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D018298/01
LISA

Miiruse (EU) nr 440/2008 lisa muudetakse jirgmiselt.

1. Peatiikk B.42 asendatakse jirgmisega:

»B.42. Naha sensibiliseerimine: lokaalsete liimfis6lme de katse

SISSEJUHATUS

l. OECD kemikaalide katsetamise juhendeid ja nendel pdhinevaid ELi katsemeetodeid
vaadatakse korrapdraselt libi, et votta arvesse teaduse arengut, muutuvaid regulatiivseid
vajadusi ja loomade heaolu. Varem on vastu vdetud originaalkatsemeetod hiire naha
sensibiliseerimise middramiseks lokaalsete llimfisdlmede katsega (Local Lymph Node Assay —
LLNA; OECD katsejuhend 429; kéesoleva lisa peatiikkk B.42) (1). Kirjanduses on avaldatud
LLNA valideerimise iiksikasjad ja iilevaade sellega seotud toddest (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)
(9) (10) (11). Ajakohastatud LLNA pdhineb katse- ja teaduslike andmete hindamisel (12). See
on teine katsemeetod, mis on kavandatud selleks, et hinnata katseloomadel kemikaalide
(ainete ja segude) vdimet sensibiliseerida nahka. Teise meetodi puhul (OECD katsejuhend
406, kiesoleva lisa peatiikkk B.6) kasutatakse merisigu, nimelt merisigade maksimeerimise
katset ja Buehleri katset (13). LLNAI on B.6 ja OECD katsejuhendiga 406 (13) vorreldes
loomade heaoluga seotud eeliseid. Kdesolev LLNA juhend hdlmab tulemuslikkusndudeid (1.
liide), mida vOib kasutada selliste uute ja/vdi modifitseeritud katsemeetodite
valideerimisolukorra hindamiseks, mis on t66pohimdttelt ja teostuslikult sarnased LLNAga,
vastavalt OECD katsejuhendi nr 34 (14) pohimdtetele.

2. LLNAga wuuritakse naha sensibiliseerimise induktsioonifaasi ja saadakse
kvantitatiivseid andmeid immuunvastuse annusest soltuvuse hindamiseks. Tuleb mérkida, et
pehmed/mdddukad sensibiliseerjad, mida soovitatakse sobivate positiivse kontrolli
kemikaalidena merisigade katsemeetodite jaoks (need on B.6 ja OECD katsejuhend 406) (13),
sobivad kasutamiseks ka LLNA puhul (6) (8) (15). Vdhendatud LLNAd, mille puhul
kasutatakse kuni 40 % vihem loomi, on kirjeldatud iihe vOimalusena ka kéesolevas
katsemeetodis (16) (17) (18). Vihendatud LLNAd voib kasutada, kui on regulatiivne vajadus
kinnitada naha sensibiliseerimise vOime negatiivset ennustust; seejuures tuleb jirgida koiki
muid LLNA katse-eeskirja iksikasju, nagu on kirjeldatud kéesolevas katsemeetodis.
Negatiivse tulemuse ennustus peab pdhinema kogu kéttesaadaval teabel, nagu on kirjeldatud
punktis 4. Enne vdhendatud LLNA Ihenemisviisi kohaldamist tuleb esitada selged
pohjendused ja selle meetodi kasutamise teaduslik alus. Kui vihendatud LLNAga saadakse
positiivne vOi kaheti tdlgendatav tulemus, vOib vaja minna lisakatseid tulemuste
tolgendamiseks vOi selgitamiseks. Vahendatud LLNAd ei tohiks kasutada ainete nahka
sensibiliseeriva toime ohu uurimiseks sellisel juhul, kui on vaja teavet annuse-immuunvastuse
seose kohta, niiteks alakategooriatesse klassifitseerimiseks vastavalt miirusele (EU) nr
1272/2008 mis késitleb ainete ja segude klassifitseerimist, mirgistamist ja pakendamist, ning
URO iihtsele iilemaailmsele kemikaalide klassifitseerimis- ja mirgistamissiisteemile.

MOISTED

3. Kasutatud mdisted on esitatud 2. liites.



LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD

4. LLNA on alternatitvne meetod vdimalike nahka sensibiliseerivate kemikaalide
kindlakstegemiseks See ei tdhenda tingimata, et kdikidel juhtudel tuleks kasutada
merisigadega tehtavate katsete (B.6 ja OECD katsejuhend 406) (12) asemel LLNAd, vaid
pigem, et uuring on sama hea ja seda vOoib kasutada alternatiivina, mille positiivsed vOi
negatiivsed tulemused iildiselt ei vaja tdiendavat kinnitamist. Katselabor votab arvesse kogu
uuritava aine kohta kittesaadava teabe enne uuringu tegemist. Selline teave hdlmab aine
nimetust ja keemilist struktuuri, flilisikalis-keemilisi omadusi, muude ainetega in vitro voi in
vivo tehtud toksilisuskatsete tulemusi ja struktuurilt sarnaste ainete toksikoloogilisi andmeid.
Osutatud teavet tuleb analiilisida, et méddrata kindlaks, kas LLNA sobib kdnealuse aine puhul
(arvestades LLNA sobimatust teatavate piiratud kemikaalitiilipide puhul, vt punkt 5) ning
valida sobivad annused.

5. LLNA onin vivo meetod ja seetdttu ei lIopeta see loomade kasutamist naha allergilise
sensibiliseerimise hindamisel. Siiski voimaldab see vihendada selleks vajalike loomade arvu.
Lisaks voimaldab LLNA oluliselt parandada viisi, kuidas loomi kasutatakse naha allergilise
sensibiliseerimise midramiseks (vihem tekitatakse valu ja kannatusi). LLNA pdhineb sellel,
et uuritakse kemikaalide immunoloogilist mdju sensibiliseerimise induktsioonifaasi ajal
Erinevalt merisigadega tehtavatest katsetest (s.o B.6 ja OECD katsejuhend 406) (13) ei eelda
LLNA, et naha &rritamisega tekitataks tlitundlikkusreaktsioonid. Samuti e1 eelda LLNA
adjuvandi kasutamist, nagu seda tehakse merisigadega tehtava maksimeerimiskatse puhul
(13). Seega vdhendab LLNA loomadele valu ja kannatuste tekitamist. Hoolimata LLNA
eelistest B.6 voi OECD katsejuhendi 406 kohaste katsetega vorreldes tuleks tunnistada, et on
teatud piirangud, mis voivad tingida B.6 voi OECD katsejuhendi 406 (13) kohaste katsete
kasutamise (nt LLNA valenegatiivid teatavate metallide puhul, valepositiivid teatavate
nahadrritajate puhul (nditeks teatavat tiilipi pindaktiivsed kemikaalid) (19) (20) voi
probleemid uuritavate ainete lahustuvusega). Lisaks vOib teatavate kemikaaliklasside voi
ainete puhul, mis sisaldavad segavat toimet avaldada vdivaid funktsionaalseid rithmi (21), olla
vaja kasutada meriseakatseid (B.6 vdoi OECD katsejuhend 406) (13). Kuna valideerimise
andmebaas oli piiratud (eelkdige uuriti pestitsiidivorme), voib LLNA tdendolisemalt kui
meriseakatsed anda positiivse tulemuse sellist tiilipi uuritava aine puhul (22). Vormide
uurimisel tuleks kaaluda seda, et vordlusainena lisatakse sarnaseid aineid, mille tulemused on
teada, et tdendada LLNAga saadavate tulemust digsust (vt punkt 16). Selliste teadaolevate
piirangute arvestamisega peaks LLNA olema kohaldatav igasuguste ainete uurimiseks, millel
eiole omadusi, mis voiksid mojutada LLNAga saadavate tulemuste digsust.

KATSE POHIMOTE

6. LLNA pohimdte seisneb selles, et sensibilisaatorid kutsuvad esile liimfotsiiiitide
vohamise ldahimates imfisdlmedes, mis dreenivad uuritava aine pealekandmise paika.
Vohamine on vordeline pealekantud allergeeni annuse ja allergiatekitamisvdimega ning see
voimaldab lihtsa meetodiga sensibiliseerimist kvantitatiivselt modta. Vohamist moddetakse
nii, et keskmist vohamist igas katseriihmas vorreldakse keskmise vohamisega kandeaine-
kontrollrithmas, mille liikmeid on toddeldud iiksnes kandeainega (vehicle treated control —
VC). Maéidratakse igas uuritava ainega to0deldud rithmas leitud keskmise vohamise ja
paralleelselt kontrollriihmas leitud keskmise vohamise suhtarv, mida nimetatakse
stimulatsiooniindeksiks (SI); SI peab olema vdhemalt 3 selleks, et uuritava aine voiks
klassifitseerida vdoimalikuks naha sensibiliseerijaks. Siin kirjeldatud meetodid pdhinevad
radioaktiivse mirgise kasutamisel in vivo; selle meetodiga moddetakse vohavate rakkude arvu



suurenemist korvalesta dreenivates lumfisdlmedes. Kuid vohavate rakkude arvu hindamiseks
vOoib kasutada ka muid viljundeid tingimusel, et need tiielikult wvastavad
tulemuslikkusnduetele (1. liide).

KATSE KIRJELDUS
Loomaliigi valimine

7. Kéesoleva katse jaoks valitud liik on hiir. Kasutatakse CBA/Ca vdo1 CBA/J liini noori
tdiskasvanud emashiiri, kes ei ole poeginud ega tiined. Katse alguses peaksid loomad olema
8—12 nddalat vanad ning loomade kehamassi varieerumine peaks olema minimaalne ja mitte
iiletama 20 % keskmisest massist. VOib kasutada ka muid liine ja isasloomi, kui on olemas
piisavalt andmeid selle tdendamiseks, et LLNA immuunvastuses ei ole olulisi liini- ja/voi
soospetsiifilisi erinevusi.

Pidamis- ja so6tmistingimused

8. Hiiri tuleks pidada rithmapuurides (23), kui ei esitata nduetekohast teaduslikku
pohjendust iiksikpuuris pidamise kasuks. Loomade katseruumi temperatuur peaks olema 22 +
3 °C. Kuigi suhteline niiskus peaks olema vdhemalt 30 % ja soovitatavalt mitte iile 70 %,
vélja arvatud ruumi puhastamise ajal, on eesmirk hoida see vahemikus 50-60 %. Valgustus
peab olema kunstlik, 12 tundi valgust ja 12 tundi pimedust. S66tmisel voib kasutada
tavapdrast labori soodavalikut; joogivee kogust ei piirata.

Loomade ettevalmistamine

9. Loomad wvalitakse juhuvaliku teel, tdhistatakse individuaalse identifitseerimise
voimaldamiseks (kuid mitte kdrvamérkidega) ning hoitakse oma puurides vihemalt viis pdeva
enne annustamise algust, et vdimaldada neil kohaneda laboritingimustega. Enne katse
alustamist uuritakse kdiki loomi, et neil ei oleks ndhtavaid nahakahjustusi.

Annustamislahuste valmistamine

10. Tahke uuritav aine tuleb lahustada voi suspendeerida lahustis vdi kandeaines ja
vajaduse korral lahjendada enne hiire kdrvalestale miérimist. Vedelaid kemikaale voib
annustada puhtal kujul v0i lahjendada enne annustamist. Lahustumatuid keemilisi aineid,
niiteks aineid, mida kasutatakse meditsiiniseadmetes, tuleb enne hiire korvalestale kandmist
sobiva solvendiga tohusalt ekstraheerida, et teha kindlaks kdik ekstraheeritavad koostisained,
mille moju tuleks uurida. Tuleks kasutada uuritava aine vérskeid preparaate, kui ei ole
stabiilsusandmetega tdendatud, et sidilitamine on lubatav.

Usaldusvaiarsuse kontroll

11. Posttiivse kontrolli kemikaale kasutatakse selleks, et tdendada katsemeetodi
vajalikku tulemuslikkust: sensibiliseerivate uuritavate ainetega, mille puhul immuunvastuse
ulatus on hasti kirjeldatud, saadakse dige ja korratav tulemus. Soovitatakse teha paralleelselt
positiivse kontrolli katse, kuna see tdendab labori vdimet teha iga katse Oigesti ning
voimaldab hinnata laborisisest ja laboritevahelist korratavust ja vorreldavust. Ka mdned
reguleerivad asutused nduavad positiivset kontrolli iga uuringu puhul ja seepérast
soovitatakse kdesoleva meetodi kasutajatel konsulteerida enne LLNA tegemist asjakohaste
asutustega. Seepdrast soovitatakse alati teha paralleelselt positiivse kontrolli katseid, et véltida
vajadust teha tdiendavaid loomkatseid, et tdita ndudeid, mis vdivad tekkida perioodilise



posititvse kontrolli kasutamise puhul (vt punkt 12). Positiivne kontroll peaks andma positiivse
LLNA immuunvastuse kokkupuutetasemel, mis eeldatavasti suurendab stimulatsiooniindeksit
(SD) iile kolme korra, vorreldes negatiivse kontrollrithmaga. Positiivse kontrolli annus tuleks
valida nii, et see ei pohjustaks ulatuslikku nahadrritust vo1 siisteemset miirgitust ja tekitatav
mdju oleks korratav, kuid mitte liiga suur (nditeks stimulatsiooniindeks {iile 20 on liiga suur).
Eelistatavad positiivse kontrolli ained on 25 % heksiiiilkaneelaldehiiiid (Chemical Abstracts
Service’1 [CASi] nr 101-86-0) atsetooni-oliividli segus (4:1, v/v) ja 5 % merkaptobensotiasool
(CASi1 nr 149-30-4) N,N-dimetiitilformamiidis (vt 1. liide, tabel 1). Voib olla olukordi, kus
piisavalt pdhjendatult voib kasutada muid positiivse kontrolli aineid, mis vastavad eespool
esitatud kriteeriumidele.

