kemikalierna finns kommersiellt tillgingliga, ii) de 4r representativa for hela
skalan av Draizes irritationspodng (fran icke-irriterande till kraftigt irriterande), iii) de har en val definierad kemisk struktur, iv) de ar
representativa for den kemiska funktionalitet som anvands i valideringsprocessen och v) de ar inte forknippade med ndgon extremt
toxisk profil (tex. karcinogena eller toxiska for reproduktionssystemet) och de ar inte forknippade med orimliga
bortskaffningskostnader.

(%) Kemikalier som dr irriterande pa kanin men for vilka det finns tillforlitliga beligg om att de inte ar irriterande for manniskor (31)
(32) (33).

(’) Enligt FN:s GHS, inte enligt CLP-forordningen.
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[Il. Definierade virden for tillférlitlighet och exakthet.

8. For att etablera tillforlitligheten och relevansen for foreslagna liknande eller modifierade metoder som kan
overforas mellan laboratorier bor alla 20 referenskemikalierna i tabell 1 testas i minst tre laboratorier. Om den
foreslagna metoden endast ska anvindas i ett enskilt laboratorium kravs inte testning i flera laboratorier for
valideringen. Det 4r 4nda av storsta vikt att sddana valideringsstudier bedoms fristdende av internationellt erkinda
valideringsorgan, i enlighet med internationella riktlinjer (9). Alla 20 referenskemikalierna ska i varje laboratorium
testas vid tre oberoende omgéngar som genomférs med olika vdvnadsuppsittningar och med tillrdckliga tids-
intervaller mellan varandra. Varje omgéng ska minst bestd av tre parallellt testade vdvnadsbitar for varje berord
testkemikalie, negativ kontroll och positiv kontroll.

9. Vid berdkningen av virden for tillforlitlighet och exakthet for den foreslagna metoden bor alla de fyra nedan
angivna kriterierna beaktas, for att garantera att tillforlitlighet och relevans bestims pé ett forhandsdefinierat och
enhetligt sitt:

1. Endast data frén testomgdngar som ingdr i fullstindiga sekvenser fir anvindas for berdkning av metodens
variabilitet inom och mellan laboratorier och forutsigande kapacitet (exakthet).

2. Den slutliga klassificeringen for varje referenskemikalie i varje deltagande laboratorium ska goras genom att
anvinda viabilitetsmedelvirdet for de olika omgangarna som ingar i en fullstindig sekvens.

3. Endast data som erhallits for kemikalier for vilka det har gjorts fullstindiga sekvenser av testomgdngar i alla
deltagande laboratorier far anvindas for berdkning av metodens variabilitet mellan laboratorier.

4. Virdena for exakthet ska berdknas pa grundval av de enskilda laboratoriernas forutsagelser som erhéllits for de
20 referenskemikalierna vid de olika deltagande laboratorierna.

I detta sammanhang avses med sekvens av omgdngar tre oberoende testomgdngar vid ett laboratorium for en
testkemikalie. En fullstindig sekvens av omgdngar ir en sekvens for en testkemikalie vid ett laboratorium dir
alla tre testomgédngarna ir giltiga. Det betyder att en enskild ogiltig omgédng gor hela sekvensen pa tre omgangar
ogiltig.

Reproducerbarhet inom laboratorier

10. En utvdrdering av reproducerbarheten inom ett laboratorium bér ge en konkordans for klassificeringar (kategori 2
och ’ingen kategori’ enligt FN:s GHS eller CLP-férordningen) som erhalls i olika och oberoende testomgangar med
de 20 referenskemikalierna vid ett enda laboratorium. Konkordansen ska vara lika med eller hogre () dn 90 %.

Reproducerbarhet mellan laboratorier

11. En utvérdering av reproducerbarheten mellan laboratorier r inte nddvindig om den foreslagna metoden endast
ska anvindas vid ett enskilt laboratorium. For metoder som ska overforas mellan laboratorier ska den konkordans
for klassificeringarna (kategori 2 och 'ingen kategori’ enligt FN:s GHS eller CLP-forordningen) som erhélls i olika
och oberoende testomgdngar med de 20 referenskemikalierna mellan helst minst tre laboratorier vara lika med
eller hogre (2) dn 80 %.

Forutsigande kapacitet (exakthet)

12. Exaktheten (kinslighet, specificitet och total exakthet) for den foreslagna liknande eller modifierade metoden bor
vara jamforbar med eller bittre 4n exaktheten for den validerade referensmetoden, med beaktande av tillaggs-
information rérande relevans hos arten i frdga (tabell 2). Kinsligheten ska vara lika med eller hogre (2) dn 80 %
(2) (8) (23). Det finns ocksé en ytterligare sirskild begrinsning som giller for kinsligheten hos den foreslagna in
vitro-metoden sétillvida att endast tvd in vivo-kemikalier i kategori 2, 1-dekanol och di-n-propyldisulfid, far klas-
sificeras felaktigt som ’ingen kategori’ av fler 4n ett deltagande laboratorium. Specificiteten ska vara lika med eller
hogre (2) d4n 70 % (2) (8) (23). Det finns inga ytterligare begransningar rorande specificiteten for den foreslagna in
vitro-metoden, dvs. de deltagande laboratorierna far felklassificera in vivo-kemikalier som 'ingen kategori’ s linge
som testmetodens slutliga specificitet ligger inom det godtagbara omradet. Den totala exaktheten ska vara lika
med eller hogre (2) 4n 75 % (2) (8) (23). Aven om den validerade referensmetodens kinslighet beriknad for de 20
referenskemikalierna som fortecknas i tabell 1 dr lika med 90 %, dr det definierade minimivirdet for kinsligheten
som krédvs for alla liknande eller modifierade metoder som Gvervigs satt till 80 %, eftersom bade 1-dekanol (en
granskemikalie) och di-n-propyldisulfid (falsk negativ i den validerade referensmetoden) ar kidnda for att vara icke-
irriterande for manniska (31) (32) (33), d4ven om de identifieras som irriterande dmnen i kanintest. Eftersom RhE-
modellerna 4r baserade pa celler av manskligt ursprung kan de forutsiga att dessa kemikalier inte ar irriterande
(ingen kategori’ enligt FN:s GHS eller CLP-férordningen).
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Tabell 2

Forutsigande virden for kinslighet, specificitet och total exakthet som krivs for att en liknande eller

modifierad metod ska anses vara giltig

Kinslighet Specificitet Total exakthet

> 80 % >70% 275%

Kriterier for godkannande av ett forsok

13

14.

. Det dr majligt att ett eller flera test som hor samman med en eller flera testkemikalier inte uppfyller kriterierna for

godkint for test- och kontrollkemikalierna eller inte kan godkidnnas av andra orsaker. For att komplettera data
som saknas dr det tillatet att for varje testkemikalie gora hogst tvé tilliggstest (omtestning). Det betyder alltsd att
da dven positiv kontroll och negativ kontroll maste testas parallellt vid omtestning far man genomfora hogst tvd
extra omgangar for varje testkemikalie.

Det dr mojligt, dven efter omtestning, att det minimiantal pa tre giltiga omgdngar som krivs for varje testad
kemikalie inte erhdlls for varje referenskemikalie i varje deltagande laboratorium, och dé dr den resulterande
datamatrisen ofullstindig. I sddana fall bor alla foljande tre kriterier uppfyllas for att datauppsittningarna ska anses
vara godtagbara:

1. Det bor finnas minst en fullstindig sekvens av omgdngar for alla 20 referenskemikalierna.

2. I minst tre deltagande laboratorier méste minst 85 % av sekvenserna vara fullstindiga (for 20 kemikalier, dvs. 3
ogiltiga sekvenser tilldts i ett enskilt laboratorium).

3. Minst 90 % av alla méjliga sekvenser fran minst tre laboratorier maste vara fullstandiga (for 20 kemikalier som
testats i tre laboratorier, dvs. totalt tillits 6 ogiltiga sekvenser).”

3. Foljande kapitel ska liggas till:

”B.49. MIKRONUKLEUSTEST AV DAGGDJURSCELLER IN VITRO

INLEDNING

1.

Mikronukleustest in vitro (MNvit) ar ett genotoxicitetstest for att uppticka mikrokérnor i cytoplasmat i interfas-
celler. Mikrokidrnor kan hirrora fran acentriska kromosomfragment (dvs. en centromer saknas) eller fran hela
kromosomer som inte kan migrera till polerna under det anafasa steget av celldelningen. Genom testet uppticks
aktiviteten hos klastogena och aneugena kemikalier (imnen och blandningar) (1) (2) i celler som har genomgétt
celldelning under eller efter exponering for testimnet. Denna testmetod ger mojlighet att anvinda protokoll med
och utan aktinpolymeriseringsinhibitorn cytokalasin B (cytoB). Tillsdttning av cytoB fore mitosen gor det mojligt
att identifiera och selektivt analysera frekvensen mikrokarnor i celler som har slutfort en mitos eftersom sddana
celler dr binukledra (3) (4). Denna testmetod gor det ocksd mojligt att anvanda protokoll utan blockering av
cytokines, forutsatt att det finns beldgg for att den analyserade cellpopulationen har genomgétt mitos.

Utover MNvit-metoden for att identifiera kemikalier (dmnen och blandningar) som inducerar mikrokdrnor kan
man dven anvidnda blockering av cytokines, immunokemisk markning av kinetochorer eller hybridisering med
centromeriska/telomeriska prober (FISH-teknik, Fluorescens In Situ Hybridisation) for att fd information om meka-
nismerna for kromosomskador och bildningen av mikrokdrnor (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16).
Mirknings- och hybridiseringsteknik kan anvindas nar det forekommer okad bildning av mikrokdrnor och man
vill sld fast om Okningen ér resultatet av klastogena och/eller aneugena hindelser.

Mikrokérnorna representerar skador som har formedlats till dotterceller, medan kromosomavvikelser som detek-
teras i metafasceller inte alltid formedlas. Eftersom mikrokérnor i interfasceller kan bedomas relativt objektivt,
behover laboratoriepersonalen endast bestimma huruvida cellerna har genomgétt delning eller inte och hur ménga
celler som innehéller mikrokarna. Darfor kan detekteringen goras relativt snabbt och analysen kan automatiseras.
D4 kan man detektera tusentals i stillet for hundratals celler per behandling, vilket okar forsokets tyngd. Eftersom
mikrokdrnor kan uppstd frin isolerade kromosomer finns det ocksd mojlighet att detektera aneuploidiframkal-
lande dmnen som 4r svéra att undersoka genom konventionella kromosomavvikelsetest, t.ex. OECD:s testriktlinje
473 (kapitel B.10 i denna bilaga) (17). MNvit-metoden ger dock inte mojlighet att utan sirskilda tekniker sdsom
FISH enligt beskrivningen i punkt 2 skilja mellan kemikalier som inducerar polyploidi fran sddana kemikalier som
inducerar klastogenicitet.
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4.

MNvit-metoden ér en in vitro-metod ddr man i regel anvinder odlade celler frin ménniska eller gnagare. Metoden
ger tillgdng till en omfattande bas for undersokning av kromosomskadepotentialen in vitro eftersom bade aneu-
gener och klastogener kan upptickas.

MNvit-metoden ar robust och effektiv for ett flertal celltyper, med eller utan tillsats av cytoB. Det finns omfattande
data som stod for att MNvit-metoden ar giltig for ett flertal gnagarcellinjer (CHO, V79, CHL/IU och L5178Y) och
lymfocyter fran manniska (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31). Dessa data kommer
bland annat frin internationella valideringsstudier samordnade av Société Francaise de Toxicologie Génétique
(SFTG) (18) (19) (20) (21) (22) och rapporter frén International Workshop on Genotoxicity Testing (4) (16).
Tillgingliga data har ocksd omvaliderats i en retrospektiv sammanvigd (weight-of-evidence) valideringsstudie vid
Europiska centret for bestimning av alternativa metoder (ECVAM), och testmetoden har erkints som vetenskapligt
giltig av ECVAM:s vetenskapliga radgivande kommitté (ESAC) (32) (33) (34). Man har beskrivit anvindningen av
TK6 lymfoblastoidceller frin manniska (35), HepG2-celler (36) (37) och embryoceller fran syrisk hamster (38),
dven om de inte har anvints i valideringsstudier.

DEFINITIONER

6.

Definitioner av begreppen finns i tilligg 1.

INLEDANDE OVERVAGANDEN

7.

For testning in vitro krdvs i regel ett exogent system for metabolisk aktivering, om cellerna inte dr metaboliskt
kompetenta i frdga om de dmnen som testas. Det exogena metaboliska aktiveringssystemet efterliknar inte helt
forhdllandena in vivo. Man bor ocksd se till att undvika sddana forhdllanden som leder till artefaktiska positiva
resultat som inte aterspeglar den verkliga mutageniciteten och kan ha sin orsak i faktorer sisom markerade
andringar av pH eller osmolalitet eller hog cytotoxicitet (39) (40) (41). Om testkemikalien orsakar dndring av
pH i mediet vid tillsittningstidpunkten bor pH justeras, foretridesvis genom buffring av stamlosningen sd att alla
volymer hélls lika stora vid alla testkoncentrationer och for alla kontroller.

For analysen av induktion av mikrokdrnor dr det av central betydelse att mitos har intréffat i bdde de behandlade
och obehandlade odlingarna. Det mest informativa stadiet for detektering av mikrokdrnor 4r nir cellerna har
slutfort en mitos under eller efter behandling med testimnet.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

9.

10.

Cellodlingar fran manniska eller diggdjur exponeras for testimnet bdde med och utan exogent metaboliskt
aktiveringssystem, utom om de celler som anvinds har tillricklig metaboliserande kapacitet. Parallella kontroller
med losningsmedel/vehikel och positiva kontrollkemikalier ska ingd i alla test.

Under eller efter exponering for testimnet odlas cellerna tillrackligt linge for att kromosomskador eller spindel-
fiberskador ska leda till att mikrokdrnor bildas i interfascellerna. For induktion av aneuploidi bor testaimnet i regel
finnas ndrvarande under mitosen. Interfascellerna skordas och firgas in och nirvaron av mikrokdrnor analyseras.
Idealiskt sett bor man for detekteringen av mikrokdrnor endast anvinda celler som har slutfort mitosen under
exponeringen for testimnet eller under perioden efter exponeringen, om en sddan anvinds. I odlingar som har
behandlats med en cytokinesinhibitor uppnas detta genom att endast analysera binukledra celler. Om blockering
av cytokines inte anvinds 4r det viktigt att pavisa att de analyserade cellerna sannolikt har genomgétt celldelning
under eller efter exponeringen for testimnet. Oavsett protokoll dr det viktigt att pévisa att cellproliferation har
skett bade i kontrollodlingarna och de behandlade odlingarna, och omfattningen av testimnesinducerad cytotox-
icitet eller cytostas ska bedomas i de odlingar (cller parallella odlingar) som &r foremél for analys av mikrokérnor.

TESTBESKRIVNING

Forberedelser

11

. Man kan anvinda odlade priméra perifera blodlymfocyter frdn ménniska (5) (19) (42) (43) och celler frdn ett antal
gnagarcellinjer sdsom CHO, V79, CHL/IU och L5178Y (18) (19) (20) (21) (22) (25) (26) (27) (28) (30). An-
vindning av andra cellinjer och celltyper bor motiveras pd grundval av deras pavisade prestanda med denna
metod, enligt det som anges i avsnittet om kriterier for godkdnnande. Eftersom bakgrundsforekomsten av
mikrokdrnor paverkar forsokets kinslighet, rekommenderas att man anvinder celltyper med en ldg stabil bak-
grundsforekomst av mikrokdrnbildning.
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12

13.

14.

15.

16.

17.

18.

. De humana perifera blodlymfocyterna ska tas fran unga (cirka 18-35 &r) rokfria individer utan tidigare kidnd
exponering for genotoxiska kemikalier eller stralning. Om celler frdn fler dn en givare poolas for anvindning bor
antalet givare anges. Forekomsten av mikrokirnor okar med &ldern och denna trend dr mera markerad hos
kvinnor 4n hos min (44), vilket bor beaktas nir man viljer celler fér poolning.

Medier och odlingsbetingelser

Limpliga odlingsmedier och inkubationsforhallanden (odlingskirl, CO,-halt, temperatur och luftfuktighet) bor
viljas for odlingarna. Etablerade cellinjer och stammar bér rutinmissigt kontrolleras med avseende pd det modala
kromosomantalets stabilitet och franvaro av kontaminerad mykoplasma, och fér inte anvindas om kontamination
har skett eller om det modala kromosomantalet har dndrats. Den normala cellcykeltiden vid de odlingsbetingelser
som anvinds i laboratoriet bor vara kind. Om blockering av cytokines anvinds bor koncentrationen av cytoki-
nesinhibitor vara optimerad for den berorda celltypen och bor dven ha pévisats kunna ge en god skord av
binukledra celler for analys.