12. Kuigi igas katses soovitatakse paralleelselt teha katsed ka positiivse kontrolli
riihmaga, vdib esineda olukordi, kus labori jaoks, milles korrapdraselt (st vihemalt kord kuus)
tehakse LLNAd ja on olemas varasemate positiivse kontrolli katsete andmebaas, mis tdendab
labori voimet saada korratavaid ja Oigeid positiivse kontrolli tulemusi, vdib sobiv olla
perioodiline positiivse kontrolli tegemine (nditeks kuni kuue kuu jirel). Vajalikku oskuste
taset LLNA alal v0ib tdendada vdhemalt kiimne soltumatu ja omavahel kooskdlas oleva
positiivse kontrolli katsega, mis on tehtud moistliku ajavahemiku (vahem kui aasta) jooksul.

13. Paralleelset positiivse kontrolli rithma tuleb alati kasutada siis, kui muutub LLNA
labiviimine (nditeks uued vidljadppe saanud tootajad, katsemeetodi materjalide ja/voi
reaktiivide muutus, katsemeetodi Iibiviimise tehniliste vahendite muutus, uus katseloomade
tarnija) ja sellised muutused tuleb laboriprotokollis dokumenteerida. Tuleb analiilisida selliste
muutuste moju varasemate katsetega loodud andmebaasi jarjepidevusele ja otsustada, kas on
vaja teha uus andmebaas, et dokumenteerida kooskdla varasemate positiivse kontrolli
tulemuste ga.

14. Meetodi kasutajad peaksid teadma, et otsus kasutada positiivset kontrolli
perioodiliselt, mitte paralleelselt, mdjutab perioodilise positiivse kontrolli vahepealsel ajal
ilma positiivse kontrollita saadud negatiivsete uuringutulemuste adekvaatsust ja
vastuvoetavust. Kui perioodilise positiivse kontrolli katses saadakse nditeks valenegatiiv, voib
ajavahemikus viimasest vastuvOetavast positiivse kontrolli katsest kuni vastuvoetamatu
kontrollkatseni uuritavate ainetega saadud negatiivsed tulemused panna kahtluse alla. Selliste
tulemuste tdhendust tuleks hoolikalt analiilisida, kui otsustatakse, kas teha positiivse kontrolli
katseid paralleelselt voi iiksnes perioodiliselt. Moelda tuleb ka, kuidas kasutada vihem loomi
paralleelses positiivse kontrolli riihmas, kui see on teaduslikult pdhjendatud ja kui labor
toendab oma varasemate andmetega, et on voimalik kasutada vihem hiiri (12).

15. Kuigi positiivset kontrollainet tuleks uurida kandeaines, mis teatavasti annab teatava
kindla immuunvastuse (nt atsetoon-oliividoli, suhtes 4:1, v/v), vO0ib esineda teatavaid
regulatiivseid olukordi, milles on vaja teha katseid ka ebatavalise kandeainega (kliiniliselt voi
keemiliselt asjakohane segu) (24). Kui paralleelset positiivse kontrolli katset tehakse muu
kandeainega kui uuritava aine puhul, on vaja moodustada eraldi veel positiivse kontrolli
kandeaine-kontrollriihm.

16. Kui uuritakse teatava keemiliste lihendite klassi aineid vdoi mdddetakse nende poolt
esilekutsutava immuunvastuse vahemikku, voib olla kasulik moota teatavaid vordlusaineid,
millega toendatakse, et katse voimaldab Jigesti médrata konealuste tihenditiilipide vOimet
nahka sensibiliseerida. Sobival vordlusainel peaksid olema jargmised omadused:

o struktuuriline ja funktsionaalne sarnasus uuritava ainega;



o teadaolevad flilisikalised ja keemilised omadused,
e varasemad toetavad LLNA andmed;

e toetavad andmed muude katseloomade ja/voi inimese kohta.

KATSE KAIK

Loomade arv ja annusemiérad

17. Uhes annuserithmas on vihemalt neli looma, kasutatakse vdhemalt kolme uuritava
aine kontsentratsiooni ja paralleelselt negatiivset kontrollrithma, keda to6deldakse iiksnes
kandeainega, mida kasutatakse uuritava aine puhul, ning positiivse kontrolli riihma (kas
paralleelne vo1 hiljutine positiivne kontroll, olenevalt labori valikust, arvestades punkte 11—
15). Tuleb kaaluda positiivse kontrolli tegemist mitme annusega, eriti kui positiivset kontrolli
tehakse aeg-ajalt. Kontrollriihma loomi koheldakse ja toddeldakse sarnaselt katseriihma
loomadega, vdlja arvatud t66tlemine uuritava ainega.

18. Annuse ja kandeaine valik peaks pohinema viidetes (3) ja (5) antud soovitustel
Tavaliselt valitakse jirjestikused annused sobivast kontsentratsioonide reast, nditeks 100 %,
50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 % jne. Kasutatava kontsentratsioonide rea valimisel
peaks olema asjakohane teaduslik pohjendus Tuleks arvesse votta koik olemasolevad
toksikoloogiaandmed (nt dgeda toksilisuse ja nahairrituse kohta) ning andmed uuritava aine
struktuuri ja fiilisikalis-keemiliste omaduste kohta ning valida kolm jirjestikust
kontsentratsiooni nii, et korgeim kontsentratsioon tagab maksimaalse voimaliku kokkupuute,
kuid selle puhul ei avaldu siisteemset toksilisust ega liiga suurt paikset nahaérritust (3) (25).
Sellise teabe puudumisel vdib olla vajalik teha esialgne sdelkatse (vt punktid 21-24).

19. Kandeaine ei tohiks segada katse tegemist ega muuta katse tulemust ja tuleks valida
nii, et viia lahustuvus maksimumini, et kasutada kdrgeimat voimalikku kontsentratsiooni ja
saada iihtlasi uuritava aine pealekandmiseks sobiv lahus vdi suspensioon. Soovitatavad
kandeained on atsetoon-oliividli (4:1, v/v), N,N-dimetiiiilformamiid, metiiiiletiiiilketoon,
propiileengliikool ja dimetiitilsulfoksiid (19), kuid voib kasutada ka muid kandeaineid, kui
esitada selleks piisav teaduslik pohjendus. Teatud olukorras voib osutuda vajalikuks kasutada
tdiendavaks kontrolliks kliiniliselt asjakohast lahustit voi kaubanduslikku valmistist, milles
uuritavat ainet turustatakse. Tuleks jilgida, et hiidrofiilsed uuritavad ained kantaks peale
kandeainesiisteemi abil, mis mérgab nahka ja ei voola nahalt kohe maha; selleks lisatakse
sobivaid solubiliseerijaid (nt 1 % Pluronic® L[92). Seepérast tuleks tdielikku vesilahust
valtida.

20. Iga tiksiku hiire HimfisGlmede t66tlemine vOimaldab hinnata loomadevahelist
varieeruvust ja statistiliselt vorrelda uuritavate ainetega tehtud modtmiste ja kandeaine-
kontrollrithma mddtmiste erinevust (vt punkt 35). Lisaks saab positiivse kontrolli riihma hiirte
arvu vihendamise vOimalikkust hinnata siis, kui kogutakse iga iiksiku hiire andmeid (12).
Lisaks nduavad mdned reguleerivad asutused iga iiksiku looma andmete kogumist. Moned
reguleerivad asutused peavad vastuvdetavaks katseloomade koondandmeid ja siis voivad
meetodi kasutajad valida, kas koguda iga iiksiku looma andmeid vdikoondandmeid



Esialgne soelkatse

21. Kui ei ole andmeid suurima uuritava annuse kindlaksmiddramiseks (vt punkt 18),
tuleks teha esialgne sdelkatse, et leida LLNA jaoks sobiv annuste vahemik. Esialgse soelkatse
eesmirk on saada andmeid, mille jirgi midérata suurim LLNA pohikatses kasutatav annus, kui
ei ole teada kontsentratsioon, millel avaldub siisteemne toksilisus (vt punkt 24) ja/vdi tekib
tilemiAdrane nahadrritus (vt punkt 23). Suurim uuritav annus peab olema 100 % vedela
uuritava aine puhul vo1kdrgeim voimalik kontsentratsioon tahke aine voi suspensiooni puhul.

22. Esialgne soelkatse tehakse samades tingimustes kui LLNA pdhikatse, kuid ei hinnata
limfisOlmede vohamist ja annuserithma kohta vdidakse kasutada vihem katseloomi.
Annuserithmas on soovitatavalt iiks voi kaks hiirt. Koiki hiiri vaadeldakse iga péev, et leida
siisteemse toksilisuse kliinilisi ilminguid vOi paikset nahadrritust pealekandmiskohas.
Registreeritakse kehakaal enne katset ja enne katse Idoppu (6. pdev). Iga hiire kumbagi
korvalesta uuritakse punetuse suhtes ja hinnatakse selle aste, kasutades tabelit 1 (25).
Kodrvalesta paksust moddetakse paksusemoddtja (nt digitaalne mikromeeter voi paksusemdotja
Peacock Dial) abil 1. pdeval (enne annustamist), 3. paeval (ligikaudu 48 tundi pérast esimest
annust) ja 6. pdeval. Lisaks vOib 6. pdeval modta korvalesta paksuse, milleks pdrast looma
humaanset surmamist liitiakse kdrvalestast mulgustajaga vélja tiikk ja kaalutakse. Ulatuslikku
paikset nahadrritust nditab vihemalt hindele 3 wvastav punetus ja/voi korvalesta paksuse
suurenemine vahemalt 25 % mdnel modtmispédeval (26) (27). LLNA pdhikatse jaoks valitud
kdrgeim annus on jirgmine madalam annus esialgse sdelkatse kontsentratsioonide reas (vt
punkt 18), millel ei avaldu siisteemne toksilisus ega teki lilemaarast nahaérritust.

Tabel 1. Punetuse hinne

Nihud Hinne
Nahapunetust ei esine 0
Viga ndrk (vaevumirgatav) nahapunetus 1
Selgesti nihtav nahapunetus ’
Modddukas kuni tugev nahapunetus 3

Tugev nahapunetus (meenutab peeti) kuni
kooriku tekkimine, mis takistab nahapunetuse 4
astme edasist tipsustamist

23. Lisaks kdrvalesta paksuse 25 % suurenemisele (26) (27) on érritust tekitavate ainete
kindlakstegemiseks LLNA abil kasutatud ka koOrvalesta paksuse statistiliselt olulist
suurenemist toddeldud hiirtel, vorreldes kontrollriihma hiirtega (28) (29) (30) (31) (32) (33)
(34). Ent kuigi statistiliselt oluline kdrvalesta paksuse suurenemine voib olla ka vdiksem kui
25 %, eiole selline paksuse suurenemine konkreetselt seotud ililemddrase nahadrritusega (30)
(32) (33) (34).

24. Kui kliinilisi uuringuid kasutatakse LLNA pohikatses kasutatava suurima annuse
hindamise osana, siis siisteemset toksilisust (35) (36) voivad niidata jargmised kliinilised




tunnused: narvisiisteemi talitluse muutused (nt karva piistitbusmine, liigutuste koordinatsiooni
kadu, virin ja krambid), kditumise muutused (nt agressiivsus, muutus oma karvkatte
hooldamises, liikkumisaktiivsuse oluline muutus), hingamise muutused (s.0 hingamissageduse
ja -stigavuse muutused, nagu raskendatud hingamine, 6huahmimine, riginad) ning muutused
toidu ja vee tarbimises. Lisaks tuleb hindamisel arvestada letargia ja/vOi mittereageerimise
médrke ning rohkem kui kerge vdi lithiajalise valu vdi ebamugavustunde kliinilisi tunnuseid,
samuti rohkem kui 5 % kehakaalu vihenemist ajavahemikus 1. kuni 6. pdevani ning suremust.
Suremas olevad loomad ja loomad, kes ilmselgelt kannatavad valu voi kellel ilmnevad tosiste
voikestvate kannatuste tunnused, tuleks humaanselt surmata (37).

Pohiuuringu katse ajakava

25. Katse ajakava on jargmine:
e 1. pdev

Mairatak se iga iiksiku looma mass ja registreeritakse koos kdigi voimalike
kliiniliste tdhelepanekutega. Kummagi korvalesta viliskiiljele kantakse 25 pl
sobivalt lahjendatud uuritavat ainet, iiksnes kandeainet vdi positiivse kontrolli
ainet (paralleelne v3iperioodiline positiivne kontroll, olenevalt labori valikust,
arvestades punkte 11-15).

° 2. ja 3. pdev

Korratakse 1. pdeval tehtud pealekandmist.

° 4.ja 3. pdev

Loomi ei tdodelda.

° 6. pdev

Registreeritakse iga looma mass. Igale katse- ja kontrollriihma hiirele
stistitakse sabaveeni kaudu 250 pl fosfaatpuhvriga soolalahust, mis sisaldab
20 uCi(7,4 x 10° Bq) triitiumiga mérgistatud *H-metiiiiltiimidiini.
Asendusvdimalusena siistitakse kdikidele hiirtele sabaveeni kaudu 250 pl
fosfaatpuhvriga soolalahust, mis sisaldab 2 pCi(7,4 x 10* Bq)) '*°I-
jododesoksiiuridiini ja 10~ M fluorodesoksiiuridiini. Viis tundi hiljem loomad
surmatakse humaanselt. [gal katseloomal 15igatakse védlja kumbagikdrvalesta
dreenivad liimfisdlmed ja tododeldakse neid koos fosfaatpuhvriga soolalahuses
(iksiku katselooma lahenemisviis); asendusvdimalusena 1digatakse vélja iga
katseloomade rithma loomade kumbagi kdrvalesta dreenivad limfisdlmed ja
pannakse need koik koos fosfaatpuhvriga soolalahusesse (iga katserithma
ithendatud proovide lihenemisviis). Liimfisdlmede leidmise ja vdljaldikamise
iiksikasjad ja joonised on esitatud viites (12). Paiksete naha immuunvastuste
edasiseks jalgimiseks pdhikatses vdib katseprotokolli kanda ka tdiendavad
nditajad, nagu kdrvalesta punetuse hinnang vdi kdrvalesta paksuse mddtmise
andmed (mis saadakse kas paksusemodtjaga vOipérast surmamist kdrvalestast
mulgustajaga viljaloddud tikki massi modtmisega).

Rakususpensioonide valmistamine



26. Valmistatakse iga iiksiku looma mdlemalt poolelt (iikksiku katselooma lahenemisviis)
vO1 katserithma loomadelt (katserithma iihendatud proovide Ihenemisviis) véljaldigatud
tthendatud limfisdlmede {ksikrakususpensioon, milleks rakud eraldatakse {iksteisest
ettevaatliku mehaanilise to00tlemisega, filtrides libi 200 um avaga roostevabast terasest vorgu,
voi kasutatakse muud sobivat votet liksikrakususpensiooni valmistamiseks. Liimfisolmerakke
pestakse kaks korda suure koguse fosfaatpuhvriga soolalahusega ja sadestatakse DNA 5 %
triklorodddikhappega 4 °C juures 18 tunni jooksul (3). Pohja tsentrifuugitud sade kas
suspendeeritakse uuesti 1 ml triklorodddikhappes ja kantakse 10 ml stsintillatsioonivedelikku
sisaldavasse stsintillatsioonipudelisse *H-loendamiseks vdi pannakse otse gammaloenduri
torru ' ’I-loendamiseks.

Rakkude vohamise miaaramine imendunud radioaktiivs use jiargi

27. *H-metiiiiltiimidiini imendumist mdddetakse p-stsintillatsiooni loendamise teel
lagunemiste arvuna minutis (disintegrations per minute, DPM). '®I-jododesoksiiuridiini
imendumist mdddetakse '*°I-loendamise teel ning viljendatakse samuti lagunemiste arvuna
minutis. SoOltuvalt kasutatavast Iihenemisviisist védljendatakse radioaktiivse mirgise
imendumist DPM-des katselooma kohta (iiksiku katselooma lihenemisviis) voi DPM-des
katseriihma kohta (katseriihma tihendatud proovide lahenemisviis).

Vihendatud LLNA

28. Teatud juhtudel, kui on regulatiivne vajadus kinnitada, et aine ei sensibiliseeri nahka,
voib valikuliselt kasutada vihendatud LLNA eeskirja (16) (17) (18), milleks kulub vihem
katseloomi; seejuures tuleb jargida koiki kdesolevas katsemeetodis kirjeldatud muid LLNA
katse-eeskirja iiksikasju. Enne vdhendatud LLNA ldhenemisviisi kohaldamist tuleb esitada
selged pohjendused ja selle meetodi kasutamise teaduslik alus. Kui saadakse positiivne voi
kaheti tdlgendatav tulemus, vOoib vaja minna lisakatseid tulemuste tolgendamiseks voi
selgitamiseks.

29. Ainus erinevus LLNA ja vdhendatud LLNA katse-eeskirjade vahel on vdahendatud
annuserithmade arv ja seepirast e1 saada vihendatud LLNAga teavet immuunvastuse annusest
sOoltuvuse kohta. Seepdrast ei saa vdhendatud LLNAd kasutada, kui on vaja teavet
immuunvastuse annusest sOltuvuse kohta. Nagu paljuannuselise LLNA puhul, nii ka
vahendatud LLNA puhul peaks wuuritava aine kontsentratsioon olema korgeim
kontsentratsioon, millel ei avaldu selge siisteemne toksilisus hiire jaoks ega ililemiddrane
paikne nahaédrritus (vt punkt 18).

TAHELEPANEKUD

Kliinilised tihelepanekud

30. Viahemalt kord pédevas tuleks igal loomal hoolikalt vaadelda kliiniliste tunnuste
esinemist — kas annustamiskoha paikset arritust voi siisteemset toksilisust. Iga hiire kohta
registreeritakse siistemaatiliselt koik tihelepanekud. Jélgimiskavas tuleks ette ndha
kriteeriumid, mille alusel tehakse kiiresti kindlaks ja surmatakse valutult hiired, kellel avaldub
stisteemne toksilisus, iilemidrane paikne nahairritus voi-soovitus (37).

Kehamass



31. Vastavalt punktile 25 tuleks mdota iga looma kehamass katse alguses ja parast
ettemddratud humaanset surmamist.

TULEMUSTE ARVUTAMINE

32. Iga katserithma tulemused viljendatakse stimulatsiooniindeksi (SI) kaudu. Uksiku
katselooma lahenemisviisi puhul tuletatakse SI, jagades iga uuritava aine rithma ja positiivse
kontrollrithma keskmise DPMi hiire kohta lahusti-/kandeaine-kontrollrithma keskmise DPM-
ga hiire kohta. Keskmine SI kandeaine-kontrollriihmade puhul on seega 1. Katseriihma
tthendatud proovide lihenemisviisi korral saadakse SI, jagades iga katserithma {ihendatud
radioaktiivsuse imendumise {ihendatud kandeaine-kontrollriihma imendumisega; selle
tulemuseks on keskmine SI.

33. Otsustamisel peetakse tulemust positiivseks, kui SI on vahemalt 3. Kuid piiripealse
tulemuse positiivseks leiuks kuulutamise otsuse tegemisel vOib kasutada ka annuse-

immuunvastuse sOltuvuse tugevust, statistilist olulisust ja lahusti’kandeaine ning positiivse
kontrolli tulemuste kooskdlalisust (4) (5) (6).

34. Kui saadud tulemust on vaja selgitada, tuleks arvesse votta uuritava aine omadusi,
sealhulgas struktuurilist sarnasust teadaolevate naha sensibilisaatoritega, omadust pdhjustada
hiirel tugevat paikset nahaidrritust ning annuse-immuunvastuse soltuvuse laadi. Neid ja muid
kaalutlusion arutatud iksikasjalikult viites (7).

35. Radioaktiivsusandmete kogumine iksiku hiire tasandil vOimaldab statistiliselt
analiitisida, kas andmetes on niha annuse-immuunvastuse vahelist sdltuvust ja kui tugev see
on. Iga statistiline hindamine peaks holmama annuse-immuunvastuse soltuvuse hindamist ja
katseriihmade libimdeldud vordlemist (néiteks paariviisiline annuserithmade ja paralleelsete
kandeaine-kontrollriihmade vordlemine). Statistiline analiilis vOib hdolmata niiteks lineaarset
regressiooni voi Williami testi annuse-immuunvastuse soltuvuste hindamiseks ja Dunnetti
paariviisiliste vordluste testi. Statistilise analiilisi sobiva meetodi valimisel peaks uurija kogu
aeg arvesse votma vdimalikku dispersioonide ebavordsust ja muid seonduvaid probleeme,
mille tdttu vOib vaja minna andmete teisendamist vOi1 mitteparameetrilist statistilist analiiiisi.
Igal juhul vdib uurijal olla vaja teha SI arvutusi ja statistilist analiitisi koigi andmepunktidega
ja siis mone andmepunkti korvalejatmisega (nn vodrvéértused).

ANDMED JA PROTOKOLLI KOOSTAMINE
Andmed

36. Andmed tuleb koondada tabelisse. Uksiku katselooma Iihenemisviisi puhul
esitatakse iiksiklooma DPMi véirtus, rithma keskmine suhte DPM/katseloom védirtus, selle
viga (nditeks standardhdlve, standardviga) ja iga annuseriihma keskmine SI, vorrelduna
paralleelse kandeaine-kontrollriihma SI-ga. Katseriihma iihendatud proovide lhenemisviisi
korral esitage keskmine/mediaan-DPM ja keskmine SI iga annuseriihma jaoks, vorrelduna
paralleelse kandeaine-kontrollrithma SI- ga.

Katseprotokoll
37. Katseprotokollis esitatakse jairgmine teave:

Uuritav aine ja kontrollaine:



tunnusandmed (nditeks CASi ja EU numbrid, kui on teada; allikas; puhtus;
teadaolevad lisandid; partii number);

fiilisikaline laad ja fiitisikalis-keemilised omadused (nt lenduvus, stabiilsus,
lahustuvus);

kui tegemist on seguga, selle koostis ja koostisosade suhtelised
protsendiméérad.

Lahustvkandeaine:

Katseloomad:

tunnusandmed (puhtus; kontsentratsioon (vajaduse korral); kasutatud ruumala);
kandeaine valiku pdhjendus.

CBA-liini hiirte allikas;

loomade mikrobioloogiline staatus, kui see on teada;
loomade arv ja vanus;

loomade péritolu, pidamistingimused, s66tmine jne.

Katsetingimused:

uuritava aine ettevalmistamise ja annustamise iiksikasjad;

annuse valiku pohjendus (sealhulgas esialgse soelkatse tulemused, kui see
tehti);

kandeaine ja uuritava aine kontsentratsioonid ning uuritava aine manustatud
tildkogus;

toidu ja vee kvaliteedi iiksikasjad (sh sodda tiitip/allikas, vee allikas);
annustamis- ja proovivotukava iiksikasjalik kirjeldus;

toksilisuse modtmise meetodid;

kriteeriumid, mille jargi uuringutulemus loeti positiivseks vo1 negatiivseks;
koikide katse-eeskirjast korvalekaldumiste iksikasjad ja selgitus, kuidas
korvalekaldumine mdjutab uuringu korraldust ja tulemusi.

Usaldusvairsuse kontroll:

Tulemused:

kokkuvdte viimase usaldusvéidrsuskontrolli tulemustest, sealhulgas teave
kasutatud aine, kontsentratsiooni ja kandeaine kohta;

katselabori paralleelselt saadud ja/voi varasemad positiivse kontrolli ja
negatiivse kontrolli andmed;

kui paralleelset positiivse kontrolli katset ei tehtud, siis kdige viimase
korrapdrase positiivse kontrolli uuringu kuupdev ja laboriprotokoll ning
aruanne, milles esitatakse labori varasemad positiivse kontrolli andmed, mis
pohjendavad paralleelse positiivse kontrolli katse te gematajitmist.

iga looma mass annustamise alguses ja pirast ettemiddratud surmamist; samuti
iga katserlihma keskvéartus ja selle viga (nditeks standardhilve, standardviga);
iga looma puhul toksilisuse ilmnemise algus ja nidhud, sealhulgas vdimalik
nahaérritus annustamiskohas;

10



— iga katseriihma DPMi védrtused ja SI vdidrtused tabelina iga iiksiku hiire kohta
(iksiku katselooma ldhenemisviis) vOi keskvddrtus/mediaan (katseriithma
tthendatud proovide lahenemisviis);

— iga katseriihma DPM/hiire keskvéértus ja selle viga (nditeks standardhilve,
standardviga) ning iga katserithma vodrvéirtuste analiiisi tulemused iiksiku
katselooma lihenemisviisi puhul;

— arvutatud SI ja sobiv hajuvuse nditaja, millega vOetakse arvesse eri loomadega
saadud tulemuste hajuvust uuritava aine rithmas ja kontrollriithmas iiksiku
katselooma lihenemisviisi puhul;

- annuse- immuunvastuse soltuvus;

— vajaduse korral statistilised analiiiisid.

Tulemuste arutelu:
— lihike kommentaar tulemuste, annuse-immuunvastuse soltuvuse analiilisi ja

vajaduse korral statistilise analiilisi kohta ning jareldused selle kohta, kas
uuritud ainet tuleks pidada naha sensibilisaatoriks.

11
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1. liide

NAHA SENSIBILISEERIMISE MAARAMISEKS PAKUTAVA SARNASE VOI
MUUDETUD LLNA KATSEMEETODI TULEMUSLIKKUSNOUD ED

SISSEJUHATUS

1. Tulemuslikkusnduete eesmirk on esitada alus, mille pdhjal uusi katsemeetodeid, nii
kaitstud (autoridiguse vOi kaubamirgiga vOi registreeritud) meetodeid kui ka kaitsmata
meetodeid saaks tunnistada konkreetse uuringu jaoks piisava tdpsuse ja usaldusvédédrsusega
meetodiks. Selliseid valideeritud ja tunnustatud meetoditel pdhinevaid tulemuslikkusnoudeid
saab kasutada selleks, et hinnata muude sarnaste, samadele teaduslikele pdhimdtetele
tuginevate ja samade bioloogiliste vOi toksiliste mdojude mddtmiseks vOi ennustamiseks
kasutatavate, nn mina-kah-meetodite usaldusvaarsust ja tipsust (14).

2. Enne muudetud meetodi, s.o kinnitatud meetodi vOoimaliku tdiustatud variandi
vastuvotmist peaks toimuma hindamine, et teha kindlaks kavandatud muudatuste moju katse
tulemuslikkusele ja millisel médral sellised muudatused mojutavad teavet muude
valideerimisprotsessi osade kohta. Olenevalt pakutavate muudatuste arvust ja laadist,
muudatuste kohta saadud andmetest ja muudatusi toetavatest dokumentidest tuleks nende
suhtes kohaldada kas sama valideerimisprotsessi kui uue katsemeetodi puhul vOi
usaldusvédrsuse ja asjakohasuse piiratud hindamist kehtestatud tulemuslikkusnduete alusel
(14).

3. Kéesoleva katsemeetodi alusel kavandatud ja kasutamiseks esitatud menetlusi tuleks
hinnata, et médirata kindlaks nende usaldusvéddrsus ja tidpsus koikide ainete puhul, mis
esindavad kogu LLNA hinneteskaalat. Katseloomade pdhjendamatu kasutamise véltimiseks
soovitatakse tungivalt, et mudelite viljatootajad peaksid ndu asjaomaste asutustega, enne kui
alustavad kidesolevas katsemeetodis esitatud tulemuslikkusnduete ja suuniste kohaseid
valideerimisuuringuid.

4. Tulemuslikkusnduded pdhinevad USA alternatiivmeetodite valideerimise
ametitevahelise koordineerimiskomitee (US-ICCVAM), alternatiivmeetodite valideerimise
Euroopa keskuse (EC-ECV AM) ja alternatiivmeetodite valideerimise Jaapani keskuse
(JaCVAM) iihtlustatud tulemuslikkusnduetel (12), mille alusel hinnatakse LLNA sarnaste voi
muudetud versioonide valideeritust. Tulemuslikkusnduded koosnevad katsemeetodite
olulisematest osadest, soovitatavatest vord luskemikaalidest ning tdpsus- ja
usaldatavusnduetest, millele pakutav meetod peaks vastama v0i mida ta peaks tiletama.