Beredning av odlingarna

Etablerade cellinjer och stammar: celler dras upp fran stamkulturer, inokuleras i ett odlingsmedium vars densitet ar
sadan att det inte sker sammanvixning i enkelskiktsodlingar och att suspensionsodlingar inte ndr for hog densitet
fore skorden, och inkuberas vid 37 °C.

Lymfocyter: helblod behandlat med en antikoagulant (t.ex. heparin) eller separerade lymfocyter odlas i ett medium
som innehdller en mitogen (t.ex. fytohemaglutinin) fore exponering for testimnet och cytoB.

Metabolisk aktivering

Exogena metaboliserande system bor anvindas nir cellerna inte har tillricklig endogen metabolisk kapacitet. Det
mest anvinda systemet dr en kofaktorstodd post-mitokondriell fraktion (S9) beredd ur lever frén gnagare som
behandlats med enzyminducerande dmnen sdsom Aroclor 1254 (45) (46) eller en kombination av fenobarbiton
och f-naftoflavon (46) (47) (48) (49). Den senare kombinationen bryter inte mot Stockholmkonventionen om
langlivade organiska fororeningar (50) eller férordning (EG) nr 850/2004 om ldnglivade organiska fororeningar
(66) och har visat sig vara lika effektiv som Aroclor 1254 nir det giller att inducera monooxygenaser (‘mixed-
function oxidases) (46) (47) (48) (49). S9-fraktionen anvinds typiskt i koncentrationer mellan 1-10 % (volym/
volym) i det slutliga testmediet. Forhéllandena i ett system for metabolisk aktivering kan bero pé vilken klass av
kemikalie som testas och i vissa fall kan det vara lampligt att anvidnda mer dn en S9-koncentration.

Genetiskt framstillda cellinjer som uttrycker specifika aktiverande enzymer fér ménniska eller gnagare kan
eliminera behovet av ett exogent system for metabolisk aktivering och kan anvindas som testceller. I sidana
fall bor valet av cellinjer underbyggas vetenskapligt, t.ex. genom monooxygenasernas relevans for testimnets
metabolism (51) och deras respons pa kianda klastogener och aneugener (se avsnittet om kriterier for godkan-
nande). Hdr bor konstateras att de amnen som testas kanske inte metaboliseras av monooxygenaser, och i sidana
fall indikerar negativa resultat inte att testimnet inte kan inducera mikrokérnor.

Beredning av testimnet

Fasta kemikalier bor 16sas upp i eller blandas med limpliga l16sningsmedel eller vehiklar och vid behov spadas ut
innan cellerna behandlas. Flytande kemikalier kan tillsttas direkt till testsystemen och/eller spadas ut fore behand-
lingen. Gaser eller flyktiga kemikalier bor testas genom limpliga modifikationer av standardprotokollen, sdsom
behandling i slutna karl (52) (53). Testimnesberedningarna bor vara firska, utom om stabilitetsdata visar att
lagring kan godkinnas.

Forsoksbetingelser

19.

Losningsmedel/vehiklar

Losningsmedlet/vehikeln fir inte reagera med testimnet, leda till att cellerna inte 6verlever eller att S$9-aktiviteten
inte kan uppritthéllas vid den anvinda koncentrationen. Om andra dn viletablerade 16sningsmedel/vehiklar (t.ex.
vatten, cellodlingsmedier, dimetylsulfoxid) anvinds bor detta motiveras med data om deras forenlighet med
testimnet och avsaknad av genetisk toxicitet. Det rekommenderas att man alltid nir det dr mojligt Gvervager
vattenbaserade 1osningsmedel/vehiklar som forsta alternativ.
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20.

21.

22.

23,

24,

25.

26.

27.

28.

Anvindning av cytoB som cytokinesinhibitor

En av de viktigaste faktorerna ndr det giller MNvit-metodens resultat ar att se till att de celler som analyseras har
slutfort mitosen under behandlingen eller under eventuell inkubationsperiod efter behandlingen. CytoB ir det
damne som oftast anvinds for blockering av cytokines eftersom det hindrar aktinbildning och sédledes hindrar
separationen av dotterceller efter mitosen sd att binukleira celler kan bildas (5) (54) (55). Analysen av mikrokir-
nor kan dd begrinsas till celler som har genomgétt mitos under eller efter behandlingen. Samtidigt kan man mita
testaimnets effekt pd cellproliferationskinetiken. CytoB ska anvindas som cytokinesinhibitor nar humana lymfo-
cyter anvands eftersom cellcykeltiderna varierar mellan odlingar och mellan givare och eftersom inte alla lymfo-
cyter ger respons pa fytohemaglutinin. Aven andra metoder har anvints vid testning av cellinjer for att bestimma
om de celler som analyseras har delat sig; dessa metoder behandlas nedan (se punkt 26).

Laboratoriet bor faststilla limplig koncentration av cytoB for varje celltyp i syfte att nd optimal forekomst av
binukleira celler i kontrollodlingarna for 16sningsmedel/vehikel. Limplig cytoB-koncentration ir i regel 3-6 pg/ml.

Mitning av cellproliferation och cytotoxicitet och val av exponeringskoncentrationer

Vid bestimning av den hogsta testimneskoncentrationen ska man undvika koncentrationer som kan ge artefak-
tiska positiva resultat, t.ex. for kraftig cytotoxicitet, utfillning i odlingsmediet och markerade dndringar av pH eller
osmolalitet (39) (40) (41).

Cellproliferationen bor mitas for att se till att de behandlade cellerna har genomgatt mitos under forsoket och att
behandlingarna gors pd limpliga nivder av cytotoxicitet (se punkt 29). Om cytoB inte anvinds ska cytotoxiciteten
bestimmas med och utan metabolisk aktivering i celler som kraver metabolisk aktivering, med anvindning av den
relativa 6kningen av antalet celler eller relativ populationsfordubbling (se tilldgg 2 for formler). Nér cytoB anvinds
kan cytotoxiciteten bestimmas med anvindning av replikeringsindex (se tilligg 2 for formel).

Behandling av odlingarna med cytoB och mitning av de relativa forekomsterna av mononukledra, binukledra och
multinukleidra celler i odlingen ar en exakt metod for kvantifiering av effekten pé cellproliferationen och behand-
lingens cytotoxiska eller cytostatiska aktivitet (5) och sakerstiller att endast celler som har delat sig under eller
efter behandlingen analyseras.

I forsok dir cytoB anvinds kan cytostas/cytotoxicitet kvantifieras genom att bestimma proliferationsindex vid
cytokinesinhibering (Cytokinesis-Block Proliferation Index, CBPI) (5) (26) (56) eller hirledas fran replikeringsindex
(RI) fran minst 500 celler per odling (se tilligg 2 for formler). Ndr cytoB anvinds for att bedoma cellproliferation
bor CBPI eller RI bestimmas pa grundval av minst 500 celler per odling. Dessa dtgiarder och andra kan anvindas
for att uppskatta cytotoxiciteten genom jimforelse av virden for behandlade odlingar och kontrollodlingar.
Bedomning av andra markorer for cytotoxicitet (t.ex. sammanvixning, cellantal, apoptos, nekros, antalet metafa-
ser) kan ge virdefull information.

I studier utan cytoB dr det nodvindigt att pavisa att de celler i odlingen som analyseras har genomgatt delning
under eller efter behandling med testimnet. Annars kan man f3 falsk negativ respons. Till de metoder som har
anvants for att se till att cellerna som analyseras har delat sig hor tillsdttning och dirpé foljande detektering av
bromodeoxiuridin (BrdU) for att identifiera celler som har delat sig (57), bildning av kloner nir celler frén
permanenta cellinjer behandlas och analyseras in situ pd ett objektglas (proliferationsindex (PI) (25) (26) (27)
(28) eller mitning av relativ populationsférdubbling (RPD) eller relativ okning av celltal (RICC) eller andra provade
metoder (16) (56) (58) (59) (se tillagg 2 for formler). Beddmning av andra markérer for cytotoxicitet eller cytostas
(t.ex. ssammanvéxning, celltal, apoptos, nekros, antal metafaser) kan ge vérdefull information.

Minst tre analyserbara testkoncentrationer bor utvirderas. For att uppnd detta kan det vara nodvindigt att
genomfora forsoket med ett storre antal nidra varandra liggande koncentrationer och analysera bildningen av
mikrokarnor i de koncentrationer som ger en limplig cytotoxicitetsskala. En alternativ strategi dr att utfora ett
preliminért cytotoxicitetstest for att fa ett snavare intervall for det definitiva testet.

Den hogsta koncentrationen ska vara avsedd att ge en cytotoxicitet pd 55 £ 5 %. Hogre nivder kan inducera
kromosomskada som en bieffekt av cytotoxicitet (60). Nar det uppstdr cytotoxicitet ska de valda testkoncent-
rationerna ticka en skala som striacker sig fran den koncentration som ger 55 * 5 % cytotoxicitet till den som ger
liten eller ingen cytotoxicitet.
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29

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

. Om ingen cytotoxicitet eller utféillning observeras ska de hogsta testkoncentrationerna motsvara 0,01 M, 5 mg/ml
eller 5 pl/ml, enligt det som &r ligst. De koncentrationer som viljs for analys ska i regel vara separerade med
hogst 10. For testimnen som har en brant koncentration-responskurva kan det vara nodvindigt att anvinda
ndrmare liggande testimneskoncentrationer sd att odlingarna i intervallen for moderat och 1ag toxicitet ocksa blir
analyserade.

Om losligheten ar en begrinsande faktor ska den hogsta koncentrationen, forutsatt att denna inte begransas av
cytotoxicitet, vara den ldgsta koncentration vid vilken minimal utfillning ér synlig i odlingarna, forutsatt att
analysen inte stors. Utvirdering av utfillning bor goras med metoder som ljusmikroskopi med detektering av
utféllning som bestdr eller uppstdr under odlingen (vid slutet av behandlingen).

Kontrollgrupper

Parallella positiva och negativa kontroller (16sningsmedel eller vehikel), bdde med och utan metabolisk aktivering,
bor inkluderas i varje forsok.

Positiva kontroller behdvs for att pavisa cellernas och testprotokollets formaga att identifiera klastogener och
aneugener och att bekrifta S9-preparatets metaboliska formdga. For den positiva kontrollen bor man anvinda
kinda inducerare av mikrokarnbildning vid koncentrationer som forvintas ge smd men reproducerbara okningar
over bakgrundsnivan och pavisa testsystemets kanslighet. Koncentrationerna for de positiva kontrollerna bor viljas
pa ett sddant sitt att effekterna ar tydliga men inte omedelbart avslojar de kodade objektglasens identitet for den
som gor avldsningarna.

En klastogen som kraver metabolisk aktivering (t.ex. cyklofosfamid, benso(a)pyren) bor anvindas for att pavisa
den metaboliska formdgan och testsystemets formdga att detektera klastogener. Om det dr motiverat kan andra
positiva kontroller anvandas. Eftersom vissa positiva kontroller som kraver metabolisk aktivering i vissa behand-
lingsforhéllanden eller for vissa cellinjer kan vara aktiva utan exogen metabolisk aktivering, bor behovet av
metabolisk aktivering och aktiviteten hos S9-preparaten testas i de valda cellinjerna och vid de valda koncent-
rationerna.

For ndrvarande kinner man inte till nigra aneugener som kraver metabolisk aktivering for sin genotoxiska
aktivitet (16). Positiva kontroller som for narvarande 4r godkdnda for aneugen aktivitet dr t.ex. kolchicin och
vinblastin. Andra kemikalier kan anvidndas om de endast eller primirt inducerar mikrokdrnor genom aneugen
aktivitet. For att det inte ska behovas tvéd positiva kontroller (for klastogenicitet och aneugenicitet) utan metabolisk
aktivering, kan aneugenicitetskontrollen tjana som positiv kontroll utan S9, och klastogenicitetskontrollen kan
anvindas for att testa limpligheten for det system som anvinds for metabolisk aktivering. De positiva kont-
rollerna for klastogenicitet och aneugenicitet bor anvindas for celler som inte kraver S9. Forslag pé positiva
kontroller finns i tilligg 3.

Anvindning av positiva kontroller relaterade till kemisk klass kan ocksd Gvervdgas nar limpliga kemikalier finns
att tillgd. Alla positiva kontroller bor vara limpliga for celltypen och aktiveringsforhallandena.

Losningsmedels-/vehikelkontroller bor ingd for varje skordningstidpunkt. Dessutom bor man anvinda obehand-
lade negativa kontroller (utan losningsmedel/vehikel), utom om det finns offentliggjorda data eller laboratoriet har
historiska data som pévisar att det valda losningsmedlet inte inducerar genotoxiska eller andra skadliga effekter vid
de koncentrationer som anvénds.

TESTFORFARANDE

Behandlingsschema

37

38.

. For att maximera sannolikheten for att detektera en aneugen eller klastogen som agerar i ett visst skede av
celleykeln ér det viktigt att tillrdckligt antal celler behandlas med testimnet under cellcykelns alla skeden. Behand-
lingsschemat for cellinjer och priméra cellodlingar kan darfor avvika ndgot frén behandlingsschemat for lymfo-
cyter som kréver mitogen stimulering for att inleda sin cellcykel; dessa behandlas i punkterna 41-43 (16).

Teoretiska Gverviaganden och offentliggjorda data (18) tyder pa att de flesta aneugener och klastogener detekteras
med en kortvarig behandlingsperiod pd 3-6 timmar med och utan tillsats av S9, 4tfoljd av borttagning av
testimnet och en tillvaxtperiod pd 1,5-2,0 cellcykler (6). Cellerna skordas vid en tidpunkt som motsvarar cirka
1,5-2,0 ganger den normala (dvs. obehandlade) cellcykelns lingd efter att behandlingen inletts eller vid avslutad
behandling (se tabell 1). Provtagnings- eller skordningstidpunkterna kan senareliggas om det ér kint eller man
misstanker att testimnet paverkar cellcykellingden (t.ex. vid testning av nukleosidanaloger).
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39. Eftersom S9-preparat dr potentiellt cytotoxiska for odlade ddggdjursceller anvinds en f6rlangd exponeringsbehand-
ling pa 1,5-2,0 ganger normal cellcykel endast nar S9 inte ingdr. Vid forlingd behandling finns det alternativ dir
man har mojlighet att behandla cellerna med testkemikalie utan eller med cytoB. Dessa alternativ giller for
situationer dir det kan finnas tvivel rorande eventuell vixelverkan mellan testimnet och cytoB.

40. Forslag till cellbehandlingsscheman finns i tabell 1. Dessa allmdnna behandlingsscheman kan modifieras beroende
pa testimnets stabilitet eller reaktivitet eller de sdrskilda tillvixtegenskaper som giller for de celler som anvénds.
Alla behandlingar bor inledas och avslutas medan cellerna 4r i exponentiell tillvixtfas. Dessa scheman presenteras i
nirmare detalj i punkterna 41-47 nedan.

Tabell 1

Tidpunkter for cellbehandling och skérd nir MNvit-metoden anvinds

Lymfocyter, primra celler och | + S9 Behandla 3-6 timmar med tillsats av S9,
cellinjer behandlade med cy-

toB avldgsna S9 och behandlingsmedium,

tillsatt farskt medium och cytoB,

skorda efter 1,5-2,0 normala cellcykler.

-S9 Behandla 3-6 timmar,
Kort exponering | avldgsna behandlingsmedium,
tillsdtt firskt medium och cytoB,

skorda efter 1,5-2,0 normala cellcykler.

- S9 Alternativ A: Behandla under 1,5-2 normala cellcykler med tillsats
Forlingd av cytoB,
exponering skorda i slutet av exponeringsperioden.

Alternativ B: Behandla under 1,5-2,0 normala cellcykler,
avldgsna testimnet,
tillsdtt firskt medium och cytoB,

skorda efter 1,5-2,0 normala cellcykler.

Cellinjer som behandlas utan cytoB
(samma som de behandlingsscheman som anges ovan utom att cytoB inte tillsitts)

Lymfocyter, primdra celler och cellinjer med cytoB

41. For lymfocyter dr det effektivast att starta exponeringen for testimnet 44-48 timmar efter stimulering med
fytohemaglutinin, nér cykelsynkroniseringen har fallit bort (5). I det forsta forsoket behandlas cellerna 3—6 timmar
med testimnet med och utan tillsats av S9. Behandlingsmediet avldgsnas och ersitts med farskt medium som
innehaller cytoB och cellerna skordas efter 1,5-2,0 normala cellcykler.

42. Om bdda de initiala forsoken med kort (3-6 timmar) behandling 4r negativa eller tvetydiga gors en efterfoljande
forlangd exponeringsbehandling utan S9. Det finns tvd likvirdigt godkdnda behandlingsalternativ att tillgd. Det
kan dock vara limpligare att anvanda alternativ A for stimulerade lymfocyter i fall dir den exponentiella tillvixten
kan minska vid 96 timmar efter stimulering. Likasd ska cellodlingarna inte ha ndtt sammanvixning vid den
slutliga skordningstiden i alternativ B.

— Alternativ A: Cellerna behandlas med testimnet under 1,5-2,0 normala cellcykler och skordas vid behand-
lingstidens slut.

— Alternativ B: Cellerna behandlas med testimnet under 1,5-2,0 normala cellcykler. Behandlingsmediet avligsnas
och ersitts med farskt medium och cellerna skordas efter ytterligare 1,5-2,0 normala cellcykler.

43. Primdra celler och cellinjer ska behandlas pé liknande sitt som lymfocyterna, utom att det inte dr nodvindigt att
stimulera dem med fytohemaglutinin under 44-48 timmar. Andra celler dn lymfocyter ska exponeras si att
cellerna vid forsokets slut fortfarande ar i logfas.



L 193/36

Europeiska unionens officiella tidning

20.7.2012

Cellinjer utan cytoB

44

45

46.

. Cellerna behandlas 3-6 timmar med och utan tillsats av S9. Behandlingsmediet avligsnas och ersitts med farskt
medium och cellerna skordas efter 1,5-2,0 normala cellcykler.

. Om bada de initiala forsoken med kort (3—6 timmar) behandling dr negativa eller tvetydiga gors en efterfoljande
forlingd exponeringsbehandling (utan S9). Det finns tvd likvirdigt godkdnda behandlingsalternativ att tillga.

— Alternativ A: Cellerna behandlas med testimnet under 1,5-2,0 normala cellcykler och skordas vid behand-
lingstidens slut.

— Alternativ B: Cellerna behandlas med testimnet under 1,5-2,0 normala cellcykler. Behandlingsmediet avldgsnas
och ersdtts med farskt medium och cellerna skordas efter ytterligare 1,5-2,0 normala cellcykler.

I enkelskikt kan det finnas mitotiska celler (som identifieras genom att de dr runda och 16sgor sig frin ytan) i
slutet av behandlingen pa 3—6 timmar. Eftersom dessa mitotiska celler enkelt 16sgors, kan de forloras ndr mediet
som innehdller testimnet avligsnas. Man bor vara uppmirksam pé att samla in dem nir odlingarna tvittas och
aterborda dem till odlingarna, for att undvika forlust av celler som undergdr mitos och ér utsatta for risk for
mikrokarnor vid tidpunkten for skord.

Antal odlingar

47

. Dubbla odlingar bor anvindas for varje testimneskoncentration och for 16sningsmedels-/vehikelodlingarna och de
negativa kontrollerna. I fall dar laboratoriets historiska data kan pdvisa minimala variationer mellan dubbla
odlingar kan det vara godtagbart att endast anvinda en odling. I sa fall rekommenderas analys av ett hogre antal
koncentrationer.

Skord av celler och beredning av objektglas

48

49.

. Varje odling skordas och hanteras separat. Forberedningen av cellerna kan inbegripa hypoton behandling, men
detta steg dr inte nodvandigt om tillricklig cellspridning erhalls pd annat sitt. Olika tekniker kan anvindas for
preparering av objektglasen forutsatt att man far cellpreparat av hog kvalitet for analysen. Cellernas cytoplasma
bor behéllas for att ge mojlighet att detektera mikrokdrnor och (vid metoden med blockering av cytokines)
tillforlitlig identifiering av binukledra celler.

Objektglasen kan firgas med olika metoder, sisom Giemsa eller fluorescerande DNA-specifika firgimnen (59).
Anvindningen av ett DNA-specifikt firgdmne (t.ex. akridinorange (61) eller Hoechst 33258 plus pyronin-Y (62))
kan eliminera ndgra av de artefakter som &r associerade med firgdimnen som inte 4r DNA-specifika. Anti-kineto-
chor-antikroppar, FISH-teknik med pancentromera DNA-prober eller primad in situ-mérkning med pancentromer-
specifik primer, tillsammans med limplig DNA-motfirgning kan anvindas for att identifiera innehéllet (kromo-
som/kromosomfragment) av mikrokdrnor om man ir intresserad av mekanismer for hur de bildas (15) (16).
Andra metoder for differentiering mellan klastogener och aneugener kan anvindas om de har visat sig vara
effektiva.

Analys

50. Alla objektglas, inklusive glasen fran 16sningsmedels-/vehikelkontrollerna och de positiva och negativa kontrol-

51.

lerna, bor ges en oberoende kodning fore analysen med mikroskop. Alternativt kan kodade prover analyseras med
anvindning av ett validerat och automatiskt system for flodescytometri eller bildanalys.

I cytoB-behandlade odlingar bor forekomsten av mikrokdrnor analyseras i minst 2 000 binukledra celler per
koncentration (minst 1 000 binukledra celler per odling, tvd odlingar per koncentration). Om enkla odlingar
anvinds bor minst 2 000 binukleira celler per koncentration analyseras ur odlingen. Om betydligt mindre antal
dn 1 000 binukleira celler per odling, eller 2 000 om en enkel odling anvinds, finns att tillgd for analys for varje
koncentration och en visentlig 6kning av mikrokirnor inte uppticks, bor testet upprepas med anvindning av
flera celler eller vid mindre toxiska koncentrationer, enligt det som &r limpligt. Man bor se upp med att inte
analysera binukleira celler med oregelbunden form eller celler dir de tvd kdrnorna avviker betydligt i storlek, inte
heller ska binukledra celler forvixlas med déligt spridda multinukledra celler. Celler som innehéller fler 4n tvd
huvudkirnor ska inte analyseras for mikrokarnor, eftersom bakgrundsforekomsten av mikrokdrnor kan vara hogre
i dessa celler (63) (64). Analys av mononukleira celler kan godtas om testimnet pdvisas stora cytoB-aktiviteten.
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52

53.

. For cellinjer som testas utan cytoB-behandling bor mikrokdrnorna analyseras med minst 2 000 celler per kon-
centration (minst 1 000 celler per odling, tvd odlingar per koncentration). Om endast en odling per koncentration
anvinds bor minst 2 000 celler analyseras frén odlingen.

Nir cytoB anvinds bor proliferationsindex vid cytokinesinhibering (CBPI) eller replikeringsindex (RI) bestimmas
for bedomning av cellproliferationen (se tilligg 2) med anvindning av minst 500 celler per odling. Nar behand-
lingar gors utan tillsats av cytoB ér det visentligt att beldgg ges for att de celler som analyseras har proliferat,
enligt det som beskrivs i punkterna 24-27.

Kriterier for godkannande

54

55.

56.

57.

. Ett laboratorium som vill anvinda MNvit-testning enligt beskrivningen i denna testmetod bor pavisa sin formaga
att pé ett tillforlitligt och exakt sitt detektera kemikalier med kdnd aneugen och klastogen aktivitet, med och utan
metabolisk aktivering, sdvil som kidnda negativa kemikalier, med anvindning av referenskemikalierna enligt tilligg
3. For att pavisa sin formdga att genomfora testmetoden korrekt bor laboratoriet tillhandahalla belagg for att de
celler som analyseras for bildning av mikrokirnor har slutfort en kidrndelning, om testningen genomfors utan
anvandning av cytoB.

De kemikalier som fortecknas i tilligg 3 rekommenderas som referenskemikalier. Ersittande eller ytterligare
kemikalier kan ingd om deras aktivitet 4r kind och om de inducerar mikrokdrnor enligt samma mekanismer
och om de kan pévisas vara relevanta for de kemikalier som testas med MNvit-forfarandet. Motiveringen kan
innehalla en valideringsstudie ddr man anvént ett brett urval olika dmnen eller fokuserat pa ett smalare spektrum
baserat pa testimnets kemiska klass eller mekanismen for den skada som undersoks.

Losningsmedels-/vehikelkontrollen och obehandlade odlingar bor ge reproducerbart liga och enhetliga forekoms-
ter av mikrokédrnor (typiskt 5-25 mikrokarnor per 1 000 celler for de celltyper som anges i punkt 11). Andra
celltyper kan ha annorlunda responsintervall, vilka bor bestimmas nir celltyperna valideras for anvindning i ett
MNvit-forfarande. Data fran negativ kontroll, 16sningsmedelskontroll och positiv kontroll bor anvindas for att
etablera historiska kontrollintervall. Dessa virden bor anvindas for att bedoma den parallella negativa eller
positiva kontrollens limplighet for ett forsok.

Om det foreslds mindre dndringar av protokollet (t.ex. automatiska i stillet for manuella analystekniker eller
anvandning av en ny celltyp), bor dndringens effektivitet pavisas innan det modifierade protokollet kan anses vara
godkint for anvindning. Nar effektiviteten pavisas médste man ocksd kunna visa att de centrala mekanismerna for
kromosombrott och kromosomékning och -forlust kan detekteras och att limpliga positiva och negativa resultat
kan nds for klassen for det enskilda dmne eller for det breda urval av amnen som ska testas.

DATA OCH RAPPORTERING

Behandling av resultaten

58

59.

60.

61.

. Om blockering av cytokines anvinds ska endast forekomsten av binukledra celler med mikrokdrnor (oavsett
antalet mikrokarnor per cell) anvindas for utvirderingen av inducering av mikrokdrnor. Analys av antalet celler
med en, tva eller flera mikrokdrnor kan ge anvindbar information men 4r inte obligatorisk.

Parallella matt pa cytotoxicitet ochfeller cytostas for alla behandlade odlingar och kontrollodlingar med losnings-
medel/vehikel bor bestimmas (58). Proliferationsindex vid cytokinesinhibering (CBPI) eller replikeringsindex (RI)
bor beriknas for alla behandlade odlingar och kontrollodlingar som matt pa cellcykelfordrojning nér blockering
av cytokines anvinds. Om cytoB inte tillsitts bor relativ populationsfordubbling (RPD) eller relativ kning av
celltal (RICC) eller proliferationsindex (PI) anvindas (se tilligg 2).

Data bor anges per enskild odling. Dessutom bor alla data sammanfattas i tabellform.

Att kemikalier inducerar mikrokdrnor i MNvit-metoden kan bero pé att de inducerar kromosombrott, kromosom-
forlust eller en kombination av dessa tvd. Ytterligare analys med anviandning av anti-kinetochor-antikroppar,
centromerspecifika in situ-prober eller andra metoder kan goras for att avgora huruvida mekanismen for induce-
ring av mikrokédrnor beror pd klastogen och/eller aneugen aktivitet.

Utvérdering och tolkning av resultaten

62

. Det finns inget krav pd verifiering genom ytterligare testning av ett tydligt positivt eller negativt svar. Tvetydiga
resultat kan fortydligas genom analys av ytterligare 1 000 celler, som tas fran alla odlingar for att bibehélla
karaktiren av blindforsok. Om detta inte klargor resultatet krivs ytterligare testning. Vid uppfoljningstestning bor
man overvdga att modifiera undersokningsparametrarna s att man far en bredare eller sndvare skala av forhal-
landen, enligt det som &r lampligt. Till de undersokningsparametrar som kanske mdste dndras ingdr koncent-
rationsintervall, tidpunkten for behandling och skord av cellerna och/eller betingelserna for metabolisk aktivering.
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63. Det finns ett flertal kriterier for att faststilla ett positivt resultat, t.ex. en koncentrationsrelaterad okning eller en
statistiskt signifikant reproducerbar 6kning av antalet celler som innehdller mikrokdrnor. Man bér i forsta hand
overviga resultatets biologiska relevans. Overviganden om huruvida de observerade virdena ligger inom eller
utanfor det historiska kontrollintervallet kan ge vigledning for utvirderingen av svarets biologiska betydelse.
Lampliga statistiska metoder kan vara till hjilp vid utvirdering av testresultaten (65). Resultaten frén statistisk
testning bor dock bedomas utifrdn dos-responsforhallandet. Likasd bor reproducerbarhet och historiska data
beaktas.

64. Aven om de flesta forsok ger tydligt positiva eller negativa resultat, kan datauppsittningen i vissa fall inte ge
mojlighet att gora en definitiv bedomning av testimnets aktivitet. Sddana tvetydiga eller tveksamma resultat kan
uppstad oavsett hur méinga ginger forsoket upprepas.

65. Positiva resultat frdn MNvit-testning tyder pd att testimnet inducerar kromosombrott eller kromosomforlust i
odlade ddggdjursceller. Negativa resultat indikerar att testimnet under de gillande forsoksbetingelserna inte
inducerar kromosombrott och/eller kromosomaokning eller -forlust i de odlade ddggdjurscellerna.

Testrapport

66. Testrapporten ska innehdlla minst foljande uppgifter i den man de ér relevanta:

Testkemikalie

— Identifieringsdata och CAS-nummer och EG-nummer.
— Fysikalisk form och renhetsgrad.

— Fysikalisk-kemiska egenskaper av betydelse for studien.

— Testkemikaliens reaktionsbendgenhet med losningsmedel/vehikel eller cellodlingsmedier.

Losningsmedel /vehikel
— Motivering for valet av losningsmedel/vehikel.

— Testdmnets stabilitet och 1oslighet i 1osningsmedlet/vehikeln.

Celler

— Cellernas typ och kalla.

— Den anvinda celltypens limplighet.

— Frénvaro av mykoplasma, om detta dr tillimpligt.

— Uppgifter om cellcykelns lingd, fordubblingstid eller proliferationsindex.

— Om lymfocyter anvinds, blodgivarnas kon, dlder och antal, om tillimpligt.

— Om lymfocyter anvinds, uppgift om huruvida helblod eller separata lymfocyter exponeras.
— Antal passager, om detta ar tillimpligt.

— Metoder for underhéllet av cellodlingar, om detta ar tillimpligt.

— Det modala antalet kromosomer.

— Normal cellcykellingd (negativ kontroll).

Testbetingelser

— Identitet for cytokinesinhiberande dmne (t.ex. cytoB), om sddant anvinds, och dmnets koncentration samt
cellexponeringens varaktighet

— Motivering for val av koncentrationer och antalet odlingar, dven data om cytotoxicitet och 16slighetsbegrans-
ningar i den mén dessa data finns att tillga.
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— Mediesammansittning, CO,-koncentration, om tillimpligt.

— Testimneskoncentrationer.

— Koncentration (och/eller volym) for vehikel och tillsatt testimne.
— Inkubationstemperatur och tid.

— Behandlingens varaktighet.

— Tidpunkten for skord efter behandlingen.

— Celldensitet vid inokulering, om tillimpligt.

— Typ och sammansittning hos det system som anvinds for metabolisk aktivering, dven kriterier for godkan-
nande.

— Positiva kontrollkemikalier och negativa kontroller.

— Metoder for preparering av objektglas och firgningsteknik.

— Kiriterier for identifiering av mikrokarnor.

— Antalet analyserade celler.

— Metoder for mitning av cytotoxicitet.

— All tilliggsinformation som ar relevant rérande cytotoxicitet.

— Kriterier for att bedéma om testresultaten dr positiva, negativa eller tvetydiga.
— Metod(er) for statistisk analys.

— Metoder, sdsom anvindning av kinetochor-antikropp, for att faststilla om mikrokdrnorna innehéller hela eller
fragmenterade mikrokdrnor, om tillimpligt.

Resultat

— Mitningar av cytotoxicitet, t.ex. proliferationsindex (CBPI) eller replikeringsindex (RI) nir cytokinesinhibering
anvinds, relativ okning av celltal (RICC), relativ populationsfordubbling (RPD) eller proliferationsindex (PI) nir
cytokinesinhibering inte anvinds, andra observationer om tillimpligt, t.ex. cellsammanvixning, apoptos, nek-
ros, antalet metafaser, frekvensen binukleira celler.

— Tecken pé utfillning.

— Data om behandlingsmediets pH och osmolalitet, om uppmitt.

— Definition av godkinda celler for analys.

— Fordelningen av mono-, bi- och multinukledra celler i fall dir blockering av cytokines har anvints.

— Antalet celler med mikrokirnor angivet separat for varje behandlad odling och kontrollodling och, dir det ar
lampligt, angivelse av huruvida det géller binukledra eller mononukleira celler.

— Koncentration-responsforhéllande, dir det dr mojligt.

— Kemiska data om parallella negativa (I6sningsmedel/vehikel) och positiva kontroller (koncentrationer och
losningsmedel).

— Historiska data om negativa (l6sningsmedel/vehikel) och positiva kontroller, med intervall, medelvirden och
standardavvikelser samt tillforlitlighetsintervall (t.ex. 95 %).

— Statistisk analys, p-virden om sddana finns.

Diskussion om resultaten

Slutsatser
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Tilligg 1
Definitioner

Aneugen: Ett dmne eller en process som genom vixelverkan med komponenterna i den mitotiska och meiotiska
celldelningscykeln leder till aneuploidi i celler eller organismer.

Aneuploidi: Alla avvikelser frdn det normala antalet diploida (eller haploida) kromosomer med en eller flera kromo-
somer, men inte med hela uppsittningar kromosomer (polyploidi).

Apoptos: Programmerad celldod som karakteriseras av en serie steg som leder till sonderfall av celler till membran-
bundna partiklar som direfter elimineras genom fagocytos eller avstotning.

Cellproliferation: Okning av antalet celler som resultat av mitotisk celldelning.