I. Katsemeetodi olulised osad

5. Sarnase vo1 muudetud LLNA-meetodi toopdhimdttelise ja teostusliku analoogia
tagamiseks LLNAga ning sama bioloogilise mdju mdootmiseks peaksid kaste-eeskirjas olema
jargmised osad:

e uuritavat ainet tuleks paikselt kanda hiire molemale kdrvalestale;

e tuleks mdota lumfotsiiitide vohamist limfisdlmedes, mis dreenivad uuritava aine
pealekandmise kohta;

e liimfotsiiiitide vohamist tuleks mddta naha sensibiliseerimise induktsioonifaasiajal;
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e uuritavate ainete puhul peaks valitav annus olema korgeim kontsentratsioon, millel ei
avaldu hiire jaoks slisteemne toksilisus ega iilemidrane paikne nahairritus;
Postitiivsete vordluskemikaalide puhul peaks suurim annus olema vihemalt sama
suur, kui asjaomase vordluskemikaali EC3 védédrtus LLN A puhul (vt tabel 1), mille
puhul eiavaldu hiire jaoks siisteemne toksilisus ega iilemidrane paikne nahaérritus;

e igas uuringus peaks olema paralleelne kandeaine-kontrollrithm ja vajaduse korral ka
positiivse kontrolli rithm;

e igas annuserithmas tuleks kasutada vihemalt nelja katselooma;

e vOib koguda andmeid kas iiksiku katselooma kohta vdi katseloomade iihendatud
andmeid.

Kui moni neist kriteeriumidest ei ole tdidetud, ei saa siin esitatud tulemuslikkusndudeid
kasutada sarnase voi muudetud meetodi valideerimiseks.

II. Vordluskemikaalide miinimumloetelu

6. US-ICCVAM], EC-ECV AMi ja JaCV AMi iihtlustatud tulemuslikkusnduetes (12) on
esitatud 18 vordluskemikaali kui miinimumhulk, mida tuleks kasutada, ja neli valikulist
vordluskemikaali (need on ained, mis andsid LLNAga kas valepositiive voi -negatiive, kui
vorrelda neid inimesel ja meriseal saadud tulemustega (B.6 ehk OECD katsejuhend 406) (13),
ning seepdrast voimaldavad need ndidata LLNAga vorreldavat voiparemat tulemuslikkust),
mis on voetud LLNA tulemuslikkusnduetesse. Osutatud kemikaalide viljavalimise
kriteeriumid olid jargmised:

e voOrdluskemikaalide loendis on esindatud aineklassid, mida tavaliselt uuritakse naha
sensibiliseerimise suhtes ja mille immuunvastus on vahemikus, mida LLNAga saab
moota vOi ennustada;

e koigi ainete keemiline ehitus on histi teada;

e iga aine jaoks on olemas meriseal saadud LLNA andmed (B.6 ja OECD katsejuhend
406) (13) ning (kus vdimalik) inimesel saadud andmed; ning

e koik ained on kaubanduses hésti kéittesaadavad.

Soovitatud vordluskemikaalid on loetletud tabelis 1. Uuringutes, milles soovitatud
vordluskemikaale kasutatakse, tuleks hindamiseks kasutada vordluskemikaale samades
kandeainetes, millega need on loetletud tabelis 1. Kui mdnda loetletud ainet eiole saada, voib
kasutada muid aineid, mis vastavad loetletud valikukriteeriumidele, ja tuleb esitada vajalik
pohjendus.
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TABEL 1. LLNA TULEMUS LIKKUSNOUETE JAOKS SOOVITATUD VORDLUS KEMIKAALID

Tegelik
Vor 0,5x —2,0x EC3 LLNAvs | LLNAvs
Jrk-nr Kemikaal' CASi nr m Veh® EC3 %° | N* EC3 vahe mik GP inimene
L | (M) 2metiti-bisotimolin-3-oon (MDF | 2682204 | U9 | DMF | 0009 | 1] 000450018 | N oo
2 DNCB 97-00-7 Sol AOO 0,049 15 0,025-0,099 0,02-0,094 ++ +/+
3 4-feniileendiamiin 106-50-3 Sol AOO 0,11 0,055-0,22 0,07-0,16 +/+ +/+
4 koobaltkloriid 7646-79-9 Sol DMSO 0,6 0,3-1,2 0,4-0,8 +/+ +/+
5 isoeugenool 97-54-1 Liq AOO 1,5 47 0,77-3,1 0,5-3,3 +/+ +/+
6 2-merkaptobensotiasool 149-30-4 Sol DMF 1,7 1 0,85-3,4 NC +/+ +/+
7 tsitraal 5392-40-5 Liq AOO 9,2 6 4,6-18,3 5,1-13 ++ +/+
8 HCA 101-86-0 Liq AOO 9,7 21 4,8-19,5 44-14,7 +/+ +/+
9 eugenool 97-53-0 Liq AOO 10,1 11 5,05-20,2 4,9-15 +/+ +/+
10 fentiiilbensoaat 93-99-2 Sol AOO 13,6 3 6,8-27,2 1,2-20 +/+ +/+
11 kaneelalkohol 104-54-1 Sol AOO 21 1 10,5-42 NC +/+ +/+
12 imidasolidiniiiilkarbamiid 39236-46-9 Sol DMF 24 1 12-48 NC +/+ +/+
13 metiiiilmetakriilaat 80-62-6 Liq AOO 90 1 45-100 NC +/+ +/+
14 klorobenseen 108-90-7 Liq AOO 25 1 NA NA -/~ —/*
15 isopropanool 67-63-0 Liq AOO 50 1 NA NA —/— —/+
16 piimhape 50-21-5 Liq DMSO 25 1 NA NA -/~ —/*
17 metiitikalitsiilaat 119-36-8 Liq AOO 20 9 NA NA -~ -/~
18 salitstitilhape 69-72-7 Sol AOO 25 1 NA NA —— -/~
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Tegelik
Vor 0,5x - 2,0x EC3 LLNAvs | LLNAvs
Jrk-nr Kemikaal' CASi nr m Veh’ | EC3 %* | N* EC3 vahemik GP inimene
Valikained, millegasaab toendada LLNAga vorreldes paremat tulemuslikkust
19 naatriumlauriiiilsulfaat 151-21-3 Sol DMF 8,1 5 4,05-16,2 1,5-17,1 +— +—
20 etiileengliikooldimetakriilaat 97-90-5 Liq MEK 28 1 14-56 NC +/— +/+
21 ksiileen 1330-20-7 Liq AOO 95,8 1 47,9-100 NC +/** +/—
22 nikkeldikloriid 7718-54-9 Sol DMSO 5 2 NA NA —/+ —/+

Liihendid: AOO = atsetoon: oliividli (4:1, v/v); CASi nr = Chemical Abstracts Service’ i number; DMF = N,N-dimetiiiilformamiid; DM SO = dimetiiiilsulfoksiid; DNCB = 2,4-
dinitroklorobenseen; EC3 = hinnan guline kontsentratsioon, mille puhul stimulatsiooniindeks on 3; GP = merisea katse tulemus (s.o B.6 vdi OECD katsejuhis 406) (13); HCA =
heksiitilkaneelald ehiiiid; Liq = vedelik; LLNA = hiire paiksete liimfisdlmede katse tulemus (s.o B.42 voi OECD katsejuhis 429) (1); M EK = metiiiiletiiiilketoon; NA = ei ole kohaldatav, kuna
stimulatsiooniindeks on vidiksem kui 3; NC = ei ole arvutatud, kuna andmed on saadud iiheainsa uuringuga; Sol = tahke aine; Veh = kandeaine.

1

Kemikaalid tuleks valmistada iga péev, kui ei ole stabiilsusandmetega tdendatud, et séilitamine on lubatav.

Kuna LLNA tulemuslikkust voib mdjutada erinev kandeaine, tuleb kasutada iga vordluskemikaali jaoks soovitatud kandeainet (24) (32).

Keskvidrtus, kui kéttesaadav on rohkem kui iiks EC3 véértus. Negatiivsete ainete (st mille stimulatsiooniindeks on véiksem kui 3) puhul on esitatud kdrgeim uuritud kontsentratsioon.
Andmete allikana kasutatud LLNA uuringute arv.

Kaubanduses kittesaadav nimetuse all Kathon CG (CASi nr 55965-84-9), mis on CM1 jaMI segu vahekorras 3:1. Komponentide suhtelised kontsentratsioonid on vahemikus 1,1-1,25 % CM1

ja 0,3-0,45 % M. Inaktiivsed komponendid on magneesiumisoolad (21,5-24 %) ja vasknitraat (0,15-0,17 %), {ilejdénud osa on vesi (7477 %). Kathon CGd saab osta Sigma-Aldrichi ning
Rohm and Haas’i (niitid Dow Chemical Corporation) kaudu.

* = Oletatakse, et inimese puhul ei ole sensibilisaator, kuna inimnaha tiikikese katsete kliinilisi tulemusi ei ole leitud, kdnealust ainet ei ole inimnaha tiikikese aller geenide komplektis ja ei ole
teatatud tihestki juhtumist, kus aine oleks sensibiliseerinud inimest.

** =M erisea andmed ei ole kéttesaadavad.

19



III. Kindlaksmiiratud usaldusviirsus- ja tipsusnouded

7. Sarnase voi muudetud LLNA-meetodi tdpsus peaks vastama 18 kohustuslikult
kasutatava vordluskemikaali puhul LLNA tulemuslikkusnduetele voi liletama LLNA tipsust.
Uus voi muudetud meetod peaks voimaldama dige klassifitseerimise jah- voi-ei-otsuse alusel.
Kuid uus vd1 muudetud meetod ei tarvitse voimaldada digesti klassifitseerida kdiki
kohustuslikku miinimumko gumisse kuuluvaid vordluskemikaale. Kui néiteks iiks ndrkadest
sensibiliseerijatest klassifitseeritakse valesti, tuleks samavédrse tulemuslikkuse tdendamiseks
kaaluda vale klassifitseerimise pdhjenduse ja sobivate lisaandmete esitamist (nditeks
katsetulemused, millega saadakse dige klassifikatsioon muude ainete puhul, mille
fiilisikalised, keemilised ja sensibiliseerivad omadused sarnanevad valesti klassifitseeritud
aine omadele). Sellisel juhul hinnatakse uue voi muudetud LLNA-meetodi valideerituse
staatust konkreetsete juhtude alusel.

Laborisisene reprodutseeritavus

8. Laborisisese reprodutseeritavuse mddramiseks tuleks uut vOoi muudetud LLNA-
meetodit hinnata, kasutades sensiiliseerivat ainet, mida on LLN A-meetodiga hésti uuritud.
Seepdrast on LLNA  tulemuslikkusnduete  saavutamise  hindamisel  aluseks
heksiitilkaneelaldehiitidi (HCA) korduva moOdtmise tulemuste varieeruvus. Laborisisese
usaldusvddrsuse hindamiseks tuleb saada HCA hinnangulise IAvikontsentratsiooni (ECt)
vadrtused neljast eraldi katsest, mis tehakse vdhemalt nddalase vahega katsete vahel
Laborisisene reprodutseeritavus on vastuvdetav, kui laboris suudetakse igan HCA katse puhul
saada ECt védrtused vahemikus 5-20 %, mis vastab 10 % HCA jaoks LLNAga kindlaks
tehtud EC3 vahemikule poolest keskvddrtusest kuni kahekordse keskvairtuseni (vt tabel 1).

Laboritevaheline reprodutseeritavus

9. Laboritevahelise reprodutseeritavuse méadramiseks tuleks uut voi muudetud LLNA-
meetodit hinnata, kasutades kahte sensibiliseerivat ainet, mida on LLNA-meetodiga hdsti
uuritud. LLNA tulemuslikkusnduete saavutamise hindamisel on aluseks HCA ja 2.4-
dinitroklorobenseeni (DNCB) modtmise tulemuste varieeruvus eri laborites. ECt véartused
tuleks miédrata sOltumatult iihest uuringust, mis tehakse vdhemalt kolmes eri laboris.
Vastuvoetava laboritevahelise reprodutseeritavuse tdendamiseks peaks iga labor saama HCA
puhul ECt véirtused vahemikus 5-20 % ja DNCB puhul vahemikus 0,025-0,1 %, mis vastab
kindlakstehtud EC3 vahemikule poolest keskvédartusest kuni kahekordse keskvéértuseni;
LLNAga miératud keskvéértus on HCA puhul 10 % ja DNCB puhul 0,05 % (vt tabel 1).
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2. liide

MOISTED

Tédpsus: katsemeetodi tulemuste ja kinnitatud vordlusvéértuste kooskola madr. Tépsus nditab
katsemeetodi tulemuslikkust ja on iiks asjakohastest aspektidest. Seda terminit kasutatakse ka
vastavuse tihenduses ja see niditab, kuisageli annab katsemeetod dige tulemuse (14).

Vordlusaine: sensibiliseeriv  vOi muu aine, mida kasutatakse standardina vordlemiseks
uuritava ainega. Vordlusainel peaksid olema jargmised omadused: 1) pidev ja usaldusvéérne
tarnija; 1) struktuuriline ja funktsionaalne sarnasus uuritava ainega; iil) teadaolevad
flitisikalis-keemilised omadused; iv) tdiendavad andmed teadaolevate mdjude kohta ja v)
teadaolev mdjusus soovitavas immuunvastuse tugevuse vahemikus.

Hinnanguline livikontsentratsioon (ECt): uuritava aine hinnanguline kontsentratsioon, mis
pohjustab sellise stimulatsiooniindeksi, mis tdendab positiivse immuunvastuse olemasolu.

Hinnanguline SI 3 kontsentratsioon (EC3): uuritava aine hinnanguline kontsentratsioon,
mille puhul stimulatsiooniindeks on kolm.

Valenegatiiv: uuritav aine, mis on katsemeetodiga ekslikult tunnistatud negatiivseks voi
toimetuks, kui see tegelikult on positiivne voisensibiliseeriva toimega.

Valepositiiv: uuritav aine, mis on katsemeetodiga ekslikult tunnistatud positiivseks voi
sensibiliseerivat toimet omavaks, kui see tegelikult on negatiivne vdi sensibiliseeriva toimeta.

Oht: kahjustava tervise- voi 6koloogilise mdju vdimalikkus. Kahjustav moju avaldub iiksnes
piisaval tasemel kokkupuute puhul.

Laboritevaheline reprodutseeritavus: suurus, mis nditab, millisel miiral suudavad erinevad
kvalifitseeritud laborid, kasutades sama katse-eeskirja ja uurides samu uuritavaid aineid,
saada kvalitatiivselt ja kvantitatiivselt sarnaseid tulemusi. Laboritevaheline reprodutseeritavus
médratakse valideerimiseelsete ja valideerimisega seotud menetlustega ja see niitab, millisel
madral voib uurimismeetodit edukalt {ile viia {ihest laborist teise (14).

Laborisisene reprodutseeritavus: suurus, mis nditab, millisel miiral suudavad sama labori
kvalifitseeritud to0tajad konkreetset katse-eeskirja kasutades saada kordusuuringutes eri
aegadel samasuguseid tulemusi (14).

Mina-kah-meetod: kdnekeelne viljend katsemeetodi kohta, mis on struktuuriliselt ja
toopohimottelt sarnane valideeritud ja aktsepteeritud vordlusmeetodile. Sellist katsemeetodit
voib valideerida kiirendatud korras (catch-up validation). Kasutatakse vaheldumisi sarnaste
katsemeetodite puhul (14).

Voorvaidrtus: voorvddrtus on katsetulemus, mis oluliselt erineb populatsiooni juhuvalimi
muudest védrtustest.

Tulemuslikkusnouded: valideeritud katsemeetodil pdhinevad nduded, mille alusel
hinnatakse, kuivord saab esitatud katsemeetodit vOrrelda t66pdhimdttelt ja teostuslikult
sarnase meetodiga. Arvesse vOetakse jargmist: i) katsemeetodi olulised osad; ii) valideeritud
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standardmeetodi tulemuslikkuse toendamiseks kasutatud kemikaalide hulgast valitud
vordluskemikaalide miinimumloend; ja iii) vOrreldavad tipsuse ja usaldusvédrsuse tasemed,
mis pohinevad valideeritud katsemeetodiga saadud tulemustel ja mis tuleks kavandatud
katsemeetodi hindamisel saavutada vordluskemikaalide miinimumloendi kasutamisel (14).

Kaitstud katsemeetod: katsemeetod, mille kasutamine ja levitamine on piiratud patentide,
autoridiguse, kaubamirgi vm sellisega.

Kvaliteedi tagamine: juhtimisprotsess, mille puhul katsete tegemises osalevatest isikutest
sOltumatud isikud hindavad labori katsestandarditest, nduetest ja tegevuse registreerimise
korrast kinnipidamist ning andmeedastuse digsust.

Vordluskemikaalid:  valideerimisel kasutamiseks viljavalitud kemikaalid, mille
esilekutsutavad immuunvastused in vitro voi in vivo virdlussiisteemis vOi huvipakkuva
loomaliigi puhul on juba teada. Sellised kemikaalid peaksid esindama kemikaaliklasse, mille
ainete puhul katsemeetodit eeldatavalt kasutatakse, ja samuti selliste ainete pohjustatava
immuunvastuse kogu vahemikku, tugevast mdjust ndrga mdjuni ja mdju puudumiseni
Valideerimise eri staadiumide jaoks, samuti eri katsemeetodite ja kasutusalade puhul voidakse
nduda vordluskemikaalide eri kogumite kasutamist (14).

Asjakohasus: moiste, millega viljendatakse seda, kas katsemeetod vOimaldab uurida
huvipakkuvat efekti, kas meetod on mdttekas ja sobib konkreetse eesmérgi jaoks. See niitab,
millisel madral saab katsemeetodiga digesti mdota voi ennustada huvipakkuvat bioloogilist
efekti. Asjakohasus hdlmab ka katsemeetodi digsuse (sisulise kooskdlalisuse) kaalutlusi (14).

Usaldusvairsus: moiste, mis iseloomustab katsemeetodi tulemuste reprodutseeritavust, kui
meetodit rakendatakse ilihe ja sama katse-eeskirja alusel iihes laboris ja eri laborites pikema
aja jooksul. Usaldusvéddrsuse hindamiseks arvutatakse laborisisene ja laboritevaheline
reprodutseeritavus (14).

Naha sensibiliseerimine: immunoloogiline protsess, mis avaldub, kui tundlik olend viiakse
paikselt kokkupuutesse keemilise allergeeniga, mis kutsub esile naha immuunvastuse, mis
voib areneda kontaktsensibiliseerimiseks.

Stimulatsiooniindeks (SI): arvutatud vairtus, mis niitab uuritava aine voimet tekitada naha
sensibiliseerimist ning mis on tdddeldud riihmades ja paralleelselt uuritud kandeaine-
kontrollrithmas jilgitud liimfotsiiiitide vohamise nditajate suhtarv.

Uuritav aine (uuritav kemikaal): iga aine vOi segu, mida uuritakse kdesoleva katsemeetodi
abil.

Valideeritud katsemeetod: katsemeetod, mille valideerimisuuringud on I6pule viidud, st on
médratud selle asjakohasus (sealhulgas tipsus) ja usaldusvéiérsus konkreetse eesmirgi puhul
Oluline on mirkida, et valideeritud katsemeetod ei tarvitse olla piisavalt kasutuskolblik
tipsuse ja usaldusvddrsuse osas, et seda saaks lugeda vastuvdetavaks konkreetse eesmirgi
puhul (14).”
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2. Peatiikk B.46 asendatakse jargmisega:

»B.46. In vitro nahairrituskatse: rekonstrueeritud inime pidermise mudeli katsemeetod

SISSEJUHATUS

1. Nahairrituse all mdistetakse pddrduva nahakahjustuse tekitamist uuritava kemikaali
pealekandmisega neljaks tunniks [nagu on méaratletud URO iihtses iilemaailmses
kemikaalide klassifitseerimise ja mirgistamise siisteemis (GHS) ning Euroopa Parlamendi ja
ndukogu 16. detsembri 2008. aasta miiruses (EU) nr 1272/2008, mis kiisitleb ainete ja segude
klassifitseerimist, mérgistamist ja pakendamist [edaspidi ,,CLP-méérus” (classification,
labelling and packaging)] (1)(3)]. Kéesolevas katsemeetodis on kirjeldatud in vitro meetodit,
mida vdib kasutada URO GHS-siisteemi ja ELi CLP-mééruse 2. kategooriale vastavate
drritavate ainetega seotud ohtude kindlaksmédiramiseks (1) (2) (3). ELis ja muudes
piirkondades, milles eiole vastu vdetud vabatahtlikult kohaldatavat URO GHSi 3. kategooriat
(ndrgad &rritajad), voib kdesolevat katsemeetodit kasutada ka selleks, et kindlaks teha
klassifitseerimata, st URO GHSija ELi CLP-miiruse kohase kategooriata kemikaale (1)(3).
Kéesolevat katsemeetodit voib kasutada kemikaalide nahaérritust tekitava toime méadramiseks
kui iseseisvat meetodit, millega saab asendada in vivo nahadrrituse modtmise astmelise
katsetamise strateegias (4 ja kdesoleva lisa peatikkk B.4).

2. Nahka é&rritava toime hindamisel on tavaliselt kasutatud laboriloomi [OECD
katsejuhend 404; kidesoleva lisa peatikk B.4] (4). Loomade heaolu tagamise vajadust
arvestades vaadati meetod B.4 2004. aastal ldbi ja lubati nahka s6dvitavat vo1 drritavat toimet
médrata astmelise katsetamise strateegiaga, milles kasutatakse valideeritud in vitro ja ex vivo
meetodeid, et vdltida loomadele valu ja kannatuste pdhjustamist. Kolm valideeritud in vitro
katsemeetodit on kinnitatud kui OECD katsejuhendid 430, 431 ja 435 (5) (6) (7) ning kaks
neist kui kdesoleva lisa peatiikid B.40 ja B.40 a, et neid kasutataks astmelise katsetamise
strateegia B.4 voi OECD katsejuhendi 404 (4) kasutamisel so6dvitust pdhjustava toime
médramiseks.

3. Kéesolevas katsemeetodis on késitletud inimtervise sellist aspekti nagu nahaérritus.
Meetodis on kasutatud rekonstrueeritud inimepidermist (RhE), mis oma iildise iilesehituse
poolest (rakkude allikana on nendes kasutatud inimepidermisest saadud transformeerimata
keratinotsiiiite, mudelil on epidermisesarnane kude ja rakuarhitektuur) jdljendab nii oma
biokeemiliste kui ka flisioloogiliste omaduste poolest inimnaha iilemisi kihte, st epidermist.
Kéesolev katsemeetod hdlmab tulemuslikkusndudeid (2. liide), mille on vilja todtanud
alternatiivmeetodite valideerimise Euroopa keskus (EC-ECVAM) (8) vastavalt OECD
suunisdokumendile nr 34 (9) ja mille alusel hinnatakse sarnaseid voi muudetud RhE-pdhiseid
meetodeid.

4. Kiéesolev katsemeetod holmab kolme valideeritud meetodit. Eelvalideerimine,
optimeerimine ja valideerimine on Idopetatud in vitro meetodi jaoks (10) (11) (12) (13) (14)
(15) (16) (17) (18) (19) (20), milles kasutatakse RhE-mudelit, mida miitiakse EpiSkin™
nimetuse all ja millele viidatakse kui valideeritud vordlusmeetodile. Valideeritud
vordlusmeetodiga sarnaseid tulemusi on tulemuslikkusnduetel pdohineva hindamise (21)

kohaselt saadud veel kahe miiligil oleva nahaérrituse in vitro midramise RhE-pohise
meetodiga ning need on RHE-meetodid EpiDerm™ SIT (EPI-200) ja SkinEthic™ (22).

5. Enne kui muud sarnast voi muudetud in vitro RhE-meetodit peale valideeritud
vordlusmeetodi ja RHE-meetodite EpiDerm™ SIT (EPI-200) voi SkinEthic™ vdib kasutada
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regulatiivsel eesmirgil, tuleks miirata selle usaldusvaarsus, asjakohasus (0igsus) ja
kavandatud kasutamise piirangud, et olla kindel, et seda vdib pidada valideeritud
vordlusmeetodile sarnaseks meetodiks vastavalt kdesolevas katsemeetodis (2. liide) esitatud
tulemuslikkusnduetele. Lisaks soovitatakse enne sarnase voi muudetud in vitro RhE-meetodi
viljatootamist, valideerimist ja regulatiivseks kinnitamiseks pakkumist tutvuda in vitro
nahaérrituse médramist késitleva OECD selgitava taustdokumendiga (23).

MOISTED

6. Kasutatud mdisted on esitatud 1. liites.
LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD

7. Valideerimisuuring (16) niitas, et iiks katsemeetodi piiranguid on see, et sellega ei
saa klassifitseerida kemikaale vabatahtlikult kohaldatavasse URO GHSi kategooriasse 3
(ndorgad Aarritajad) (1). Osaliselt asendava katsemeetodina kasutamisel vdib vaja minna
jargnevat in vivo katset, et tdielikult iseloomustada kemikaali nahaérritust tekitavat toimet (4
ja kédesoleva lisa peatiikk B.4). Inimese naha kasutamine toimub muidugi vastavalt iga riigi ja
rahvusvahelistele eetilistele toekspidamistele ja tingimustele.

8. Kéesolevas  katsemeetodis  késitletakse B.4 (OECD  katsejuhend 404)
nahas6ovituse/nahadrrituse astmelise katsetamise strateegia (4) in vitro nahairritust tekitavat
komponenti. Kuigi see katsemeetod ei anna adekvaatset teavet nahasddvituse kohta, tuleb
mérkida, et nahasd0vituse mddramise meetod B.40 a (OECD katsejuhend 431) pdhineb samal
RhE katsesiisteemil, kuigi seal kasutatakse teistsugust eeskirja (peatikk B.40 a). Meetod
pohineb RhE-mudelitel, milles kasutatakse inimese keratinotsiiiite, mis sellega in vitro
esindavad meid huvitava liigi sihtorganit. Lisaks hdlmab meetod otseselt kemikaali toimel
tekkiva poletiku kaskaadmehhanismi algstaadiumi (raku- ja koekahjustus, millest tekib
piiratud wulatusega trauma), mis esineb nahadrrituse tekkimisel in vivo. Kéesoleva
katsemeetodi  valideerimiseks = on  katsetatud  paljusid  erinevaid  kemikaale;
valideerimisuuringute empiirilises andmebaasis on kokku 58 kemikaali (16)(18)(23).
Meetodit saab kasutada tahkete ainete, vedelike, pilidelate ainete ja vahade puhul. Vedelikud
voivad olla vesilahused voi muud vedelikud; tahked ained vdivad olla vees lahustuvad voi
lahustumatud. Tahked ained tuleks enne pealekandmist vdimaluse korral peenestada peeneks
pubbriks; uuritava aine muud eeltootlust ei ole vaja. Gaase ja aerosoole ei ole
valideerimisuuringuga veel hinnatud (24). Kuigi on moeldav, et neidki saab uurida RhE-
meetodiga, ei vOimalda praegune katse-eeskiri gaaside ega aerosoolide uurimist. Tuleb
mérkida ka, et tugeva virvusega kemikaalid voivad segada rakkude eluvdimelisuse mddtmist
ja siis on vaja kasutada sobivaid kontrollproove paranduste tegemiseks (vt punktid 24-26).

9. Uksainus katse kudede kolme paralleelprooviga peaks olema piisav uuritava
kemikaali klassifitseerimiseks, kui tulemus on {ihene. Piiripealse tulemuse puhul, nagu
lahkuminevad tulemused paralleelide mdotmisel ja/voikeskmine eluvoimelisuse protsent 50 +
5 %, voib vaja minna teist katset, samuti ka kolmandat katset, kui kaks esimest katset annavad
vastuolulise tulemuse.

KATSE POHIMOTE

10. Uuritav kemikaal kantakse kolmemoodtmelisele RhE mudelile, mis koosneb
inimepidermisest saadud transformeerimata keratinotsiiiitidest, mida on kasvatatud nii, et need
moodustavad inimepidermise mitmekihilise tugevalt diferentseerunud mudeli. See koosneb
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korrastatud basaalkihist, ogakihist ja sOomerkihist ning mitmekihilisest sarvkihist (stratum
corneum), mis sisaldab rakkudevahelisi dhiklipiidkihte, mille paigutus sarnaneb paigutusele in
Vivo.