Centromer: DNA-regionen i en kromosom dir bada kromatiderna dr sammanhaéllna och pa vilken bada kinetochorerna
ar fasta sida vid sida.

Klastogen: Alla dmnen eller processer som orsakar strukturella kromosomavvikelser i populationer av celler eller
organismer.

Cytokines: Den celldelning som foljer omedelbart efter mitosen vid vilken tvd dotterceller bildas med var sin enskild
kirna.

Proliferationsindex vid cytokinesinhibering (CBPI): Forhéllandet mellan antalet celler efter tvd delningar i den behandlade
populationen och motsvarande antal i den obehandlade kontrollen (se tilligg 2 for formel).

Cytostas: Inhibering av celltillvaxt (se tilligg 2 for formel).

Cytotoxicitet: Skadliga effekter pa cellens struktur eller funktion som i slutindan leder till celldod.

Genotoxisk: En allmidn term som omfattar alla typer av DNA- eller kromosomskador, inklusive brott, adduktomfor-
delning, mutationer, kromosomavvikelser och aneuploidi. Inte alla typer av genotoxiska effekter leder till mutationer
eller stabila kromosomskador.

Interfasceller: Celler som inte dr i mitotisk fas.

Kinetochor: Ett protein som innehaller en struktur som fister sig vid en kromosomcentromer till vilken spindelfibrer
associerar under celldelning och ger upphov till en ordnad rorelse av dotterkromosomerna mot dottercellernas poler.

Mikrokdrnor: Smé extra kdrnor som &r separata fran cellernas huvudkdrna och som produceras under mitosens eller
meiosens telofas frdn isolerade kromosomfragment eller hela kromosomer.

Mitos: Delning av cellkdrnan, i regel bestdende av profas, prometafas, metafas, anafas och telofas.

Mitotiskt index: Den andel celler som dr i metafas dividerat med det totala antalet celler som kan observeras i en
cellpopulation; en indikation pa graden av cellproliferation hos den populationen.

Mutagent dmne: Amne som producerar en irftlig d4ndring av DNA-basparssekvensen (-sekvenserna) i gener eller i
kromosomstrukturen (kromosomavvikelser).

Icke-disjunktion: Ndr kromatidpar inte separeras och segregeras korrekt till dottercellerna under utveckling, vilket leder
till dotterceller med abnormalt antal kromosomer.

Polyploidi: Numeriska kromosomavvikelser i celler eller organismer som inbegriper en eller flera hela kromosomupp-
sdttningar, i motsats till en enskild kromosom eller kromosomer (aneuploidi).

Proliferationsindex (PI): Ett sitt att mdta cytotoxicitet ndr cytoB inte anvinds (se tilligg 2 for formel).
Relativ Gkning av celltal (RICC): Ett sitt att mdita cytotoxicitet nir cytoB inte anvinds (se tilligg 2 for formel).
Relativ populationsfordubbling (RPD): Ett sdtt att méta cytotoxicitet nir cytoB inte anvinds (se tilligg 2 for formel).

Replikeringsindex (RI): Andelen celldelningscykler som slutforts i en behandlad odling under exponeringsperioden och
aterhamtningen, i forhéllande till den obehandlade kontrollen (se tilligg 2 for formel).

Testkemikalie (kallas ocksd testamne): Alla dmnen eller blandningar som testas med denna testmetod.
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Tilligg 2
Formler for bestimning av cytotoxicitet

1. Ndr ¢ytoB anvinds ska bedomningen av cytotoxicitet basera sig pa proliferationsindex vid cytokinesinhibering
(CBP) eller replikeringsindex (RI) (16) (58). Proliferationsindex vid cytokinesinhibering indikerar det genomsnittliga
antalet cellcykler per cell under exponeringsperioden for cytoB och kan anvindas for att berdkna cellproliferationen.
Replikeringsindex indikerar det relativa antalet kdrnor i behandlade odlingar i jamforelse med kontrollodlingar och
kan anvindas for att berikna procentandelen cytostas:

% cytostas = 100 — 100{(CBPI; — 1) * (CBPI. — 1)}
och

T = odling behandlad med testkemikalie
C = vehikelkontrollodling

dar

((Antalet mononukledra celler) +
(2 x Antalet binukleira celler) 4+ (3 x Antalet multinukledra celler))

CBPI =
(Totala antalet celler)

Saledes giller att ett CBPI-virde pd 1 (alla celler dr mononukledra) motsvarar 100 % cytostas.

Cytostas = 100 — RI

((Antalet binukledra celler) + (2 x Antalet multinukleidra celler)) + (Totala antalet celler);

((Antalet binukledra celler) + (2 x Antalet multinukleira celler)) + (Totala antalet celler). * 100

RI =

T = behandlade odlingar
C = kontrollodlingar

2. Séledes betyder ett Rl-virde pd 53 % att, jamfort med antalet celler som har delat sig till binukledra och
multinukleira celler i kontrollodlingen, endast 53 % av detta antal har delat sig i den behandlade odlingen, dvs. 47 %
cytostas.

3. Ndr cytoB inte anvinds, rekommenderas att cytotoxiciteten utvirderas pd grundval av relativ 6kning av celltal
(RICC) eller relativ populationsférdubbling (RPD) (58), eftersom den andel av cellpopulationen som har delat sig
beaktas i bdda metoderna.

(Okning av cellantal i behandlade odlingar (slutlig - vid start))

RICC = x 100

(Okning av cellantal i kontrollodlingar (slutlig — vid start))

(Antal populationsférdubblingar i behandlade odlingar)

RPD = (Antal populationsfordubblingar i kontrollodlingar)

x 100

dir
Populationsférdubbling = [log (Cellantal efter behandling + Ursprungligt cellantal)] + log 2
4. Siledes indikerar ett RICC-vérde eller ett RPD-virde pa 53 % att det forekommer 47 % cytotoxicitet/cytostas.

5. Genom att anvinda ett proliferationsindex (PI) kan cytotoxiciteten bestimmas genom att rakna antalet kloner
som bestdr av 1 cell (cl1), 2 celler (c12), 3 till 4 celler (cI4) och 5 till 8 celler (cl8)

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

b= (Tl & 2 + d4 + o)

6.  PI har anvants som en virdefull och tillforlitlig cytotoxicitetsparameter dven for cellinjer som har odlats in situ
utan tillsats av cytoB (25) (26) (27) (28).
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Tilligg 3

Referenskemikalier som rekommenderas for bedomning av prestanda (')

Kategori Kemikalie CAS-nummer EG-nummer
1. Klastogener utan metabolisk aktivering
Cytosinarabinosid 147-94-4 205-705-9
Mitomycin C 50-07-7 200-008-6
2. Klastogener som kriver metabolisk aktivering
Benso(a)pyren 50-32-8 200-028-5
Cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
3. Aneugener
Kolchicin 64-86-8 200-598-5
Vinblastin 143-67-9 205-606-0
4. Negativa dmnen
Di(2-etylhexyl)ftalat 117-81-7 204-211-0
Nalidixinsyra 389-08-2 206-864-7
Pyren 129-00-0 204-927-3
Natriumklorid 7647-14-5 231-598-3

(") Referenskemikalierna dr de kemikalier som rekommenderas. Ersittning eller tilligg av kemikalier till forteckningen 6ver referens-

kemikalier kan goras om deras aktivitet dr kind och de inducerar mikrokarnor enligt samma mekanismer, och om de kan péavisas
vara relevanta for de kemikalier som ska testas med MNvit-forfarandet. Beroende pa dndamélet kan motiveringen ocksd innehélla en
valideringsstudie ddr man anvint ett brett urval olika imnen eller fokuserat pa ett smalare spektrum baserat pa testimnets kemiska
klass eller mekanismen for den skada som undersoks.

B.50. HUDSENSIBILISERING: LLNA-METODEN (LOCAL LYMPH NODE ASSAY): DA

INLEDNING

1.

OECD:s riktlinjer for testning av kemikalier (OECD Guidelines for the Testing of Chemicals) och EU:s testmetoder
ses regelbundet 6ver med hinsyn till den vetenskapliga utvecklingen, nya lagstiftningsbehov och djurens vilbe-
finnande. Den forsta testmetoden (B.42) for bestimning av hudsensibilisering hos moss (LLNA-metoden, OECD:s
testriktlinje 429) har reviderats (1). Nirmare uppgifter om valideringen av LLNA-metoden och en granskning av
arbetet i samband med denna har offentliggjorts (2)(3)(4)(5)(6)(7)(8)(9). I LLNA-metoden anvinds radioisotopiskt
tymidin eller jod for att midta lymfocytproliferation och metoden har dirfor begrinsad anvindning nar det
forekommer problem med att anskaffa, anvinda eller bortskaffa radioaktivitet. LLNA: DA (som utvecklats av
Daicel Chemical Industries, Ltd) édr en icke-radioaktiv modifiering av LLNA enligt vilken miangden adenosintrifosfat
(ATP) kvantifieras genom bioluminiscens som en indikator pd lymfocytproliferation. LLNA: DA-testmetoden har
validerats, granskats och rekommenderats av en internationell expertutvirderingspanel som konstaterade att den
kan anvindas for att identifiera hudsensibiliserande och icke-hudsensibiliserande kemikalier, med vissa begrins-
ningar (10)(11)(12)(13). Testmetoden idr avsedd f6r bedémning av kemikaliers (imnens och blandningars) poten-
tial att framkalla hudsensibilisering hos djur. Enligt kapitel B.6 i denna bilaga och i OECD:s testriktlinje 406
anvinds test pd marsvin, sirskilt maximeringstest pd marsvin och Buehler-test (14). LLNA (kapitel B.42 i denna
bilaga, OECD:s testriktlinje 429) och de tva icke-radioaktiva modifikationerna LLNA: DA (kapitel B.50 i denna
bilaga, OECD:s testriktlinje 442 A) och LLNA: BrdU-ELISA (kapitel B.51 i denna bilaga, OECD:s testriktlinje 442
B) har fordelar jamfort med marsvinstestet enligt B.6 och OECD:s testriktlinje 406 (14) sétillvida att man kan
minska antalet djur och anvinda dem pa ett skonsammare sitt.

I likhet med LLNA anvinds LLNA: DA for att undersoka hudsensibiliseringens induktionsfas, vilket ger tillgdng till
kvantitativa data som &r lampliga for dos-responsbedomning. Vidare galler att de hir metodernas formdga att
detektera hudsensibiliserande kemikalier utan att det behovs radiomadrkning for DNA eliminerar risken for yrkes-
missig exponering for radioaktivitet och problem rorande bortskaffning av avfall. Detta kan i sin tur ge mojlighet
till okad anvandning av méss for att uppticka hudsensibiliserande dmnen, vilket ytterligare kan minska anvind-
ningen av marsvin for att testa kemikaliers hudsensibiliserande potential (dvs. B.6; OECD:s testriktlinje 406) (14).

DEFINITIONER

3.

Definitioner av begreppen finns i tilligg 1.
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INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH BEGRANSNINGAR

4.

LLNA: DA dr en modifierad LLNA-metod for identifiering av kemikalier med potential att framkalla hudsensi-
bilisering, med specifika begransningar. Detta betyder dock inte nodvindigtvis att LLNA: DA alltid ska anvindas i
stillet for LLNA eller test pd marsvin (dvs. B.6; OECD:s testriktlinje 406) (14), utan att metoden ér likvardig och
kan anvindas som ett alternativ i fall ddr positiva och negativa resultat i regel inte kriver ndgon ytterligare
bekriftelse (10) (11). Testningslaboratoriet bor analysera all tillginglig information om testimnet innan sjilva
testningen genomfors. Sddan information inbegriper dmnets identitet och kemiska struktur, fysikalisk-kemiska
egenskaper, resultaten frdn andra eventuella in vitro- eller in vivo-test avseende testimnets toxicitet samt tox-
ikologiska data om strukturellt narbesldktade kemikalier. Denna information bor overvigas for att kunna faststalla
om LLNA-metoden ir lamplig for testimnet (mot bakgrund av att LLNA-metoden inte kan anvindas for vissa
typer av kemikalier, se punkt 5) och som stod for valet av dos.

LLNA: DA ir en in vivo-metod, och dirfor kan man inte undvika anvindningen av djur for bedomning av
sensibilisering genom allergisk kontakt. Detta test erbjuder dock méjligheter till att minska antalet djur i jamforelse
med test pd marsvin (B.6; OECD:s testriktlinje 406) (14). Dessutom ger LLNA: DA mojlighet till en betydligt
skonsammare behandling (mindre smérta och lidande) av de djur som anvinds for testning av sensibilisering
genom allergisk kontakt, eftersom man med LLNA: DA, till skillnad frdn B.6 och OECD:s testriktlinje 406 inte
behover framkalla provokationsinducerade dermala hypersensitivitetsreaktioner. Trots fordelarna med LLNA: DA i
jamforelse med B.6 och OECD:s testriktlinje 406 (14), finns det vissa begriansningar som gor att man kanske
mdste anvinda B.6 eller OECD:s testriktlinje 406 (t.ex. testning av vissa metaller, falska positiva resultat med vissa
hudirriterande dmnen (sdsom vissa ytaktiva amnen (6) (1 och kapitel B.42 i denna bilaga), testaimnets 16slighet)).
Dessutom kan det for kemiska klasser eller dmnen som har funktionella grupper som pavisats agera som
potentiella storfaktorer (16) vara nodvindigt att anvinda test pd marsvin (dvs. B.6; OECD:s testriktlinje 406 (14)).
Det rekommenderas att de begransningar som anges for LLNA (1 och kapitel B.42 i denna bilaga) dven ska gilla
for LLNA: DA (10). Dessutom 4r LLNA: DA eventuellt inte limplig for testning av dmnen som péverkar ATP-
nivderna (t.ex. amnen som fungerar som ATP-inhibitorer) eller Zmnen som stor exakt mitning av intracellulart
ATP (t.ex. forekomsten av ATP-degraderande enzymer eller forekomst av extracellulirt ATP i lymfnoden). Utover
sddana identifierade begransningar bor LLNA: DA g att anvinda for testning av alla dmnen, utom om ett dmne
forknippas med egenskaper som kan paverka LLNA: DA-metodens exakthet. Dessutom bor 6verviganden goras
rorande risken for positiva gransresultat nar man fir virden for stimulationsindex (SI) mellan 1,8 och 2,5 (se
punkterna 31-32). Detta grundar sig pa valideringsdatabasen med 44 dmnen med anvindning av SI > 1,8 (se
punkt 6) for vilka LLNA: DA ger korrekt identifiering av alla 32 sensibiliserande dmnen enligt LLNA men felaktig
identifiering av 3 av 12 icke-sensibiliserande dmnen enligt LLNA med Sl-virden mellan 1,8 och 2,5 (dvs. pd
gransen till positivt) (10). Eftersom samma datauppsittning anvindes for att faststilla Sl-vdrdena och berdkna
testmetodens forutsigande egenskaper kan dock de angivna resultaten vara en overuppskattning av de faktiska
forutsigande egenskaperna.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

6.

LLNA: DA bygger pé principen om att sensibiliserande Zmnen inducerar en primér proliferation av lymfocyter i de
lymfnoder som drinerar det omrdde dir testimnet appliceras. Denna proliferation stdr i proportion till den
applicerade dosen och det allergiframkallande dmnets styrka, och ér ett enkelt sdtt att fd en kvantitativ matning
av sensibiliseringen. Proliferationen mdts genom att jimfora medelproliferationen i varje testgrupp med medel-
proliferationen i den vehikelbehandlade kontrollgruppen. Forhdllandet mellan medelproliferationen i respektive
behandlingsgrupp och den parallella vehikelkontrollgruppen, kallat stimulationsindex (SI), bestims och detta bor
vara > 1,8 for att det ska vara motiverat att klassificera testimnet som potentiellt hudsensibiliserande dmne. Det
forfarande som beskrivs har grundar sig pd mitning av ATP-innehéllet (som korrelerar med antalet levande celler)
genom bioluminiscens (17) i syfte att indikera ett okat antal prolifererande celler i de aurikuldra drinerande
lymfnoderna (18) (19). I bioluminiscensmetoden anviands enzymet luciferas for att katalysera ombildningen till
ljus frdn ATP och lucifering enligt foljande reaktion:

ATP + luciferin + 0, —24Q¥8E_« oyilyciferin + AMP + PP, + CO, + ljus

Det emitterade ljusets intensitet r linjart relaterat till ATP-koncentrationen och uppmits med en luminometer.
Luciferin-luciferas-forfarandet 4r en kinslig metod for ATP-kvantifiering som anvinds i en mingd olika tillimp-
ningar (20).

TESTBESKRIVNING

Val av djurart

7.

For detta test anvinds mus. Valideringsstudier for LLNA: DA genomfordes uteslutande med stammen CBA/] som
dirfor anses vara den stam som &r att foredra (12) (13). I testet anvdnds unga vuxna mushonor som inte har fott
ungar och som inte ar driktiga. Nér forsoket inleds bor djuren vara 8-12 veckor gamla. Djurens viktvariation bor
vara minimal och fir inte overskrida 20 % av medelvikten. Ovriga stammar eller hanar kan anvindas som
alternativ forutsatt att det finns tillrickliga data som stod for att det inte forekommer ndgra betydande stam-
eller konsberoende skillnader i LLNA: DA-respons.
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Inhysnings- och utfodringsforhillanden

8.

Mossen ska inhysas i grupper (21), utom om det finns tillborlig vetenskaplig motivering for individuell inhysning.
Temperaturen i djurens utrymmen bor vara 22 * 3 °C. Den relativa fuktigheten bor vara minst 30 % och ska helst
inte Gverstiga 70 %, utom nir rummet reng6rs. Médlvardet bor dock vara 50-60 %. Belysningen bor vara artificiell
med omvixlande 12 timmar ljus och 12 timmar morker. For utfodringen kan konventionellt laboratoriefoder
anvindas, och djuren bor ha obegrinsad tillgang till dricksvatten.

Forberedelse av djuren

9.

Djuren viljs ut slumpmassigt och forses med markning s att de kan identifieras individuellt (6ronmarkning far
dock inte anvindas). Direfter far djuren acklimatisera sig till laboratoriets forhallanden i sina burar i minst fem
dagar fore doseringsstart. Innan behandlingen inleds undersoks alla djur for att sikerstilla att de inte har ndgra
synliga hudskador.

Forberedelse av doseringslosningar

10.

Kemikalier i fast form ska upplosas eller suspenderas i losningsmedel/vehikel och vid behov spidas ut fore
appliceringen pd mossens oron. Kemikalier i vitskeform kan appliceras i ren eller utspadd form. Olosliga kemi-
kalier, av den typ som ofta anvinds i medicintekniska produkter, ska fore applicering pd mossens 6ron extraheras
kraftigt i lampligt 16sningsmedel for att fa ut alla extraherbara bestdndsdelar for testning. Testlosningarna ska
beredas dagligen utom om stabilitetsdata visar att lagring kan accepteras.

Tillforlitlighetskontroll

11.

12.

13.

14.

Positiva kontrollkemikalier anvinds for att pvisa att testsystemet klarar av att ge respons med tillricklig och
reproducerbar kinslighet for ett sensibiliserande testimne for vilket responsen har en vilkarakteriserad styrka.
Anvindningen av en parallell positiv kontroll rekommenderas eftersom den pavisar laboratoriets kompetens att
genomfora testningar pa ett framgangsrikt sitt och ger mojlighet att bedoma reproducerbarhet och jamforbarhet
inom laboratoriet och mellan laboratorier. Vissa tillsynsmyndigheter kraver ocksa att positiv kontroll anvinds for
varje forsok, och darfor rekommenderas samréd med relevanta myndigheter innan testning med LLNA: DA inleds.
Likasd uppmuntras rutinanvidndning av parallell positiv kontroll for att undvika tilliggstestning pé djur i fall ddr
myndigheterna inte godkdnner periodiska positiva kontroller (se punkt 12). Den positiva kontrollen bor ge en
positiv LLNA: DA-respons pd den exponeringsnivd som forvéntas ge en okning av stimulationsindex (SI) som ar
storre eller lika med 1,8 i forhéllande till den negativa kontrollgruppen. Dosen for den positiva kontrollkemikalien
ska viljas sd att den inte orsakar sdrskilt kraftig hudirritation eller systemisk toxicitet och att induktionen ar
reproducerbar men inte for kraftig (t.ex. SI > 10 anses vara for hogt virde). Rekommenderade dmnen for positiv
kontroll 4r 25-procentig hexylkanelaldehyd (CAS-nummer 101-86-0) och 25-procentig eugenol (CAS-nummer
97-53-0) i aceton-olivoljeblandning i forhédllandet 4:1 (volym/volym). I vissa fall kan dven andra positiva kontroll-
kemikalier som uppfyller de ovan angivna kriterierna anvindas, forutsatt att tillborlig motivering kan ges.

Aven om anvindning av en parallell positiv kontrollgrupp rekommenderas kan det finnas betingelser dir det r
tillrackligt med periodisk testning (dvs. minst var sjitte manad) av den positiva kontrollen i laboratorier som
regelbundet genomfor LLNA: DA (dvs. minst en gdng i madnaden) och som har en etablerad historisk databas over
positiv kontroll som pévisar laboratoriets formédga att fi reproducerbara och exakta resultat frén positiva kont-
roller. Tillricklig kvalitet hos LLNA: DA kan framgangsrikt pavisas genom att enhetliga positiva resultat erhalls
fran den positiva kontrollen vid minst tio oberoende testningar som genomfors inom en skilig tidsperiod (kortare
an ett ar).

Parallell positiv kontrollgrupp ska alltid anvidndas nir det sker dndringar rérande testningsforfarandet (t.ex. ny
personal, nya material och/eller reagenser, annorlunda utrustning, byte av testdjurens ursprung), och sidana
andringar bor dokumenteras i laboratorierapporter. Man bor Gverviga om dessa dndringar paverkar den tidigare
etablerade historiska databasens limplighet, for att kunna avgéra om det behovs en ny historisk databas for
dokumentering av den positiva kontrollens resultatenhetlighet.

Man bér vara medveten om att beslut om att anvinda positiva kontroller med vissa intervaller i stillet for
parallellt har terverkningar pd limpligheten och godtagbarheten hos negativa undersokningsresultat som fas
utan parallell positiv kontroll under den tid som loper mellan de periodiska undersokningarna av positiv kontroll.
Om t.ex. falska negativa resultat fds vid ett periodiskt test av positiv kontroll, maste man kanske ifragasitta resultat
som erhdllits mellan det sista godtagbara periodiska testet av positiv kontroll och ett icke-godtagbart periodiskt
test med positiv kontroll. Foljderna av dessa utfall bor overvigas noggrant nir man avgor huruvida parallella
positiva kontroller ska anvindas eller om de positiva kontrollerna enbart ska vara periodiska. Likasd bor man
overviga anvindning av farre djur i den parallella positiva kontrollgruppen nir detta dr vetenskapligt motiverat
och laboratoriet med stod av laboratoriespecifika historiska data kan péavisa att firre moss kan anvindas (22).



20.7.2012

Europeiska unionens officiella tidning

L 193/49

15.

16.

Aven om det positiva kontrollimnet bor testas i en vehikel som veterligen framkallar en enhetlig respons (t.ex.
aceton-olivoljeblandning i forhdllandet 4:1 (volym/volym)), kan det forekomma vissa foreskriftsreglerade situatio-
ner ddr det dven behdvs testning i en icke-standardmissig vehikel (kliniskt och kemiskt relevant formulering) (23).
Om det parallella positiva kontrollimnet testas i en annan vehikel 4n den som anvinds for testimnet, bor en
separat kontrollgrupp anvindas for den parallella positiva kontrollen.

[ fall ddr utvirdering gors av testimnen av en viss kemisk klass eller med en viss responsskala kan det ocksa vara
virdefullt med referensdamnen for att pavisa att testmetoden fungerar tillfredsstillande for bestimning av hudsensi-
biliseringspotentialen hos dessa typer av dmnen. Ett lampligt referensimne ska ha foljande egenskaper:

— Strukturell och funktionell likhet med den dmnesklass som testas.

— Kinda fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Stddjande data frin LLNA: DA.

— Stodjande data frén andra djurmodeller och/eller frin méanniskor.

TESTFORFARANDE

Antalet djur och dosnivaer

17

18.

19.

20.

. Minst fyra djur per dosgrupp och minst tre koncentrationer av testimnet bor anvindas. Dessutom anvinds en
parallell negativ kontrollgrupp som endast behandlas med samma vehikel som anvinds for testimnet och en
positiv kontroll (parallell eller nyligen gjord, enligt laboratoriets principer for overviganden enligt punkterna
11-15). Man bor 6verviga flera upprepade doser av det positiva kontrollimnet, sirskilt nir den positiva kont-
rollen testas periodiskt. Med undantag for behandling med testimnet bor djuren i kontrollgrupperna hanteras pa
exakt samma sitt som djuren i dosgrupperna.

Doserna och vehikeln bor viljas pd grundval av rekommendationerna i hinvisningarna 0 och (24). Doserna viljs i
regel enligt en lamplig koncentrationsserie sdsom 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 %, osv. Valet av
koncentrationsserie ska ges tillborlig vetenskaplig motivering. All existerande tillginglig och relevant toxikologisk
information (t.ex. akut toxicitet och hudirritation) samt strukturell och fysikalisk-kemisk information om tes-
tamnet (och/eller strukturellt besliktade dmnen) bor Gvervdgas vid valet av de tre pd varandra foljande kon-
centrationerna s att den hogsta koncentrationen ger maximal exponering samtidigt som systemisk toxicitet och
sarskilt kraftig lokal hudirritation undviks (24) (25). Om sddan information inte finns kan det vara nodvindigt att
forst genomfora ett prelimindrt screeningtest (se punkterna 21-24).

Vehikeln far inte stora eller snedvrida testresultaten och ska viljas med tanke pa storsta mojliga 16slighet for att fa
hogsta mojliga koncentration samtidigt som man far en 16sning/suspension som ar lamplig for applicering av
testimnet. Som vehikel rekommenderas aceton-olivoljeblandning (4:1 volym/volym), N,N-dimetylformamid, me-
tyletylketon, propylenglykol och dimetylsulfoxid (6) men dven andra vehiklar kan anvindas forutsatt att tillracklig
vetenskaplig motivering kan ges. I vissa situationer kan det vara nddvindigt att som extra kontroll anvinda ett
kliniskt relevant 16sningsmedel eller en kommersiellt tillginglig blandning dar testimnet ingdr. Sarskild vikt bor
fastas vid att sdkerstdlla att hydrofila dmnen inkorporeras i ett vehikelsystem som viter huden och som inte
omedelbart rinner bort, genom att anvinda limpliga solubiliserande dmnen (t.ex. 1-procentig Pluronic® L92). Det
betyder att helt vattenbaserade vehiklar bor undvikas.

Genom analys av lymfnoder frén individuella moss kan man bestimma variationer djuren emellan och gora en
statistisk jamforelse av skillnaden mellan métningar for testimnet och mitningarna i kontrollgruppen (se punkt
33). Dessutom kan mojligheten att minska antalet mdss i den positiva kontrollgruppen endast Gvervigas utifrdn
att data samlas in individuellt per djur (22). Vidare giller att vissa tillsynsmyndigheter kraver att data insamlas per
individuellt djur. Regelbunden insamling av individuella data per djur ger en fordel rorande djurens vilbefinnande
eftersom man kan undvika upprepad testning som annars skulle behdvas om testimnesresultat som ursprungligen
har samlats in pa ett visst sitt (t.ex. genom poolade djurdata) méste granskas senare av tillsynsmyndigheter som
har avvikande krav (sdsom data per individuellt djur).

Preliminirt screeningtest

21

. Om det inte finns tillgang till information for att bestimma hogsta testdosen (se punkt 18) bér ett preliminért
screeningtest genomforas for att definiera den limpliga dosnivén for test i LLNA: DA. Syftet med det prelimindra
screeningtestet r att ge vigledning for valet av hogsta dosnivd som ska anvindas i den huvudsakliga LLNA: DA-
undersokningen i fall ddr det inte finns tillgang till information om vilken koncentration som inducerar systemisk
toxicitet (se punkt 24) och/eller sirskilt kraftig lokal hudirritation (se punkt 23). Den hogsta dosnivd som testas
ska vara 100 % testimne for vitskor eller hogsta majliga koncentration for fasta dmnen eller suspensioner.
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22.

Det prelimindra screeningtestet genomfors under identiska betingelser som vid den huvudsakliga LLNA: DA-
undersokningen, utom att man inte utvirderar proliferationen i lymfnoderna och man kan anvinda firre djur i
dosgruppen. Ett eller tvd djur per dosgrupp foreslds. Alla moss observeras dagligen for kliniska tecken pa
systemisk toxicitet eller lokal irritation pa appliceringsstillet. Djurens kroppsvikt registreras fore testningen och
efter avslutad testning (dag 8). P& varje mus observeras bdda oronen i fraga om hudrodnad och graderas enligt
tabell 1 (25). Mitning av orontjocklek gors t.ex. med digital mikrometer eller Peacock Dial-instrument pé dag 1
(fore dosering), dag 3 (cirka 48 timmar efter den forsta dosen), dag 7 (24 timmar fore avslut) och dag 8.
Dessutom kan orontjockleken bestimmas pé dag 8 genom vigning av en éronbit som stansats ut efter att djuren
har avlivats skonsamt. Sirskilt kraftig lokal hudirritation indikeras genom hudrodnadsgradering > 3 och/eller
okning av o6rontjockleken med = 25 % pd ndgon av mitningsdagarna (26) (27). Den hogsta dos som viljs for
den huvudsakliga LLNA: DA-undersokningen blir nista ligre dos i koncentrationsserien for den prelimindra
screeningen (se punkt 18) som inte inducerar systemisk toxicitet och/eller srskilt kraftig hudirritation.

Tabell 1

Grader av hudrodnad

Observation Gradering
Ingen hudrodnad 0
Mycket svag rodnad (knappt skonjbar) 1
Vildefinierad hudrodnad 2
Moderat till svir hudrodnad 3
Svér hudrodnad (kottrodnad) till sarskorpebildning som utgér hinder for gradering av rodnaden 4

23.

24.

Utover en 25-procentig okning av 6rontjocklek (26) (27) har en statistiskt signifikant 6kning av 6rontjockleken
hos behandlingsgruppens méss i jamforelse med kontrollgruppens moss ocksd anvints for att identifiera irrite-
rande dmnen genom LLNA (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34). Dock sa giller att dven om statistiskt signifikanta
okningar kan intriffa ndr okningen av orontjocklek dr mindre dn 25 %, har dessa inte specifikt forknippats med
sarskilt kraftig irritation (30) (31) (32) (33) (34).

Foljande kliniska observationer kan indikera systemisk toxicitet (35) ndr de anvinds som del av en helhets-
bedomning, och kan darfoér ge hanvisning om den hogsta dosnivd som ska anvindas i det huvudsakliga LLNA:
DA-forsoket: dndringar av nervsystemets funktion (t.ex. upprest pils, ataxi, skdlvningar och konvulsioner), dnd-
ringar av beteende (t.ex. aggressivitet, dndringar av putsningsbeteende, markerad dndring av aktivitetsnivd), and-
ringar av andningsmonster (dvs. dndringar av andningens frekvens och intensitet, sdsom dyspné, gdspande och
rassel) samt dndringar av fodo- och vattenintag. Vid utvidrderingen ska man ocksd beakta tecken pa letargi
och/eller avsaknad av reaktioner, alla slags kliniska tecken pd mer dn litt eller momentan smirta eller lidande,
en minskning pd mer dn 5 % av kroppsvikten fran dag 1 till dag 8 samt mortalitet. Doende djur och djur som
visar tecken pd svdr smirta och lidande ska avlivas skonsamt (36).

Huvudundersokningens forsoksschema

25.

For testet anvinds foljande forsoksschema:

— Dag 1: Djuren mirks individuellt och vikten samt eventuella kliniska observationer registreras. Applicera en
1-procentig vattenlosning av natriumlaurylsulfat (SLS) pd baksidan av varje 6ra med en borste doppad i
losningen och tick orats hela baksida med fyra till fem strykningar. En timme efter SLS-behandlingen
appliceras 25 pl limpligt utspdtt testimne, enbart vehikel eller positivt kontrollimne (parallell eller nyligen
gjord positiv kontroll, i enlighet med laboratoriets principer rorande punkterna 11-15) pd bdda 6ronens

baksida.

— Dagarna 2, 3 och 7: Upprepa forbehandlingen med 1-procentig SLS-vattenlosning och applicera testimnet pa
samma sitt som pa dag 1.

— Dagarna 4, 5 och 6: Ingen behandling.

— Dag 8: Registrera vikten for varje djur och eventuella kliniska observationer. Avliva djuren skonsamt cirka
24-30 timmar efter appliceringsstarten dag 7. Skir bort de aurikulira drinerande lymfnoderna fran varje
musora och behandla separat i fosfatbuffrad saltlosning (PBS) for varje djur. Narmare uppgifter och scheman
for identifiering och dissekering av noder finns i hinvisning (22). For ytterligare kontroll av lokal hudrespons
i huvudundersokningen kan tilliggsparametrar sdsom gradering av orats hudrodnad eller métningar av 6rats
tjocklek (med tjockleksmitare eller genom vigning av utstansad bit vid obduceringen) inforlivas i under-
sokningsprotokollet.
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Beredning av cellsuspensioner

26

. For varje mus bereds en suspension med enskilda celler av de bilateralt bortskurna lymfnodscellerna (LNC) genom
att placera lymfnoderna mellan tvd objektglas som trycks litt samman for att krossa noderna. Kontrollera att
vdvnaden har spritt ut sig i ett tunt skikt och dra isir de tvd objektglasen. Bered en suspension av vivnaden pé
bada objektglasen genom att halla dem ett i sinder i vinkel 6ver en Petriskdl och skolja med fosfatbuffrad
saltlosning och skrapa samtidigt loss vdvnaden med en cellskrapa. Observera att lymfnoderna i den negativa
kontrollgruppens djur dr sma, och det ar viktigt att iaktta stor forsiktighet for att inte &stadkomma storande
inverkan pa Sl-virdena. Totalt anvinds 1 ml fosfatbuffrad saltlosning for skoljning av bada objektglasen. Gor en
latt homogenisering av LNC-suspensionen i Petriskdlen med hjilp av cellskrapan. Dra upp en alikvot pd 20 pl ur
LNC-suspensionen med mikropipett och var forsiktig med att inte ta upp membran som kan ses med blotta dgat,
och blanda sedan med 1,98 ml fosfatbuffrad saltlosning till en provvolym pd 2 ml. Bered sedan ett andra prov pa
2 ml genom samma forfarande s att det finns tva prov beredda per djur.