11. Kemikaalide tekitatud nahaérritus, mis avaldub punetuse ja tursena, tekib siindmuste
kaskaadi tulemusena; kaskaadi alguses tungib kemikaal 14bi sarvkihi ja kahjustab selle all
asuvaid keratinotsiiiidikihte. Surevad keratinotsiitidid vabastavad mediaatoreid, mis padstavad
valla poletikureaktsioonide kaskaadi, mis mojutab périsnaha (dermis) rakke, eelkdige strooma
ja endoteeliumi rakke. Endoteeliumirakkude paisumine ja libilaskvuse suurenemine pdhjustab
ndhtava punetuse ja turse (24). RhE-pohiste meetoditega moddetakse kaskaadi vallapddstvaid
stindmusi.

12. RhE-mudelis modddetakse rakkude eluvoimelisust vitaalvirvaine MTT [3-(4,5-
dimetiiiiltiasoo - 2-iiiil)-2,5-difeniililtetrasoo liumbromiid, tiasoliiiilsinine; CASi number 298-
93-1)] ensiimaatilise muundamise jargi siniseks formasaansoolaks, mis pérast koest
ekstraheerimist miiratakse kvantitatiivselt (25). Arritavad kemikaalid tehakse kindlaks nende
voime jargi vahendada rakkude eluvoimelisust allapoole kindlaksméédratud ldvivadrtusi (see
tihendab < 50 % URO GHS-siisteemi ja ELi CLP-miiruse kohaste 2. kategooria irritavate
ainete puhul). Kemikaalid, millega rakkude eluvdimelisus jadb kdrgemale kindlaksméératud
lavivddrtusest (st iile 50 %), voOidakse olenevalt regulatiivsest raamistikust, milles
katsemeetodi tulemusi kasutatakse, tunnistada mitte drritavaks (kategooriata kemikaal).

PADEVUSE TOENDAMINE

13. Enne kidesoleval katsemeetodil pohinevast kolmest valideeritud meetodist mone
meetodi igapdevast kasutuselevottu peaksid laborid tdendama oma tehnilist pédevust,
kasutades tabelis 1 soovitatud 10 kemikaali. Kéesoleva katsemeetodi kolme valideeritud
meetodi alusel viljatootatavate sarnaste voi muudetud katsemeetodite puhul tuleks tdendada
kdesoleva katsemeetodi 2. liites kirjeldatud tulemuslikkusnduete tditmist, enne kui meetod
voetakse kasutusele digusnormides ettendhtud meetodina.

14. Péadevuse tdendamise osana soovitatakse kasutajal parast kudede saamist kontrollida
nende kaitsekihiomaduste vastavust RhE-mudeli tootja kirjeldusele. See on eriti oluline pérast
kudede pikaajalist transporti vOi transporti suure vahemaa taha. Kui meetod on edukalt
omandatud ja oskus seda kasutada on tdendatud, ei ole selle tavapédrane kontrollimine vajalik.
Kuid tavapdrase kasutamise puhul soovitatakse jdtkata kaitsekihiomaduste kontrollimist
korrapéraste ajavahemike jarel.
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Tabel 1. Vordluskemikaalid'

Kemikaal CASinr | Invivo Fiiiisikaline URO GHS:i ja ELi
hinne? olek CLP-miéiruse
kohane kategooria
naftiitiliadik hape 86-87-3 0 tahke kat-ta
isopropanool 67-63-0 0,3 vedelik kat-ta
metiililstearaat 112-61-8 1 tahke kat-ta
1,7 vedelik kat-ta
(vabatahtlikult
heptiiiibutiiraat 5870-93-9 kohald. kat. 3)**
2 vedelik kat-ta
(vabatahtlikult
heksiitilsalitsiilaat 6259-76-3 kohald. kat. 3)**
3-p-kumeniitil-2- 2,3 vedelik 2. kat.
metiilipropioonaldehiitid 103-95-7
1-bromoheksaan 111-25-1 2,7 vedelik 2. kat.
kaaliumhtidroksiid (5 % 3 vedelik 2. kat.
vesilahus) 1310-58-3
1-metiiiil-3- feniiiil- 1- 5271-27-2 3,3 tahke 2. kat.
piperasiin
heptanaal 111-71-7 3.4 vedelik 2. kat.

" Tabelis esitatud vordluskemikaalid on osa valideerimisuuringus kasutatud vordluskemikaalidest.

* Hinne in vivo, vastavalt B.4-le ja OECD katsejuhendile 404 (4).

’ Kiesoleva katsemeetodi kohaselt kisitatakse URO GHS-siisteemi 3. valikkategooriat (ndrgad
drritajad) (1) kategooria puudumisena (kategooriata).

4 URO GHS-siisteemi 3. valikkategooria ei ole ELi CLP-méiruse jirgi kohaldatav.

KATSE KAIK

15. Jargnevas osas kirjeldatakse nahadrrituse hindamiseks kasutatava RhE-meetodi katse
osi ja teostust. Tuleb valmistada RhE-mudel; selle vdib teha kas ise voi osta. Avaldatud on
standardtodeeskirjad kolme mudeli jaoks: EpiSkin™, EpiDerm™ SIT (EPI-200) ja
SkinEthic™ RHE (26)(27)(28). Katse tuleks libi viia jairgmiselt.

RHE katsemeetodi osad
Uldtingimused

16. Epiteelkoe ehitamiseks tuleb kasutada inimese transformeerimata keratinotsiiiite.
Talitleva sarvkihi all peab olema mitu kihti (basaalkiht, ogakiht ja sdmerkiht) eluvdimelisi
epiteelrakke. Sarvkiht peaks olema mitmekihiline ja vajaliku lipiidse koostisega, et tekiks
sellise tugevusega funktsionaalne kaitsekiht, mis suudab takistada tsiitotoksiliste
markerkemikaalide, nagu naatriumdodetsiiiilsulfaat (SDS) voi Triton X-100, kiiret
labitungimist. Nimetatud kaitsekihina toimimist tuleks tdendada kas sellise kontsentratsiooni
médramisega, mille juures markerkemikaal vahendab koe eluvdoimelisust 50 % vorra (ICs)
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parast kindlaksméddratud kokkupuuteaega, vOi sellise kokkupuuteaja méadramisega, mille
juures markerkemikaal teatava kindla kontsentratsiooni juures vihendab koe eluvdimelisust
50 % vorra (ETsg). RhE mudel peab olema selline, et aine ei saaks tungida eluskudedesse
sarvkihist modda minnes, vastasel korral ei oleks tegemist naha ja keemilise aine kokkupuute
oige mudeliga. RhE mudel ei tohi olla saastunud bakterite, viiruste, mikoplasma ega
seentega.

Funktsionaalsed tingimused
Eluvdoimelisus

17. Eluvoimelisuse middramiseks kasutatakse virvaine MTT katset (25). RhE-mudeli
kasutajad peaksid tagama, et iga kasutatav RhE partii vastab kindlaksméiratud negatiivse
kontrolli kriteeriumidele. Puhta ekstraheerimislahusti optiline tihedus peab olema piisavalt
madal, vidiksem kui 0,1. Negatiivse kontrolli optilise tiheduse lubatav vahemik (iilem- ja
alampiir) (nahadrrituse katsemeetodi tingimustes) méidratakse RhE-mudeli valmistaja voi
tarnija poolt; kolme valideeritud meetodi lubatavad vahemikud on esitatud tabelis 2. Peaks
olema tdendatud, et negatiivse vordlusainega toddeldud kude on kultuuris stabiilne
(voimaldab saada sarnaseid eluvdoimelisuse mdOOtmistulemusi) katses kasutatava
kokkupuuteaja jooksul

Tabel 2. Negatiivse kontrolli optilise tiheduse lubatav vahemik

Lubatav alampiir Lubatay iile mpiir
EpiSkin™ (SM) >0,6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) >1,0 <25
SkinEthic™ RHE >1.2 <25
Toimimine kaitsekihina
18. Sarvkiht ja selle lipiidne koostis peavad olema piisavad, et takistada tsiitotoksiliste

markerkemikaalide, nagu SDS vdi Triton X-100, kiiret Eibitungimist; seda hinnatakse ICsg voi
ETs abil (tabel 3).

Morfoloogia

19. RhE-mudelit tuleb histoloogiliselt uurida ja tdendada, et sel on inimese epidermisele
sarnane struktuur (sealhulgas mitmekihiline sarvkiht).

Reprodutseeritavus

20. Katsemeetodi positiivse kontrolli kemikaalide ja negatiivse kontrolli tulemused

peavad olema ajas reprodutseeritavad.

Kvaliteedikontroll

21. RhE-mudeli valmistaja vOi tarnija peaks tagama ja tdendama, et kasutatud RhE-
mudelite iga partii vastab toote kvaliteedikriteeriumidele, mille hulgas kdige olulisemad on
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eluvdoimelisuse (punkt 17), kaitsekihiomaduste (punkt 18) ja morfoloogiaga (punkt 19) seotud
kriteeriumid. Sellised andmed tuleks anda meetodi kasutajate kisutusse, et nad saaksid esitada
selle teabe oma katse protokollis. RhE-mudeli valmistaja/tarnija (vOi katse libiviija, kui ta
kasutab omatehtud mudelit) peaks kindlaks midrama ICsy v0i ETs¢ lubatava vahemiku (lilem-
ja alampiiri). Nahaérrituse klassifikatsiooni usaldusvédrseks ennustamiseks saab kasutada
ainult sobivate omadustega kudedega saadud tulemusi. Tabelis 3 on nditena esitatud kolme
valideeritud standardmeetodi puhul lubatavad vahemikud.

Tabel 3. Partii kvaliteedi kontrollimise kriteeriumide naited

Lubatav alampiir Lubatayv iile mpiir
EpiSkin™ (SM) ICso = 1,0 mg/ml ICs, = 3,0 mg/ml
(18-tunnine t66tlus SDS-ga)
(26)
EpiDerm™ SIT (EPI-200) ETsy = 4,8 tundi ETso = 8,7 tundi
(1 % Triton X-100) (27)
SkinEthic™ RHE ETsy = 4,0 tundi ETs0 = 9,0 tundi
(1 % Triton X-100) (28)

Uuritavate ja kontrollkemikaalide pealekandmine

22. Iga uuritava kemikaaliga ja kontrollidega tuleks teha vihemalt kolm paralleelkatset.
Vedela ja tahke aine korral tuleb kasutada piisavat uuritava kemikaali kogust, nii et see kataks
ihtlaselt naha pinna, kuid véltida tuleb Idpmatut annust, see tihendab, et ainet tuleb peale
kanda vihemalt 25 plem? vdi25 mg/ecm’. Tahke aine puhul tuleks epidermist niisutada enne
kemikaali pealekandmist deioniseeritud vo1 destilleeritud veega, et parandada uuritava
kemikaali kontakti nahaga. Voimaluse korral tuleks tahket ainet alati katsetada peene pulbri
kujul. Kokkupuuteaja 16pus tuleks uuritav kemikaal epidermise pinnalt hoolikalt maha pesta
vesipuhverlahusega voi 0,9 % NaCl lahusega. Olenevalt sellest, millist kolmest valideeritud
RhE  meetodist kasutatakse, vOib  kokkupuuteacg olla 15-60 minutit ja
inkubatsioonitemperatuur 20-37 °C. Konealuseid kokkupuuteacgu ja -temperatuure
optimeeritakse iga RhE-meetodi jaoks ja need peegeldavad iga meetodi eriomadusi;
tdpsustused on iga meetodi standardtdoeeskirjades (26)(27)(28).

23. Iga uuringu puhul tuleb teha paralleelkatsed negatiivse kontrolli vordlusaine ja
positiivse kontrolli vordlusainega, millega tdendatakse, et kudede eluvdimelisus (negatiivse
kontrolli vordlusaine), kaitsekihitoime ja sellega midratud kudede tundlikkus (positiivse
kontrolli vOrdlusaine) on varem kindlaksméddratud lubatud piirides. Soovitatav positiivse
kontrolli vordlusaine on SDSi5 % vesilahus. Soovitatavad negatiivse kontrolli kemikaalid on
vesi voOi fosfaatpuhvrit sisaldav keedusoolalahus.

Raku eluvoimelisuse mootmine

24. Kdige olulisem katse libiviimisel on see, et eluvoimelisuse mdotmisi ei tehtaks
vahetult parast kokkupuudet uuritava kemikaaliga, vaid pérast to0tlemisele jargnevat puhtaks
loputatud kudede piisavalt pikka inkubeerimist virskes keskkonnas. Inkubeerimine voimaldab
toibbuda norgalt tsiitotoksilistest mdjudest ja ilmneda selgel tsiitotoksilisel mdjul. Katse
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optimeerimisetapis tdendati (11) (12) (13) (14) (15), et 42 tundi toGtlemisjargset
inkubeerimist oli optimaalne.

25. MTT-katse on valideeritud kvantitatiivne meetod, mida tuleks kéesoleva
katsemeetodi puhul kasutada rakkude eluvoimelisuse mootmiseks. Meetodit saab kasutada
kolmemdotmelises koekonstruktsioonis. Koeproov asetatakse kolmeks tunniks sobiva
kontsentratsiooniga (nt 0,3-1 mg/ml) MTT Ilahusesse. Sadestunud sinine formasaan
ekstraheeritakse seejdrel lahustiga (nditeks isopropanool, hapestatud isopropanool) ja
formasaani kontsentratsioon médratakse optilise ttheduse modtmisega lainepikkusel 570 nm,
kasutades spektririba laiust kuni £30 nm.

26. Uuritava kemikaali enda optilised omadused voi selle keemiline mdju MTT-le voib
segada midramist, pohjustades eluvdoimelisuse hindamisel vea (kuna uuritav kemikaal voib
segada virvuse ilmumist, ndrgendada virvust vdi pdhjustada seda). See voib juhtuda, kui
uuritavat kemikaali ei ole koelt tdielikult maha loputatud vdi kui kemikaal on tunginud
epidermisesse. Kui uuritav kemikaal reageerib otse MTTga (MTT-taandaja), on ise varviline
vOoi1 muutub vérviliseks koega kokkupuutumisel, on vaja tdiendavaid kontrollkatseid, et teha
kindlaks, kuivord segab uuritav kemikaal eluvdimelisuse médramist, ning teha vajalik
parandus. Uksikasjalik kirjeldus, kuidas teha parandust MTT otsese taandamise arvestamiseks
ning virviliste ainete mdju arvessevotmiseks, on esitatud kolme valideeritud meetodi
standardeeskirjades (26)(27)(28).

Katse kehtivuse kriteeriumid

217. Iga meetodi puhul, milles kasutatakse kdlblikku RhE-mudeli partiid (vt punkt 21),
peaks negatiivse kontrolli vordlusainega toddeldud kudede korral leitama optilise tiheduse
vidrtused, mis nditavad, et koed on pérast transpordi ja vastuvdtmise etappe ning kdiki katse-
eeskirjaga ettendhtud tootlusi sdilitanud oma kvaliteedi. Kontrollkatsete optilise tiheduse
vaartused ei peaks olema allpool varem midratud alampiire. Ka positiivse kontrolli
vordlusainega, st 5 % SDSi lahusega to0deldud kudedel peaks olema sdilinud voime
reageerida drritavale ainele katsemeetodi tingimustes (26) (27) (28). Tuleb miiratleda
koeproovide varieeruvusega seotud sobivad niitajad (kui kasutatakse niiteks standardhilbeid,
peaksid need olema varasematest andmetest arvutatud iihepoolse 95 % tolerantsivahemikus;
valideeritud vordlusmeetodistandardhidlve onalla 18 %).

Tulemuste tolgendamine ja ennustusmudel

28. Iga uuritava kemikaaliga saadud optilise tiheduse védartusi saab kasutada selleks, et
arvutada rakkude eluvoimelisuse protsent vOrreldes normaliseeritud negatiivse
kontrollprooviga, mille eluvoimelisuseks miéédratakse 100 %. Rakkude eluvdimelisuse
protsendimééra piirvddrtus, mis eraldab arritavaid kemikaale klassifitseerimata uuritavatest
kemikaalidest, ning statistiline meetod (statistilised meetodid), mida kasutatakse tulemuste
hindamiseks ja arritavate kemikaalide kindlakstegemiseks, peavad olema selgelt miiratletud
ja dokumenteeritud ning nende sobivus peab olema tdendatud. Piirvddrtused, mida
kasutatak se drritava toime kindlakstegemiseks, on jargmised.

Uuritavat kemikaali peetakse URO GHS-siisteemi ja ELi CLP-mi4ruse kohaseks
2. kategooria nahka &rritavaks kemikaaliks, kui koe eluvdime pérast kokkupuudet
ja tootlemisjargset inkubeerimist on viiksem kui 50 % voi sellega vordne.

29



Olenevalt katsemeetodi tulemuste kasutamise regulatiivsest raamistikust voidakse
uuritavat kemikaali pidada nahka mitte Arritavaks ja vastavaks URO GHS-siisteemi
ja ELi CLP-méiiruse kohasele kategooriata kemikaalile, kui koe eluvdime pérast
kokkupuudet ja to6tlemisjirgset inkubeerimist on suurem kui 50 %.

KATSEANDMED JA PROTOKOLLI KOOSTAMINE
Andmed

29. Iga katse kohta tuleks tabelina esitada iiksikute paralleelproovikudedega saadud
tulemused (nditeks optilise tiheduse védrtused ja rakkude eluvdimelisuse arvutatud
protsendimédédra andmed iga uuritud kemikaali kohta, kaasa arvatud klassifikatsioon); samuti
tuleb vajaduse korral esitada kordusméddramiste andmed. Lisaks keskvéértusele esitatakse iga
katse jaoks ka = standardhidlbe védrtused. Iga uuritava kemikaali puhul registreeritakse
tdhelepanekud selle mdjude kohta MTT-reagendile, samuti mirgitakse &dra vérvilised
uuritavad kemikaalid.

Katseprotokoll
30. Katseprotokollis esitatakse jairgmine teave:

Uuritavad kemikaalid ja kontrollkemikaalid:

-keemiline nimetus vdi keemilised nimetused, nagu CASi nimetus ja number, EU nimetus
ja number, kui on teada;

-kemikaali puhtus voi koostis (massiprotsentides);

— médramise ldbiviimise seisukohast olulised fiiiisikalis-keemilised omadused (niiteks
fiitisikaline olek, stabiilsus, lenduvus, pH, lahustuvus vees, kui on teada);

— uuritava/kontrollkemikaali to6tlemine enne katset, kui see on asjakohane (nt
soojendamine, peenestamine);

-sdilitamistingimused.

Kasutatud RhE-mudeli ja katse tegemise kdigu pohjendus

Katsetingimused:
-kasutatud rakusiisteem;

-kogu tdiendav teave kasutatud konkreetse RhE-mudeli ja selle tulemuslikkuse kohta. See
holmab vihemalt jargmist:

1) eluvdimelisus;

i1) toimimine kaitsekihina;

iii) morfoloogia;

iv) reprodutseeritavus ja ennustamisvéartus;

v) mudeli kvaliteedi kontroll;
-katsemetoodika iiksikasjad;

-médramisel kasutatud annused, kokkupuute kestus ja kokkupuutele jirgnenud
inkubatsiooniaeg;
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Tulemused

-koikide katse-eeskirjas tehtud muudatuste kirjeldus;
-viide varasematele andmetele mudeli kohta. See hdlmab vihemalt jargmist:
1) kvaliteedikontrolli andmete kehtivus, arvestades varasemaid partii andmeid;

i) positiivse ja negatiivse kontrolli vddrtuste kehtivus, arvestades positiivse ja
negatiivse kontrolli keskvaartusi ja vahemikke;

-kasutatud hindamiskriteeriumide kirjeldus, sealhulgas ennustamismudelis kasutamiseks
valitud piirvaartus(t)e valiku pdhjendus;

- viide varasematele kontrolli andmetele.

-iga iiksiku uuritava kemikaaliga igas katses ja igal paralleelmddtmisel saadud andmete
tabel;

-otseste  MTT-taandajate ja/vOi vérviliste uuritavate kemikaalide puhul kasutatud
kontrollid,;

-muude tdheldatud toimete kirjeldus.

Tulemuste arutelu

Kokkuvote
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1. liide
MOISTED

Tédpsus: katsemeetodi tulemuste ja kinnitatud vordlusvéértuste kooskola madr. Tépsus nditab
katsemeetodi tulemuslikkust ja on iiks asjakohastest aspektidest. Seda terminit kasutatakse ka
vastavuse tihenduses ja see niitab, kuisageli annab katsemeetod dige tulemuse (9).

Rakkude eluvoimelisus: rakupopulatsiooni iildist aktiivust, niiteks raku mitokondrite
dehiidrogenaaside vOoimet taandada vitaalviarvainet MTT (3-(4,5-dimetiiiiltiasool-2-iiiil)-2,5-
difeniililtetrasooliumbromiid, tiasoliililsinine), vdljendav parameeter, mis olenevalt
mdddetavast IOpp-punktist ja katseplaanist korreleerub elusrakkude koguarvu ja/voi
elydulisusega.

Vastavus: katsemeetodi tulemuslikkuse niditaja katsemeetodite puhul, millega saadakse
kategooriline tulemus, on {iks asjakohasuse aspekte. Terminit kasutatakse ,tdpsuse”

asendusterminina ja méadratletakse Oigesti positiivseks vOi negatiivseks klassifitseeritud
kemikaalide ja kdikide uuritud kemikaalide suhtarvuna. (9).

ETso: hinnatakse sel viisil, et méératakse kokkupuuteaeg, pdrast mida markerkemikaali

teatava kindla kontsentratsiooni rakendamisel rakkude eluvoimelisus vidheneb 50 %; vt ka
ICsy.

ELi CLP-méairus (Euroopa Parlamendi ja n6ukogu 16. detsembri 2008. aasta méidrus
(EU) nr 1272/2008, mis kiisitleb ainete ja segude Klassifitseerimist, miirgistamist ja
pakendamist): selle midrusega rakendatakse Euroopa Liidus (ELis) kemikaalide (ainete ja
segude) klassifitseerimise ja mirgistamise URO GHS-siisteem (3).

GHS (Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals by the
United Nations) ehk URO iihtne iilemaailmne kemikaalide Klassifitseerimis- ja
mérgistamissiisteem: siisteem, milles kemikaalid (ained ja segud) on klassifitseeritud
vastavalt nende fiilisilise ohtlikkuse ning kahjuliku tervise- ja keskkonnamdju standarditud
tiitibile ja -tasemele ning mis hdlmab asjaomaseid teavitustihiseid, nagu piktogrammid,
mérksdnad, ohulaused, hoiatuslaused ja ohutuskaardid, et anda edasi inimeste (sealhulgas
todandjate, tootajate, vedajate, tarbijate ja padstetdotajate) ja keskkonna kaitsmiseks vajalikku
teavet konealuste kemikaalide kahjuliku moju kohta (1).

ICso: hinnatakse sel viisil, et médratakse kontsentratsioon, mille puhul markerkemikaal
vahendab pérast kindlaksmiédratud kokkupuuteaega kudede eluvdoimelisust 50 %; vt ka ETsy.

Lopmatu annus: epidermisele kantud uuritava kemikaali kogus, mis on suurem epidermise
pinna tdielikuks ja iihtlaseks katmiseks vajalikust kogusest.

Mina-kah-meetod: kdnekeelne viljend katsemeetodi kohta, mis on struktuuriliselt ja
toOopohimdttelt sarnane valideeritud ja aktsepteeritud vordlusmeetodile. Sellist katsemeetodit
voib valideerida kiirendatud korras (catch-up validation). Kasutatakse vaheldumisi sarnaste
katsemeetodite puhul (9).

Tulemuslikkusnéuded: valideeritud katsemeetodil pdohinevad nduded, mille alusel

hinnatakse, kuivord saab esitatud katsemeetodit vorrelda teostuslikult ja t6Gpdohimottelt
sarnase meetodiga. Arvesse vOetakse jargmist: i) katsemeetodi olulised osad, ii) valideeritud
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standardmeetodi tulemuslikkuse toendamiseks kasutatud kemikaalide hulgast valitud
vordluskemikaalide miinimumloend; ja iii) vorreldavad tdpsuse ja usaldusvéddrsuse tasemed,
mis pohinevad valideeritud katsemeetodiga saadud tulemustel ja mis tuleks kavandatud
katsemeetodi hindamisel saavutada vordluskemikaalide miinimumloendi kasutamisel (9).

Vordluskemikaalid:  valideerimisel kasutamiseks védljavalitud kemikaalid, mille
esilekutsutavad immuunvastused in vitro voi in vivo virdlussiisteemis vOi huvipakkuva
loomaliigi puhul on juba teada. Sellised kemikaalid peaksid esindama kemikaaliklasse, mille
ainete puhul katsemeetodit eeldatavalt kasutatakse, ja samuti selliste ainete pdhjustatava
immuunvastuse kogu vahemikku, tugevast mdjust ndrga mdjuni ja mdju puudumiseni.
Valideerimise eri staadiumide jaoks, samuti eri katsemeetodite ja kasutusalade puhul voidakse
nduda vordluskemikaalide eri kogumite kasutamist (9).

Asjakohasus: moiste, millega viljendatakse seda, kas katsemeetod vOimaldab uurida
huvipakkuvat efekti, kas meetod on mdttekas ja sobib konkreetse eesmérgi jaoks. See niitab,
millisel madral saab katsemeetodiga digesti mddta voi ennustada huvipakkuvat bioloogilist
efekti. Asjakohasus hdlmab ka katsemeetodi digsuse (sisulise kooskdlalisuse) kaalutlusi (9).

Usaldusvéirsus: mdiste, mis iseloomustab katsemeetodi tulemuste reprodutseeritavust, kui
meetodit rakendatakse lihe ja sama katse-eeskirja alusel iihes laboris ja eri laborites pikema
aja jooksul. Usaldusvéddrsuse hindamiseks arvutatakse laborisisene ja laboritevaheline
reprodutseeritavus (9).

Asendav meetod: katsemeetod, mis on kavandatud tavakasutuses oleva kinnitatud meetodi
asendamiseks ohtude kindlakstegemise ja/voi riskide hindamise meetodina ning on méddratud
tagama kas inimeste v0i loomade tervise vOi keskkonna samavidirse vOi parema kaitse kui
kinnitatud katsemeetod ko ikide voimalike madramisolukordade ja uuritavate ainete puhul (9).

Tundlikkus: kdikide positiivsete / drritava toimega kemikaalide osakaal, mis katsemeetodi
alusel klassifitseeritakse Oigesti. Tundlikkus nditab selgeid tulemusi andva katsemeetodi
tapsust ja on oluline katsemeetodi asjakohasuse hindamisel (9).

Nahaiirritus: poorduva nahakahjustuse tekkimine uuritava kemikaaliga kuni neljatunnise
kokkupuute tagajirjel. Nahadrritus on kohalik mitteimmunogeenne reaktsioon, mis tekib
lihikese aja jooksul pdrast kokkupuudet (29). Selle pohitunnus on pdletikureaktsiooni ja
poletikuga seotud arrituse enamiku iseloomulike kliiniliste tunnuste (punetus, turse, siigelus ja
valu) poorduvus.

Spetsiifilisus: kdikide negatiivsete / drritava toimeta kemikaalide osakaal, mis katsemeetodi
alusel klassifitseeritakse Oigesti. Tundlikkus nditab selgeid tulemusi andva katsemeetodi
tipsust ja on oluline katsemeetodi asjakohasuse hindamisel (9).

Astmelise katsetamise strateegia: katsetamine, milles katsemeetodit kasutatakse jirjestatud
viisil ja igal jirgmisel tasandil valitakse katsemeetodid eelmisel katsetamistasandil saadud

tulemuste alusel (9).