Bestimning av cellproliferation (mitning av lymfocyternas ATP-innehdll)

27

. Okning av ATP-innehéllet i lymfnoderna mits genom luciferin-luciferas-metoden med anvindning av ett system
for ATP-mitning som miter bioluminiscensen som relativa ljusenheter (Relative Luminescence Units, RLU). Tiden
mellan avlivning av ett djur fram till mitning av ATP-innehdllet bor vara enhetlig, inom cirka 30 minuter,
eftersom man anser att ATP-innehéllet gradvis minskar med tiden efter avlivningen (12). Serien av forfaranden
fran bortskdrning av de aurikuldra lymfnoderna fram till ATP-métning bor dirfor slutforas inom 20 minuter enligt
det pa forhand faststillda tidsschemat som édr samma for varje djur. ATP-luminiscensen bor mitas for varje 2 ml-
prov sd att totalt tvd ATP-mdtningar gors per djur. Genomsnittet fér ATP-luminiscens bestims och anvinds
direfter for berikningarna (se punkt 30).

OBSERVATIONER

Kliniska observationer

28

. Varje mus bor observeras minst dagligen med tanke pd eventuella kliniska tecken — lokal irritation vid applice-
ringsstillet eller tecken pd systemisk toxicitet. Alla observationer registreras systematiskt och individuellt per mus.
Overvakningsplanerna bor inbegripa kriterier for omedelbar identifiering av moss som visar tecken pa systemisk
toxicitet, sdrskilt kraftig hudirritation eller hudkorrosion, sa att de kan avlivas (36).

Kroppsvikt

29

. Sasom konstateras i punkt 25 ska de individuella djurens vikt registreras vid forsokets borjan och strax fore den

schemalagda avlivningen.

BERAKNING AV RESULTATEN

30

31.

32.

33.

. Resultaten for varje behandlingsgrupp uttrycks som genomsnittet for stimulationsindex. Stimulationsindex erhélls

genom att genomsnittligt virde for RLU/djur inom varje testimnesgrupp och den positiva kontrollgruppen
divideras med genomsnittligt virde for RLU/djur for kontrollgruppen for 16sningsmedel/vehikel. Genomsnittligt
stimulationsindex for vehikelkontrollgrupperna ar da 1.

Vid bedémning av resultaten anses ett resultat vara positivt nar SI = 1,8 (10). Man kan dock dven anvinda dos-
responsforhdllandets styrka samt den statistiska signifikansen och enhetligheten hos responsen i kontrollgruppen
for 16sningsmedel/vehikel och i den positiva kontrollen ndr man faststaller huruvida ett griansresultat (dvs. Sl-virde
mellan 1,8 och 2,5) ska anses vara positivt 0 0 (37).

For ett griansresultat for positiv respons dir Sl-virdet ligger mellan 1,8 och 2,5 vill man kanske beakta till-
laggsinformation sdsom dos-responsforhdllandet, tecken pd systemisk toxicitet eller sirskilt kraftig irritation och,
dir det dr lampligt, statistisk signifikans tillsammans med Sl-virden for att bekrifta att resultaten ér positiva (10).
Likasd bor man beakta testimnets olika egenskaper, inbegripet eventuell strukturell sliktskap med kdnda hudsensi-
biliserande dmnen, huruvida dmnet orsakar sirskilt kraftig hudirritation hos mossen samt naturen hos det
iakttagna forhallandet mellan dos och respons. Dessa och andra aspekter diskuteras nirmare i andra killor (4).

Nir data samlas in per enskild mus kan man gora en statistisk analys rorande forekomsten av dosrespons och
graden for dos-responsforhéllande. Alla statistiska analyser kan inbegripa en utvirdering av dos-responsforhal-
landet och en limpligt anpassad jimforelse mellan testgrupper (t.ex. parvisa jamforelser mellan doseringsgrupp
och parallell kontrollgrupp for losningsmedel/vehikel). De statistiska analyserna kan inbegripa t.ex. linjr regression
eller Williams test for utvdrdering av dos-responstrender och Dunnetts test for parvisa jamforelser. Vid valet av en
lamplig metod for den statistiska analysen bor man vara medveten om eventuella olikheter hos varianserna och
andra relaterade problem som kan gora det nodvandigt att gora en datatransformation eller en icke-parametrisk
statistisk analys. Det kan ocksd vara nddvindigt att genomféra berikningar av stimulationsindex och statistiska
analyser med och utan vissa datapunkter (s.k. outliers — utanférliggande vérden).
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DATA OCH RAPPORTERING
Data

34. Data sammanstills i tabellform med angivelse av RLU-virden per djur, gruppens medelvirde for RLU per djur, den
associerade feltermen (t.ex. SD, SEM) och medelvirdet for stimulationsindex for varje dosgrupp jamfort med den
parallella kontrollgruppen for 16sningsmedel/vehikel.

Testrapport

35. Testrapporten ska innehélla nedan angivna uppgifter.
Test- och kontrollkemikalier

— Identifieringsdata (t.ex. CAS-nummer och EG-nummer, om tillgingligt, killa, renhet, kdnda orenheter, sats-
nummer).

— Fysikalisk natur och fysikalisk-kemiska egenskaper (t.ex. flyktighet, stabilitet, 1oslighet).

— For blandningar anges sammansittning och bestandsdelarnas relativa procentandelar.

Losningsmedel/vehikel
— Identifieringsdata (renhet, koncentration (om tillimpligt), volym som har anvints).

— Motivering for val av vehikel.

Testdjur

— CBA-mossens ursprung.

— Mikrobiologiska data for djuren, om dessa data dr kinda.
— Antal djur och deras élder.

— Ursprung, inhysningsforhallanden, foder och dylikt.

Testbetingelser

— Ursprung, satsnummer och tillverkarens kvalitetsintyg/kvalitetskontrolldata for ATP-kit.

— Detaljerade uppgifter om beredning och applicering av testimnet.

— Motivering for valet av dos (dven resultat fran prelimindr screening om sddan har genomforts).
— Koncentrationerna for vehikel och testimne samt totala méingden testimne som applicerats.
— Detaljerade uppgifter om foder- och vattenkvalitet (inbegripet diettyp/kalla, vattenkalla).

— Detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman.

— Metoder for mitningar av toxicitet.

— Kiiterier for att faststilla om resultatet dr positivt eller negativt.

— Uppgifter rorande eventuella avvikelser frin protokollet och redogorelse for hur avvikelsen paverkar under-
sokningens utformning och resultat.

Tillforlitlighetskontroll

— Sammanfattning av resultaten fran senaste tillforlitlighetskontroll, dven information om testimne, koncent-
ration och vehikel.
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— Data frdn parallella och/eller historiska positiva kontroller och parallella negativa kontroller (losningsmedel/
vehikel) for testningslaboratoriet.

— Om forsoket inte har omfattat parallell positiv kontroll, ange datum och laboratorierapport for senaste
periodiska positiva kontroll och en rapport med uppgifter om laboratoriets historiska data for positiva
kontroller som motivering for varfor parallell positiv kontroll inte har anvants.

Resultat

— Mossens individuella vikt vid doseringsstart och vid schemalagd avlivning samt medelvirde och associerad
felterm (t.ex. SD, SEM) for varje behandlingsgrupp.

— Tidpunkten for forsta upptackt av tecken pé toxicitet, dven eventuell hudirritation vid appliceringsstillet, for
varje forsoksdjur.

— Tidpunkten for avlivning och tidpunkten f6r ATP-mitning per djur.
— En tabell med RLU-vdrden och Sl-virden per djur for varje dosbehandlingsgrupp.

— Medelvirde och associerad felterm (t.ex. SD, SEM) f6r RLU per mus for varje behandlingsgrupp och resultaten
fran analys av utanforliggande virden for varje behandlingsgrupp.

— Beriknat stimulationsindex och ett limpligt métt pd variabilitet som beaktar variationen mellan djuren i
testaimnesgruppen och kontrollgruppen.

— Forhéllandet mellan dos och respons.

— Statistisk analys, om tillimpligt.

Diskussion om resultaten

— En kort kommentar om resultaten, dos-responsanalys och statistiska analyser (i tillimpliga fall), med en
slutsats om huruvida testimnet ska anses vara hudsensibiliserande.
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Tillagg 1

DEFINITIONER

Exakthet: Méatt pa hur vil testmetodresultaten och de godtagna referensvirdena overensstimmer med varandra. Ex-
akthet ar ett mdtt pd testmetodens prestanda och en relevansaspekt. Detta begrepp anvinds ofta omvixlande med
’konkordans’ for att beskriva andelen korrekta resultat med en testmetod (38).

Referensimne: Sensibiliserande eller icke-sensibiliserande dmne som anvinds som standard for jamforelse med ett
testimne. Ett referensimne ska ha foljande egenskaper: i) en eller flera enhetliga och tillforlitliga kallor, ii) strukturell
och funktionell likhet med den dmnesklass som testas, iii) kinda fysikalisk-kemiska egenskaper, iv) stodjande data om
kinda effekter och v) kind styrka inom det onskade responsomradet.

Falsk negativt: Ett dmne som felaktigt har identifierats som negativt eller icke-aktivt genom en testmetod ndr dmnet i
sjilva verket dr positivt eller aktivt.
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Falskt positivt: Ett amne som felaktigt har identifierats som positivt eller aktivt genom en testmetod nir dmnet i sjdlva
verket dr negativt eller icke-aktivt.

Fara: Potentialen for skadliga verkningar pa hilsa eller miljo. De skadliga verkningarna visar sig enbart om expone-
ringsnivan dr tillracklig.

Reproducerbarhet mellan laboratorier: Ett matt pa i hur stor utstrickning olika kvalificerade laboratorier kan producera
kvalitativt och kvantitativt liknande resultat, med anvindning av samma protokoll och samma testimnen. Repro-
ducerbarheten mellan laboratorier faststills under forvalideringen och valideringen och den indikerar i hur stor
utstrickning ett test framgdngsrikt kan 6verforas mellan laboratorier (38).

Reproducerbarhet inom laboratoriet: Ett métt pé i vilken utstridckning kvalificerade personer inom samma laboratorium
framgangsrikt kan upprepa resultat vid olika tidpunkter nir de anvénder ett visst protokoll.

Utanforliggande virde: Ett utanforliggande virde (outlier) 4r en observation som markant skiljer sig frin de ovriga
védrdena i ett slumpmissigt urval frdn en population.

Kvalitetssikring: En styrningsprocess ddr personer som ar i oberoende stillning i forhdllande till de personer som
genomfor testningen bedomer hur standarder, krav och registreringsforfaranden for laboratorietestning f6ljs och hur
exakt data formedlas.

Tillforlitlighet: Ett matt pd i vilken utstrickning en testmetod kan reproduceras inom och mellan laboratorier 6ver tiden
ndr metoden utfors med samma protokoll. Den bedoms genom att man berdknar reproducerbarheten inom och
mellan laboratorier (38).

Hudsensibilisering: En immunologisk process som foljer av att en mottaglig individ exponeras ytvigen for en induce-
rande kemisk allergen som provocerar en kutan immunrespons som kan leda till att det uppstar kontaktsensibilisering.

Stimulationsindex (SI): Ett virde som berdknas for att bedoma hudsensibiliseringspotentialen hos ett testimne och som
ar forhallandet mellan proliferationen i behandlingsgrupperna och proliferationen i den parallella vehikelkontroll-

gruppen.

Testamne (kallas ocksd testkemikalie): Alla dmnen eller blandningar som testas med denna testmetod.

B.51. HUDSENSIBILISERING: LLNA-METODEN (LOCAL LYMPH NODE ASSAY): BrdU-ELISA
INLEDNING

1. OECD:s riktlinjer for testning av kemikalier (OECD Guidelines for the Testing of Chemicals) och EU:s testmetoder
ses regelbundet 6ver med hinsyn till den vetenskapliga utvecklingen, nya lagstiftningsbehov och djurens vilbe-
finnande. Den forsta testmetoden (B.42) for bestimning av hudsensibilisering hos moss (LLNA-metoden, OECD:s
testriktlinje 429) har reviderats (1 och kapitel B.42 i denna bilaga). Narmare uppgifter om valideringen av LLNA
och en 6versikt av arbetet i samband med denna har offentliggjorts (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). I LLNA-metoden
anvinds radioisotopiskt tymidin eller jod for att mita lymfocytproliferation och metoden har dirfor begransad
anvindning ndr det forekommer problem med att anskaffa, anvinda eller bortskaffa radioaktivitet. LLNA: BrdU-
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ar en icke-radioaktiv modifikation av LLNA-testmetoden och i den
anvinds icke-radiomérkt 5-bromo-2-deoxiuridin (BrdU) (CAS-nummer 59-14-3) i ett ELISA-baserat testsystem for
mitning av lymfocytproliferation. LLNA: BrdU-ELISA har validerats, granskats och rekommenderats av en inter-
nationell oberoende expertutvirderingspanel som konstaterade att den kan anvindas for att identifiera hudsensi-
biliserande och icke-hudsensibiliserande kemikalier, med vissa begransningar (10) (11) (12). Testmetoden ar
avsedd for bedomning av kemikaliers (dmnens och blandningars) potential att framkalla hudsensibilisering hos
djur. Enligt kapitel B.6 i denna bilaga och i OECD:s testriktlinje 406 anvinds test p& marsvin, sidrskilt max-
imeringstest pd marsvin och Buehler-test (13). LLNA (kapitel B.42 i denna bilaga; OECD:s testriktlinje 429) och de
tva icke-radioaktiva modifikationerna LLNA: BrdU-ELISA (kapitel B.51 i denna bilaga; OECD:s testriktlinje 442 B)
och LLNA: DA (kapitel B.50 i denna bilaga; OECD:s testriktlinje 442 A) ger fordelar jamfort med marsvinstest
enligt B.6 och OECD:s testriktlinje 406 (13) genom mojligheten att minska antalet djur och behandla dem pa ett
skonsammare sitt.
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2.

[ likhet med LLNA anvinds LLNA: BrdU-ELISA for att undersoka hudsensibiliseringens induktionsfas, vilket ger
tillgdng till kvantitativa data som dr limpliga for dos-responsbedomning. Vidare giller att de hir metodernas
forméga att uppticka hudsensibiliserande kemikalier utan att det behdvs radiomérkning fér DNA eliminerar risken
for yrkesmissig exponering for radioaktivitet och problem rorande bortskaffning av avfall. Detta kan i sin tur ge
mojlighet till 6kad anvindning av moss for att uppticka hudsensibiliserande dmnen, vilket ytterligare kan minska
anvindningen av marsvin for att testa kemikaliers hudsensibiliserande potential (dvs. B.6; OECD:s
testriktlinje 406) (13).

DEFINITIONER

3.

Definitioner av begreppen finns i tilligg 1.

INLEDANDE OVERVAGANDEN OCH BEGRANSNINGAR

4.

LLNA: BrdU-ELISA ir en modifierad LLNA-metod for identifiering av kemikalier med potential att framkalla
hudsensibilisering, med specifika begriansningar. Detta betyder dock inte nodvandigtvis att LLNA: BrdU-ELISA
alltid ska anvindas i stillet for LLNA eller test pd marsvin (dvs. B.6; OECD:s testriktlinje 406) (13), utan att
metoden dr likvirdig och kan anvindas som ett alternativ i fall dir positiva och negativa resultat i regel inte kraver
ndgon ytterligare bekriftelse (10) (11). Testningslaboratoriet bor analysera all tillginglig information om testimnet
innan sjilva testningen genomfors. Sddan information inbegriper dmnets identitet och kemiska struktur, fysikalisk-
kemiska egenskaper, resultaten frdn andra eventuella in vitro- eller in vivo-test avseende toxicitet samt toxikologiska
data om strukturellt nirbesliktade kemikalier. Denna information bor overvigas for att kunna faststdlla om LLNA:
BrdU-ELISA-metoden dr limplig for testimnet (mot bakgrund av att metoden inte kan anvindas for vissa typer av
kemikalier, se punkt 5) och som stod for valet av dos.

LLNA: BrdU-ELISA ir en in vivo-metod, och darfor kan man inte undvika anvindningen av djur for bedomning av
sensibilisering genom allergisk kontakt. Metoden ger dock mojligheter att anvinda firre djur for detta dndamal i
jamforelse med test pd marsvin (B.6; OECD:s testriktlinje 406) (13). Dessutom ger LLNA: BrdU-ELISA mojlighet
till en betydligt skonsammare behandling av djuren for testning av sensibilisering genom allergisk kontakt,
eftersom man med LLNA: BrdU-ELISA, till skillnad frdn B.6 och OECD:s testriktlinje 406, inte behover framkalla
provokationsinducerade dermala hypersensitivitetsreaktioner. Dessutom behéver adjuvant inte anvindas, vilket dr
fallet vid maximeringstest pd marsvin (kapitel B.6 i denna bilaga, 13). LLNA: BrdU-ELISA ar dirfor en mindre
plagsam metod for djuren. Trots fordelarna med LLNA: BrdU-ELISA i jimforelse med B.6 och OECD:s testriktlinje
406 (13) finns det vissa begransningar som gor att man kanske mdste anvinda B.6 eller OECD:s testriktlinje 406
(tex. testning av vissa metaller, falska positiva resultat med vissa hudirriterande dmnen (sdsom vissa ytaktiva
damnen (6) (1 och kapitel B.42 i denna bilaga), testimnets 16slighet)). Dessutom kan det for kemiska klasser eller
damnen som har funktionella grupper som pavisats agera som potentiella storfaktorer (15) vara nodvandigt att
anvanda test pd marsvin (dvs. B.6; OECD:s testriktlinje 406 (13)). Det rekommenderas att de begransningar som
anges for LLNA (1 och kapitel B.42 i denna bilaga) dven ska gilla for LLNA: BrdU-ELISA (10). Utover sddana
identifierade begransningar bor LLNA: BrdU-ELISA gé att anvinda for testning av alla kemikalier, utom om en
kemikalie forknippas med egenskaper som kan pdverka LLNA: BrdU-ELISA-metodens exakthet. Dessutom bor
overviganden goras rorande mojligheten till positiva gransresultat, nar man erhaller virden for stimulationsindex
mellan 1,6 och 1,9 (se punkterna 31-32). Detta grundar sig pd valideringsdatabasen med 43 dmnen och
anvindning av SI > 1,6 (se punkt 6) for vilka LLNA: BrdU-ELISA ger korrekt identifiering av alla 32 sensi-
biliserande dmnen enligt LLNA men felaktig identifiering av 2 av 11 icke-sensibiliserande dmnen enligt LLNA
med Sl-virden mellan 1,6 och 1,9 (dvs. pd grinsen till positivt) (10). Eftersom samma datauppsittning anvindes
for att faststilla Sl-virdena och berdkna testmetodens forutsigande egenskaper kan dock de angivna resultaten
vara en overuppskattning av de faktiska forutsigande egenskaperna.

PRINCIP FOR TESTMETODEN

6.

LLNA: BrdU-ELISA bygger pa principen om att sensibiliserande dmnen inducerar en primdr proliferation av
lymfocyter i de lymfnoder som drinerar det omrdde dir testimnet appliceras. Denna proliferation stir i pro-
portion till den applicerade dosen och det allergiframkallande dmnets styrka, och ir ett enkelt sitt att fa en
kvantitativ mitning av sensibiliseringen. Proliferationen mits genom att jimfora medelproliferationen i varje
testgrupp med medelproliferationen i den vehikelbehandlade kontrollgruppen. Forhdllandet mellan medelprolife-
rationen i respektive behandlingsgrupp och den parallella vehikelkontrollgruppen, kallat stimulationsindex (SI),
bestims och detta bor vara > 1,6 for att det ska vara motiverat att klassificera testimnet som potentiellt hudsensi-
biliserande dmne. De forfaranden som beskrivs hir grundar sig pd métning av BrdU-innehéllet for att indikera ett
okat antal prolifererande celler i de aurikuldra drinerande lymfnoderna. BrdU ir ett analogt dmne med tymidin
och inkorporeras pé liknande sitt in i DNA i prolifererande celler. Inkorporeringen av BrdU mits med ELISA med
hjilp av en antikropp som ir specifik for BrdU som ocksé mirks med peroxidas. Nir substratet tillsitts reagerar
peroxidas med detta och det uppstdr en firgad produkt som kvantifieras vid en specifik absorbans genom
avldsning av en mikrotiterplatta.
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TESTBESKRIVNING
Val av djurart

7. For detta test anvinds mus. Valideringsstudier for LLNA: BrdU-ELISA genomfordes uteslutande med stammen
CBA/JN som dirfor anses vara den stam som dr att foredra (10) (12). I testet anvdnds unga vuxna mushonor som
inte har fott ungar och som inte ar driktiga. Nar forsoket inleds bor djuren vara 8-12 veckor gamla. Djurens
viktvariation bér vara minimal och fér inte dverskrida 20 % av medelvikten. Ovriga stammar eller hanar kan
anvindas som alternativ forutsatt att det finns tillrickliga data som stod for att det inte férekommer nagra
betydande stam- eller konsberoende skillnader i LLNA: BrdU-ELISA-respons.

Inhysnings- och utfodringsforhillanden

8. Mossen ska inhysas i grupper (16), utom om det finns tillborlig vetenskaplig motivering for individuell inhysning.
Temperaturen i testdjurens utrymmen bor vara 22 * 3 °C. Den relativa fuktigheten bor vara minst 30 % och ska
helst inte Gverstiga 70 %, utom ndr rummet rengors. Mélvirdet bor dock vara 50—-60 %. Belysningen bor vara
artificiell med omvixlande 12 timmar ljus och 12 timmar morker. For utfodringen kan konventionellt laborato-
riefoder anvindas, och djuren bor ha obegransad tillgdng till dricksvatten.

Forberedelse av djuren

9. Djuren viljs ut slumpmassigt och forses med markning sd att de kan identifieras individuellt (6ronmérkning far
dock inte anvindas). Direfter far djuren acklimatisera sig till laboratoriets forhallanden i sina burar i minst fem
dagar fore doseringsstart. Innan behandlingen inleds undersoks alla djur for att sikerstilla att de inte har ngra
synliga hudskador.

Forberedelse av doseringslosningar

10. Kemikalier i fast form ska upplosas eller suspenderas i 16sningsmedel/vehikel och vid behov spadas ut fore
appliceringen pd mossens oron. Kemikalier i vitskeform kan appliceras i ren eller utspadd form. Olosliga kemi-
kalier, av den typ som ofta anvinds i medicintekniska produkter, ska extraheras kraftigt i lampligt 16sningsmedel
sd att alla extraherbara bestindsdelar for testning fis ut. Testlosningarna ska beredas dagligen utom om stabili-
tetsdata visar att lagring kan accepteras.

Tillforlitlighetskontroll

11. Positiva kontrollkemikalier anvinds for att pévisa att testsystemet har tillracklig och reproducerbar kinslighet for
ett sensibiliserande testimne och en respons med vilkarakteriserad styrka. Anvindningen av en parallell positiv
kontroll rekommenderas eftersom den pavisar laboratoriets kompetens att genomfora testningar pé ett framgéngs-
rikt sitt och ger mojlighet till bedomning av reproducerbarhet och jimférbarhet inom laboratoriet och mellan
laboratorier. Vissa tillsynsmyndigheter kraver ocksd att positiv kontroll anvinds f6r varje undersdkning, och darfor
uppmuntras laboratorierna att samrdda med relevanta myndigheter innan testning med LLNA: BrdU-ELISA inleds.
Likasd uppmuntras rutinanvandning av parallell positiv kontroll for att undvika tilliggstestning pd djur for att
uppfylla krav som kan uppstd fran anvindningen av periodisk positiv kontroll (se punkt 12). Den positiva
kontrollen bor ge en positiv LLNA: BrdU-ELISA-respons pd den exponeringsnivd som forvintas ge en okning
av stimulationsindex (SI) som ar storre eller lika med 1,6 i férhallande till negativa kontrollgruppen. Dosen av den
positiva kontrollkemikalien ska viljas sd att den inte orsakar sarskilt kraftig hudirritation eller systemisk toxicitet
och att induktionen 4r reproducerbar men inte for kraftig (t.ex. SI > 14 anses vara for hogt virde). Rekom-
menderade dmnen for positiv kontroll dr 25-procentig hexylkanelaldehyd (CAS-nummer 101-86-0) och 25-
procentig eugenol (CAS-nummer 97-53-0) i aceton-olivoljeblandning i forhallandet 4:1 (volym/volym). I vissa
fall kan dven andra positiva kontrollkemikalier som uppfyller de ovan angivna kriterierna anvindas, forutsatt att
tillborlig motivering kan ges.

12. Aven om anvindning av en parallell positiv kontrollgrupp rekommenderas kan det finnas betingelser dér det ir
tillrackligt med periodisk testning (dvs. minst var sjitte manad) av den positiva kontrollen i laboratorier som
regelbundet genomfor LLNA: BrdU-ELISA (dvs. minst en gdng i manaden) och som har en etablerad historisk
databas 6ver positiv kontroll som pdvisar laboratoriets formédga att f reproducerbara och exakta resultat fran
positiva kontroller. Tillracklig kvalitet hos LLNA: BrdU-ELISA kan framgdngsrikt pavisas genom att enhetliga
positiva resultat erhdlls fran den positiva kontrollen vid minst tio oberoende testningar som genomfors inom
en skilig tidsperiod (dvs. kortare dn ett dr).

13. Parallell positiv kontrollgrupp ska alltid anvindas ndr det sker dndringar rorande testningsforfarandet (t.ex. ny
personal, nya material ochfeller reagenser, annorlunda utrustning, byte av testdjurens ursprung), och sidana
andringar bor dokumenteras i laboratorierapporter. Man bor overviaga om dessa dndringar paverkar den tidigare
etablerade historiska databasens limplighet, for att kunna avgora om det behovs en ny historisk databas for
dokumentering av den positiva kontrollens resultatenhetlighet.
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14. Man bor vara medveten om att beslut om att anvinda positiva kontroller med vissa intervaller i stillet for

15.

16.

parallellt har dterverkningar pa limpligheten och godtagbarheten hos negativa undersokningsresultat som fds
utan parallell positiv kontroll under den tid som loper mellan de periodiska undersokningarna med positiv
kontroll. Om man tex. far falska negativa resultat vid ett periodiskt test av positiv kontroll, miste man kanske
ifragasitta resultat som erhéllits mellan det sista godtagbara periodiska testet med positiv kontroll och ett icke-
godtagbart periodiskt test med positiv kontroll. Foljderna av dessa utfall bor overvigas noggrant ndr man avgor
huruvida parallella positiva kontroller ska anvindas eller om de positiva kontrollerna enbart ska vara periodiska.
Likasd bor man overviga anvindning av firre djur i den parallella positiva kontrollgruppen nir detta dr veten-
skapligt motiverat och laboratoriet med stdd av laboratoriespecifika historiska data kan pavisa att firre moss kan
anvindas (17).

Aven om det positiva kontrollimnet bor testas i en vehikel som veterligen framkallar en enhetlig respons (t.ex.
aceton-olivoljeblandning i forhallandet 4:1 (volym/volym)), kan det férekomma vissa foreskriftsreglerade situatio-
ner ddr det dven behdvs testning i en icke-standardmissig vehikel (kliniskt och kemiskt relevant formulering) (18).
Om det parallella positiva kontrollimnet testas i en annan vehikel 4n den som anvinds for testimnet, bor en
separat kontrollgrupp anvindas for den parallella positiva kontrollen.

[ fall dédr utvdrdering gors av testimnen av en viss kemisk klass eller med en viss responsskala kan det ocksa vara
virdefullt med referensimnen for att pavisa att testmetoden fungerar tillfredsstillande for bestimning av hudsensi-
biliseringspotentialen hos dessa typer av testimnen. Ett lampligt referensimne ska ha foljande egenskaper:

— Strukturell och funktionell likhet med den dmnesklass som testas.

— Kinda fysikalisk-kemiska egenskaper.

— Stodjande data frdn LLNA: BrdU-ELISA.

— Stodjande data frén andra djurmodeller och/eller frin méanniskor.

TESTFORFARANDE

Antalet djur och dosnivier

17

18.

19.

20.

. Minst fyra djur per dosgrupp och minst tre koncentrationer av testimnet bor anvindas. Dessutom anvénds en
parallell negativ kontrollgrupp som endast behandlas med samma vehikel som anvinds for testimnet och en
grupp for positiv kontroll (parallell eller nyligen gjord, enligt laboratoriets principer for overviganden enligt
punkterna 11-15). Man bor 6verviga flera upprepade doser av det positiva kontrollimnet, sirskilt ndr den
positiva kontrollen testas periodiskt. Med undantag for behandling med testimnet bor djuren i kontrollgrupperna
hanteras pd exakt samma sitt som djuren i dosgrupperna.

Doser och vehikel viljs pd grundval av rekommendationerna i hinvisningarna 2 och 19. Doserna viljs i regel
enligt en limplig koncentrationsserie sdsom 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5%, 2,5%, 1%, 0,5 %, osv. Valet av
koncentrationsserie ska ges tillborlig vetenskaplig motivering. All existerande tillginglig och relevant toxikologisk
information (t.ex. akut toxicitet och hudirritation) samt strukturell och fysikalisk-kemisk information om tes-
tamnet (och/eller strukturellt besliktade dmnen) bor Gvervdgas vid valet av de tre pd varandra foljande kon-
centrationerna s att den hogsta koncentrationen ger maximal exponering samtidigt som systemisk toxicitet och
sarskilt kraftig lokal hudirritation undviks (19) (20 och kapitel B.4 i denna bilaga). Om sddan information inte
finns kan det vara nodvindigt att forst genomfora ett prelimindrt screeningtest (se punkterna 21-24).

Vehikeln far inte stora eller snedvrida testresultaten och ska viljas med tanke pa storsta mojliga loslighet for att fa
hogsta mojliga koncentration samtidigt som man fir en losning/suspension som ér limplig for applicering av
testdimnet. Som vehikel rekommenderas aceton-olivoljeblandning (4:1 volym/volym), N,N-dimetylformamid, me-
tyletylketon, propylenglykol och dimetylsulfoxid (6) men dven andra vehiklar kan anvindas forutsatt att tillricklig
vetenskaplig motivering kan ges. I vissa situationer kan det vara nodvindigt att som extra kontroll anvinda ett
kliniskt relevant 16sningsmedel eller en kommersiellt tillginglig blandning dar testimnet ingdr. Sarskild vikt bor
fastas vid att se till att hydrofila testimnen inkorporeras i ett vehikelsystem som viter huden och som inte
omedelbart rinner bort, genom att anvinda limpliga solubiliserande dmnen (t.ex. 1-procentig Pluronic® L92). Det
betyder att helt vattenbaserade vehiklar bor undvikas.

Genom analys av lymfnoder frén individuella moss kan man bestimma variationer djuren emellan och gora en
statistisk jamforelse av skillnaden mellan métningar for testimnet och métningarna i vehikelkontrollgruppen (se
punkt 33). Dessutom kan mojligheten att minska antalet moss i den positiva kontrollgruppen endast évervigas
utifrdn att data samlas in individuellt per djur (17). Vidare giller att vissa tillsynsmyndigheter kriver att data
insamlas per individuellt djur. Regelbunden insamling av individuella data per djur ger en fordel rorande djurens
vilbefinnande eftersom upprepad testning undviks som annars skulle behovas om testdimnesresultat som ur-
sprungligen har samlats in pd ett visst sitt (t.ex. genom poolade djurdata) maste granskas senare av tillsyns-
myndigheter som har avvikande krav (sdsom data per individuellt djur).
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Preliminirt screeningtest

21

22.

. Om det inte finns tillgang till information for att bestimma hogsta testdosen (se punkt 18) bor ett preliminart
screeningtest genomféras for att definiera den limpliga dosnivan for test i LLNA: BrdU-ELISA. Syftet med det
prelimindra screeningtestet dr att fi vagledning for valet av hogsta dosnivad i huvudundersokningen, i fall dar
information saknas om vilken koncentration som inducerar systemisk toxicitet (se punkt 24) och/eller sirskilt
kraftig lokal hudirritation (se punkt 23). Den hogsta dosnivd som testas ska vara 100 % testimne for vétskor eller
hogsta mojliga koncentration for fasta dmnen eller suspensioner.

Det preliminira screeningtestet genomférs under identiska betingelser som vid den huvudsakliga LLNA: BrdU-
ELISA-undersokningen, utom att man inte utvarderar proliferationen i lymfnoderna och man kan anvinda firre
djur i dosgruppen. Ett eller tvd djur per dosgrupp foreslas. Alla moss observeras dagligen for kliniska tecken pa
systemisk toxicitet eller lokal irritation pa appliceringsstillet. Djurens kroppsvikt registreras fore testningen och
efter avslutad testning (dag 6). For varje mus observeras bada dronen for hudrodnad och graderas enligt tabell 1
(20 och kapitel B.4 i denna bilaga). Mdtning av orontjocklek gors t.ex. med digital mikrometer eller Peacock Dial-
instrument pd dag 1 (fére dosering), dag 3 (cirka 48 timmar efter den forsta dosen) och pd dag 6. Dessutom kan
orontjockleken bestimmas pd dag 6 genom vigning av en Oronbit som stansas ut efter skonsam avlivning.
Sarskilt kraftig lokal hudirritation indikeras genom hudrodnadsgradering > 3 och/eller 6kning av orontjockleken
med > 25 % pa ndgon av matningsdagarna (21) (22). Den hogsta dos som viljs for huvudundersokningen blir
ndsta ligre dos i den preliminidra screeningens koncentrationsserie (se punkt 18) som inte inducerar systemisk
toxicitet och/eller sirskilt kraftig hudirritation.

Tabell 1

Grader av hudrodnad

Observation Gradering

Ingen hudrodnad 0

Mycket svag rodnad (knappt skonjbar) 1

Va

ldefinierad hudrodnad 2

Moderat till svdr hudrodnad 3

Svér hudrodnad (kottrodnad) till sarskorpebildning som utgér hinder for gradering av rodnaden 4

23

24.

. For identifiering av irriterande dmnen med LLNA har man utover en 25-procentig okning av 6rontjocklek (21)
(22) ocksd anviant statistiskt signifikant 6kning av 6rontjockleken hos behandlingsgruppens moss i jamforelse med
kontrollgruppens moss (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28). Dock si giller att dven om statistiskt signifikanta
okningar kan intrdffa ndr okningen av orontjocklek dr mindre dn 25 %, har dessa inte specifikt forknippats med
sarskilt kraftig irritation (25) (26) (27) (28) (29).

Foljande kliniska observationer kan indikera systemisk toxicitet (30) ndr de anvinds som del av en helhets-
bedémning och kan séledes ge indikation om den hogsta dosnivd som ska anvindas i huvudundersokningen:
andringar av nervsystemets funktion (t.ex. upprest pils, ataxi, skilvningar och konvulsioner), dndringar av bete-
ende (t.ex. aggressivitet, dndringar av putsningsbeteende, markerad dndring av aktivitetsnivd), dndringar av and-
ningsmonster (dvs. dndringar av andningens frekvens och intensitet, sisom dyspné, gispande och rassel) samt
andringar av fodo- och vattenintag. Vid utvirderingen ska man ocksa beakta tecken pa letargi och/eller avsaknad
av reaktioner, alla slags Kliniska tecken pd mer dn litt eller momentan smirta eller lidande, minskning av
kroppsvikten med mer 4n 5% frén dag 1 till dag 6 samt mortalitet. Ddende djur och djur som visar tecken
pa svar smarta och lidande ska avlivas skonsamt (31).

Huvudundersokningens forsoksschema

25.

For testet anvinds foljande forsoksschema:

— Dag 1: Djuren mdrks individuellt och vikten samt eventuella kliniska observationer registreras. Applicera 25
pl lampligt utspatt testimne, ren vehikel eller positivt kontrollimne (parallell eller nyligen utford positiv
kontroll, i enlighet med laboratoriets principer ndr det giller punkterna 11-15) pd bida oronens baksida.

— Dagarna 2 och 3: Upprepa appliceringen enligt dag 1.
— Dag 4: Ingen behandling.

— Dag 5: Injicera 0,5 ml (5 mg/mus) BrdU-losning (10 mg/ml) intraperitonealt.
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— Dag 6: Registrera vikten for varje djur och eventuella kliniska observationer. Avliva djuren skonsamt cirka 24
timmar efter BrdU-injektionen. Skir bort de aurikulira drinerande lymfnoderna frin varje musora och
behandla separat i fosfatbuffrad saltlosning (PBS) for varje djur. Narmare uppgifter och scheman for identi-
fiering och dissekering av noder finns i hinvisning (17). For ytterligare kontroll av lokal hudrespons i
huvudundersokningen kan tilliggsparametrar sdsom gradering av 6rats hudrodnad eller matningar av orats
tjocklek (med tjockleksmitare eller genom vigning av utstansad bit vid obduceringen) inforlivas i under-
sokningsprotokollet.

Beredning av cellsuspensioner

26

. For varje mus bereds en suspension med enskilda celler av lymfnodsceller (LNC) frdn de bilateralt bortskurna
lymfnoderna genom forsiktig mekanisk sonderdelning med hjélp av ett ndt av rostfritt stdl (200 mesh) eller annan
godkind teknik for beredning av en suspension med enskilda celler (t.ex. sonderdelning av lymfnoderna i en
engdngsmortel av plast dtfoljt av passage genom ett nylonndt (70 mesh)). Forfarandet for beredning av LNC-
suspensionen ar kritiskt for detta test och ddrfor bor varje laboratorium se till att fardigheterna 6vas in pé férhand.
Observera att lymfnoderna i den negativa kontrollgruppens djur dr smd, och det ar viktigt att iaktta stor for-
siktighet for att undvika stérande inverkan péd Sl-virdena. For varje fall ska malvolymen hos LNC-suspensionen
justeras till en bestimd optimerad volym (cirka 15 ml). Den optimerade volymen baserar sig pd att man for den
negativa kontrollen ska fi en genomsnittsabsorbans inom 0,1-0,2.

Bestimning av cellproliferation (mitning av BrdU-innehéllet i lymfocyternas DNA)

27

. BrdU mits i ELISA med hjilp av ett kommersiellt tillgangligt kit (t.ex. Roche Applied Science, Mannheim, Tysk-
land, katalognummer 11 647 229 001). Matningen gér i huvuddrag ut pd att 100 pul LNC-suspension Gverfors till
brunnarna i en flatbottnad mikrotiterplatta i tre uppsittningar. Efter fixering och denaturering av LNC tillsatts
anti-BrdU-antikropp till varje brunn och tilldts reagera. Direfter avldgsnas anti-BrdU-antikroppen genom tvittning
och substratlosning tillsitts sd att kromogen kan bildas. Direfter mits absorbansen vid 370 nm med en referens-
viglangd pd 492 nm. Under alla omstindigheter giller att testningsbetingelserna bor optimeras (se punkt 26).

OBSERVATIONER

Kliniska observationer

28

. Varje mus bor observeras minst dagligen med tanke pd eventuella kliniska tecken — lokal irritation vid applice-
ringsstillet eller tecken pd systemisk toxicitet. Alla observationer registreras systematiskt och individuellt per mus.
Overvakningsplanerna bor inbegripa kriterier fér omedelbar identifiering av tecken pé systemisk toxicitet, sarskilt
kraftig hudirritation eller hudkorrosion sd att berorda djur kan avlivas (31).

Kroppsvikt

29

. Enligt det som anges i punkt 25 ska de individuella djurens vikt registreras vid forsokets borjan och strax fore den
schemalagda avlivningen.

BERAKNING AV RESULTATEN

30

31.

32.

. Resultaten for varje behandlingsgrupp uttrycks som genomsnittet for stimulationsindex. Stimulationsindex erhélls
genom att genomsnittligt virde for BrdU-mirkningsindex/djur inom varje testimnesgrupp och den positiva
kontrollgruppen divideras med genomsnittligt virde f6r BrdU-markningsindex for kontrollgruppen for 16snings-
medel/vehikel. Det genomsnittliga stimulationsindexet for vehikelkontrollgrupperna har da virdet 1.

BrdU-mirkningsindex definieras enligt foljande:

BrdU-mérkningsindex = (ABS,,, — ABS blank,,) — (ABS,s — ABS blank,.)

dir em = emissionsvaglingd och ref = referensviglingd.

Vid bedomning av resultaten anses ett resultat vara positivt nar SI = 1,6 (10). Man kan dock dven anvinda styrkan
pa dos-responsforhallandets samt den statistiska signifikansen och enhetligheten hos responsen i kontrollgruppen
for 16sningsmedel/vehikel och i den positiva kontrollen ndr man faststaller huruvida ett gransresultat (dvs. Sl-virde
mellan 1,6 och 1,9) ska anses vara positivt (3) (6) (32).

For ett gransresultat for positiv respons ddr Sl-virdet ligger mellan 1,6 och 1,9 vill man kanske beakta till-
laggsinformation sdsom dos-responsforhdllandet, tecken pd systemisk toxicitet eller sdrskilt kraftig irritation och,
dir det dr lampligt, statistisk signifikans tillsammans med Sl-vdrden for att bekréfta att resultaten ér positiva (10).
Likasd bor man beakta testimnets olika egenskaper, inbegripet eventuell strukturell sliktskap med kinda hudsensi-
biliserande dmnen, huruvida dmnet orsakar sirskilt kraftig hudirritation hos mossen samt naturen hos det
iakttagna forhallandet mellan dos och respons. Dessa och andra aspekter diskuteras ndrmare i andra killor (4).
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33

. Nir data samlas in per enskild mus kan man gora en statistisk analys rorande férekomsten av dosrespons och
graden for dos-responsforhdllande. Alla statistiska analyser kan inbegripa en utvirdering av dos-responsforhal-
landet och en limpligt anpassad jamforelse mellan testgrupper (t.ex. parvisa jimforelser mellan doseringsgrupp
och parallell kontrollgrupp for losningsmedel/vehikel). De statistiska analyserna kan inbegripa t.ex. linjir regression
eller Williams test for utvirdering av dos-responstrender och Dunnetts test for parvisa jamforelser. Vid valet av en
lamplig metod for den statistiska analysen bor man vara medveten om eventuella olikheter hos varianserna och
andra relaterade problem som kan gora det nodvindigt att gora en datatransformation eller en icke-parametrisk
statistisk analys. Det kan ocksd vara nodvindigt att genomféra berdkningar av stimulationsindex och statistiska
analyser med och utan vissa datapunkter (s.k. outliers — utanforliggande virden).

DATA OCH RAPPORTERING

Data

34. Data sammanstills i tabellform med angivelse av virdena for BrdU-mérkningsindex per djur, gruppens medelvirde

for BrdU-mérkningsindex per djur, den associerade feltermen (t.ex. SD, SEM) och medelvirdet for stimulations-
index for varje dosgrupp jimfort med den parallella kontrollgruppen for 16sningsmedel/vehikel.

Testrapport

35.

Testrapporten ska innehélla nedan angivna uppgifter.
Test- och kontrollkemikalier:

— Identifieringsdata (t.ex. CAS-nummer och EG-nummer, om tillgingligt, killa, renhet, kdnda orenheter, sats-
nummer).

— Fysikalisk natur och fysikalisk-kemiska egenskaper (t.ex. flyktighet, stabilitet, 1oslighet).

— For blandningar anges sammansattning och bestdndsdelarnas relativa procentandelar.

Losningsmedel/vehikel:
— Identifieringsdata (renhet, koncentration (om tillimpligt), volym som har anvints).

— Motivering for val av vehikel.

Testdjur:

— CBA-mossens ursprung.

— Mikrobiologiska data for djuren, om dessa data ar kinda.
— Antal djur och deras élder.

— Ursprung, inhysningsforhallanden, foder och dylikt.

Testbetingelser:

— ELISA-satsens ursprung, satsnummer och kvalitetsforsikran/kvalitetskontrolldata (antikroppskanslighet samt
detektionsspecificitet och -grins).

— Detaljerade uppgifter om beredning och applicering av testimnet.

— Motivering for valet av dos (dven resultat frin preliminir screening om sddan har genomforts).
— Koncentrationerna for vehikel och testimne samt totala méingden testimne som applicerats.
— Detaljerade uppgifter om foder- och vattenkvalitet (inbegripet diettyp/killa, vattenkalla).

— Detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman.

— Metoder for mitningar av toxicitet.
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— Kiriterier for att faststilla om resultatet dr positivt eller negativt.

— Uppgifter rorande eventuella avvikelser fran protokollet och redogorelse for hur avvikelsen paverkar under-
sokningens utformning och resultat.

Tillforlitlighetskontroll:

— Sammanfattning av resultaten frdn senaste tillforlitlighetskontroll, dven information om testimne, koncent-
ration och vehikel.

— Data frdn parallella och/eller historiska positiva kontroller och parallella negativa kontroller (losningsmedel/
vehikel) for testningslaboratoriet.

— Om forsoket inte har omfattat parallell positiv kontroll, ange datum och laboratorierapport for senaste
periodiska positiva kontroll och en rapport med uppgifter om laboratoriets historiska data for positiva
kontroller som motivering for varfor parallell positiv kontroll inte har anvénts.

Resultat:

— Maossens individuella vikt vid doseringsstart och vid schemalagd skonsam avlivning samt medelvirde och
associerad felterm (t.ex. SD, SEM) for varje behandlingsgrupp.

— Tidpunkten for forsta upptickt av tecken pa toxicitet, dven eventuell hudirritation vid appliceringsstillet, for
varje forsoksdjur.

— En tabell med BrdU-mirkningsindex per mus och Sl-virden per behandlingsgrupp.

— Medelvirde och associerad felterm (t.ex. SD, SEM) for BrdU-mérkningsindex per mus for varje behandlings-
grupp och resultaten fran analys av utanférliggande virden for varje behandlingsgrupp.

— Beriknat stimulationsindex och ett limpligt matt pd variabilitet som beaktar variationen mellan djuren i
testimnesgruppen och kontrollgruppen.

— Forhéllandet mellan dos och respons.

— Statistisk analys, om tillimpligt.

Diskussion om resultaten:

— En kort kommentar om resultaten, dos-responsanalys och statistiska analyser (i tillimpliga fall), med en
slutsats om huruvida testimnet ska anses vara hudsensibiliserande.
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Tillagg 1
DEFINITIONER

Exakthet: Ett matt pd hur vil testmetodresultaten och de godtagna referensvirdena overensstimmer med varandra.
Exakthet dr ett matt pad testmetodens prestanda och en relevansaspekt. Detta begrepp anvinds ofta omvixlande med
’konkordans’ for att beskriva andelen korrekta resultat med en testmetod (33).

Referensimne: Ett sensibiliserande eller icke-sensibiliserande dmne som anvinds som standard for jimforelse med ett
testimne. Ett referensimne ska ha foljande egenskaper: i) en eller flera enhetliga och tillforlitliga kallor, ii) strukturell
och funktionell likhet med den dmnesklass som testas, iii) kinda fysikalisk-kemiska egenskaper, iv) stodjande data om
kinda effekter och v) kind styrka inom det onskade responsomrédet.

Falsk negativt: Ett testimne som felaktigt har identifierats som negativt eller icke-aktivt genom en testmetod nir dmne i
sjilva verket dr positivt eller aktivt (33).

Falskt positivt: Ett testimne som felaktigt har identifierats som positivt eller aktivt genom en testmetod nir dmne i
sjilva verket dr negativt eller icke-aktivt (33).

Fara: Potentialen for skada pd hilsa eller miljo. De skadliga verkningarna visar sig enbart om exponeringsnivin ir
tillracklig.

Reproducerbarhet mellan laboratorier: Ett matt pd i hur stor utstrackning olika kvalificerade laboratorier kan producera
kvalitativt och kvantitativt liknande resultat, med anvindning av samma protokoll och samma testdimne. Reproducer-
barheten mellan laboratorier faststills under forvalideringen och valideringen och den indikerar i hur stor utstrickning
ett test framgdngsrikt kan overforas mellan laboratorier (33).
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Reproducerbarhet inom laboratoriet: Ett métt pé i vilken utstridckning kvalificerade personer inom samma laboratorium
framgédngsrikt kan upprepa resultat vid olika tidpunkter nir de anvinder ett visst protokoll (33).

Utanfrliggande varde: Ett utanforliggande virde (outlier) 4r en observation som markant skiljer sig frin de 6vriga
virdena i ett slumpmissigt urval frdn en population.

Kvalitetssakring: En styrningsprocess ddr personer som ar i oberoende stillning i forhéllande till de personer som
genomfor testningen bedomer hur standarder, krav och registreringsforfaranden for laboratorietestning f6ljs och hur
exakt data formedlas.

Tillforlitlighet: Ett matt pd i vilken utstrickning en testmetod kan reproduceras inom och mellan laboratorier 6ver tiden
ndr metoden utfors med samma protokoll. Den bedoms genom att man berdknar reproducerbarheten inom och
mellan laboratorier (33).

Hudsensibilisering: En immunologisk process som foljer av att en mottaglig individ exponeras ytvigen for en induce-
rande kemisk allergen som provocerar en kutan immunrespons som kan leda till att det uppstdr kontaktsensibilisering.

Stimulationsindex (SI): Ett virde som berdknas for att bedoma hudsensibiliseringspotentialen hos ett testimne och som
ar forhallandet mellan proliferationen i behandlingsgrupperna och proliferationen i den parallella vehikelkontroll-

gruppen.

Testamne (Rallas ocksd testkemikalie): Alla dmnen eller blandningar som testas med denna testmetod.”
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