Uuritav kemikaal (ka ,uuritav aine”): iga aine v0i segu, mida uuritakse kéesoleva
katsemeetodi abil.
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2. liide

NAHAARRITUSE MAARAMISEKS PAKUTAVA REKONSTRUEERITUD
INIMEPIDERMISE MUDELIL (RhE) POHINEVA SARNASE VOI MUUDETUD IN
VITRO KATSEMEETODI TULEM USLIKKUSNOUDED

SISSEJUHATUS

1. Tulemuslikkusnduete eesmirk on esitada alus, mille pdohjal uusi meetodeid, nii
kaitstud (autoridiguse vOi kaubamirgiga voi registreeritud) meetodeid kui ka kaitsmata
meetodeid saaks tunnistada konkreetse uuringu jaoks piisava tipsuse ja usaldusvédirsusega
meetodiks. Selliseid valideeritud ja tunnustatud meetoditel pdhinevaid tulemuslikkusndudeid
saab kasutada selleks, et hinnata muude analoogsete, sarnastele teaduslikele pohimdtetele
tuginevate ja samade bioloogiliste voi toksiliste mdjude mddtmiseks vOi ennustamiseks
kasutatavate, nn mina-kah-meetodite usaldusvairsust ja tipsust (9).

2. Enne muudetud meetodi, s.o kinnitatud meetodi vOoimaliku tdiustatud variandi
vastuvotmist peaks toimuma hindamine, et teha kindlaks kavandatud muudatuste moju katse
tulemuslikkusele ja millisel méédral sellised muudatused mdjutavad teavet muude
valideerimisprotsessi osade kohta. Olenevalt pakutavate muudatuste arvust ja laadist,
muudatuste kohta saadud andmetest ja muudatusi toetavatest dokumentidest tuleks nende
suhtes kohaldada kas sama valideerimisprotsessi kui uue katsemeetodi puhul voi
usaldusvédrsuse ja asjakohasuse piiratud hindamist kehtestatud tulemuslikkusnduete alusel

9).

3. Monele kolmest valideeritud meetodist [EpiSkin™ (Validated Reference Method
(valideeritud vordlusmeetod), VRM), EpiDerm™ SIT (EPI-200) ja SkinEthic™ RHE]
sarnanevat (mina-kah-) meetodit voi muudetud meetodit, mis esitatakse kasutamiseks
kdesoleva katsemeetodi alusel, tuleks hinnata, et méiédrata kindlaks sellise meetodi
usaldusvddrsus ja tidpsus koikide kemikaalide puhul, mis esindavad kogu Draize
arritavusskaalat. Kavandatud sarnasel voi muudetud katsemeetodil peaksid kdigi 20
tulemuslikkusnduete tditmise kontrollimiseks soovitatud vordluskemikaaliga (tabel 1)
hindamisel olema usaldusvadirsuse ja tdpsuse niitajad, mis oleksid vorreldavad valideeritud
standardmeetodi nditajatega (tabel 2) vOi nendest paremad (2) (16). Usaldusvéérsuse ja
tipsuse vddrtused, mis tuleks saavutada, on esitatud kdesoleva liite punktides 8—12. Loetelu
hd1lmab klassifitseerimata (URO GHS-siisteemi / ELi C LP-miiruse kategooriata kemikaal) ja
klassifitseeritud (URO GHS-siisteemi / ELi CLP-méruse 2. kategooria kemikaal) kemikaale,
mis esindavad eri kemikaaliklasse, et kavandatud katsemeetodi usaldusvddrsust ja
tulemuslikkuse nditajaid (tundlikkus, spetsiifilisus, iildine tdpsus) saaks vorrelda valideeritud
katsemeetodi asjaomaste vadrtustega. Meetodi usaldusviirsust ja voimet digesti kindlaks teha
URO GHS-siisteemi / ELi CLP-méiruse 2. kategooria #rritavaid kemikaale ning regulatiivsest
raamistikust olenevalt ka URO GHS-siisteemi / ELi CLP-miiruse kategooriata kemikaale
tuleks kontrollida enne seda, kui meectodit kasutatakse uute uuritavate kemikaalide
katsetamiseks.

4. Need tulemuslikkusnduded pdhinevad alternatiivmeetodite valideerimise Euroopa
keskuse (EC-ECVAM) tulemuslikkusnduetel (8), mis on ajakohastatud vastavalt URO GHS-
sisteemi ja ELi CLP-miédruse klassifitseerimis-ja méirgistamissiisteemidele (1) (3).
Tulemuslikkusnduded médrati esialgsel kujul kindlaks pérast valideerimisuuringu (21)
dpuleviimist ja need pdhinesid ELi klassifitseerimissiisteemil, mis on esitatud komisjoni 6.
augusti 2001. aasta direktiivis 2001/59/EU, millega kahekiimne kaheksandat korda
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kohandatakse tehnika arenguga ndukogu direktiivi 67/548/EMU ohtlike ainete liigitamist,
pakendamist ja mérgistamist kasitlevate digus- ja haldusnormide ithtlustamise kohta'. Seoses
URO klassifitseerimis- ja mirgistamissiisteemi GHS kasutuselevotuga ELis (ELi CLP-
maérus) (3), mis toimus enne valideerimisuuringu Idpuleviimist ja kéesoleva katsemeetodi
valmimist, on tulemuslikkusndudeid ajakohastatud (8). Ajakohastamine hdlmab peamiselt 1)
muudatusi tulemuslikkusnduete vordluskemikaalide kogumis ja 1ii) kindlaksméiédratud
usaldusvédrsus- ja tdipsusnoudeid (2) (23).

"EUT L 225,21.8.2001, Ik 1.
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NAHAARRITUSE RhE ABIL IN VITRO MOOTMISE KATSEMEETODITE
TULEMUSLIKKUSNAITAJAD

5. Tulemuslikkusnditajad holmavad jargmist kolme aspekti (9):
I. Katsemeetodi olulised koostisosad

II. Vordluskemikaalide miinimumloetelu

III. Usaldusvédrsuse ja tipsuse kindlaksmédératud vairtused

I. Katsemeetodi olulised koostisosad

6.  Need hdolmavad valideeritud meetodi olulisi struktuurilisi, pdhimdttelisi ja teostuslikke
osi, mis peaksid olema ka kavandatud, teostuslikult ja pdhimdtteliselt sarnase voi muudetud
meetodi katse-eeskirjas. Sellised osad hdolmavad meetodi eriomadusi, iiliolulisi teostuslikke
tiksikasju ja kvaliteedikontrolli meetmeid. Katsemeetodi oluliste osade sdilitamine aitab
toendada, et kavandatud sarnane voi muudetud meetod toetub samadele aluspdhimdtetele kui
vastav valideeritud vordlusmeetod (9). Katsemeetodi olulised osad on iiksikasjalikult
kirjeldatud punktides katsemeetodi 1621 ja katsetamine peaks toimuma jargmises korras:

Uldtingimused (punkt 16)

Funktsionaalsed tingimused, mis hdlmavad jargmist:
— eluvdoimelisus (punkt 17);
— toimimine kaitsekihina (punkt 18);
—morfoloogia (punkt 19);
— reprodutseeritavus (punkt 20); ning
— kvaliteedikontroll (punkt 21)

II. Vordluskemikaalide miinimumloetelu

7. Vordluskemikaale kasutatakse selleks, et teha kindlaks, kas uus voi muudetud meetod,
mis nii Ulesehituse kui ka pohimdtte poolest on tdendatult piisavalt sarnane valideeritud
vordlusmeetodiga voi on kolmest valideeritud meetodist iihe vdike modifikatsioon, annab
usaldusvédrsuse ja tdpsuse poolest valideeritud vordlusmeetodi tulemustega vorreldavaid voi
paremaid tulemusi (2) (8) (16) (23). Tabelis 1 soovitatud 20 vordluskemikaali holmavad eri
kemikaaliklassidesse (st funktsionaalriihmale vastavatesse kemikaalikategooriatesse)
kuuluvaid kemikaale ja esindavad kogu Draize drritavusskaalat (mittedrritavatest ainetest kuni
tugevat drritust pdhjustavate aineteni). Loetelu ainetest kiimme kuuluvad URO GHS-siisteemi
ja ELi CLP-méédruse 2. kategooria kemikaalide hulka ja kiimme on kategooriata kemikaalid,
millest kolm on URO GHS-siisteemi 3. valikkategooria kemikaalid. Kéesoleva katsemeetodi
kohaselt kisitatakse 3. wvalikkategooriat kategooria puudumisena. Tabelis 1 loetletud
kemikaalid on wvalitud eelvalideerimisele jirgnenud optimeerimisetapil ja vordlusmeetodi
valideerimisel kasutatud kemikaalide hulgast, arvestades keemilisi funktsionaalriihmi ja
fiitisikalist olekut (14) (18). Vordluskemikaalid on vdhimalt ndutav arv kemikaale, mida
tuleks kasutada selleks, et hinnata esitatud sarnase vOi muudetud meetodi tipsust ja
usaldusvédrsust, kuid neid ei tuleks kasutada uute meetodite viljatootamiseks. Kui monda
loetletud ainet ei ole saada, voib kasutada muid kemikaale, mille kohta in vivo katsega on
madratud piisavad vordlusandmed, eelkdige kemikaale eelvalideerimisele jdrgnenud
optimeerimisetapil voi vordlusmeetodi valideerimisel kasutatud kemikaalide hulgast. Soovi
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korral voib vordluskemikaalidele miinimumloendisse lisada kavandatud katsemeetodi tdpsuse
hindamiseks muid kemikaale, mis esindavad muid kemikaaliklasse ja mille kohta on in vivo
katsega médratud piisavad vordlusandmed.
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Tabel 1. Vordluskemikaalide miinimumloetelu nahaédrrituse middramise RhE-pdhise sarnase

voi muudetud katsemeetodi tipsuse ja usaldusvidrsuse miadramiseks’

Valideerit
ud
vordlusm | URO GHS -siisteemi
Kemikaal CASi Fiiiisikal | Hinne eetodiga | ja ELi CLP-miééruse
mikaa number ine olek | invivo in vitro kohane in vivo
méir atud kategooria
kategoori
a
1-bromo-4-klorobutaan 6940-78-9 vedelik 0 2. kat. kat-ta
dietiitilftalaat 84-66-2 vedelik 0 kat-ta kat-ta
naftiitildadikhape 86-87-3 tahke 0 kat-ta kat-ta
alliiilfenokstiiatsetaat 7493-74-5 vedelik 0.3 kat-ta kat-ta
isopropanool 67-63-0 vedelik 0.3 kat-ta kat-ta
4-metiitiltiobensaldehiiid 3446-89-7 vedelik 1 2. kat. kat-ta
metiililstearaat 112-61-8 tahke 1 kat-ta kat-ta
. kat-ta
heptiiiilbutiiraat 5870-93-9 vedelik 1.7 kat-ta
) ) kat-ta
hekstiilsalitsiilaat 6259-76-3 vedelik 2 kat-ta
kat-ta
kaneelaldehiiiid 104-55-2 vedelik 2 2. kat. (vabatahtlikult
kohald. kat. 3
I-dekanool 112-30-1 vedelik 2.3 2. kat. 2. kat.
Sp-kumendil-2- - 103-95-7 | vedelik 2.3 2. Kat. 2. Kat.
metiililpropioonaldehiiiid
1-bromoheksaan 111-25-1 vedelik 2.7 2. kat. 2. kat.
2-kloro metiiiil-3,5-
dimetiiiil-4-
metoksiipiridiinvesinikklor 86604-75-3 tahke 2.7 2. kat. 2. kat.
iid
di-n-propiiiildisulfiid 629-19-6 vedelik 3 kat-ta 2. kat.
’ " " 5
kaaliumhiidroksiid (5 % 1310-58-3 | vedelik 3 2. Kat. 2. Kat.
vesilahus)
>(1,1-dimetitiletiial)-2- 7340-90-1 | vedelk | 3.3 2. kat. 2. kat.
metiililbenseentiool
I-metiiil-3-fential-1- 5271-27-2 | tahke | 3.3 2. kat. 2. kat.
piperasiin
heptanaal 111-71-7 vedelik 34 2. kat. 2. kat.
tetrakloroetiileen 127-18-4 vedelik 4 2. kat. 2. kat.

' Kemikaalid on valitud jirgmiste kriteeriumide pdhjal: i) kemikaalid on miiiigil; ii) kemikaalid
esindavad kogu Draize 4&rritavusskaalat (mittedrritavatest ainetest kuni tugevat A&rritust
pohjustavate aineteni); iii) nende koigi keemiline ehitus on hdsti teada; iv) nad esindavad
samade funktsionaalriihmadega kemikaaliklasse, mida kasutati valideerimisel; ning v) nad eiole
ddrmiselt miirgised (néiteks kantserogeensed voi viljakust kahjustavad) ja nende korvaldamine
eiole seotud iilemdédraste kuludega.
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? Kemikaalid, mis on drritavad kiiiiliku jaoks, kuid mille kohta on usaldusvaarsed téendid, et nad
eiole drritavad inimese jaoks (31) (32) (33).

3 URO GHS-siisteemi, kuid mitte ELi CLP-méiiruse kohaselt.

IT1. Usaldusviirsuse ja tipsuse kindlaks midaratud viirtused

8. Kui kavandatud sarnane vo1 muudetud meetod antakse iile muudele laboritele, tuleb
selle usaldusvddrsuse ja asjakohasuse tdendamiseks mddrata koik tabelis 1 loetletud 20
kemikaali vihemalt kolmes laboris. Kuid kui kavandatud meetodit hakatakse kasutama iiksnes
tthes laboris, siis valideerimiseks ei nduta selle kontrollimist paljudes laborites. Oluline on
siiski, et selliseid valideerimisuuringuid hindaksid soltumatult vastavalt rahvusvahelistele
suunistele (9) rahvusvaheliselt tunnustatud valideerimisasutused. Igas laboris tuleks koiki 20
vordluskemikaali uurida kolme sdltumatu katsega, mis tehakse eri koepartiidega ja piisavalt
pikkade ajavahemike jarel. Iga katse peaks koosnema vihemalt kolmest paralleelselt tehtavast
paralleelproovist iga uuritava kemikaaliga, negatiivsest kontrollist ja positiivsest kontrollist.

9. Kavandatud meetodi usaldusvdédrsuse ja tipsuse vadrtuste arvutused tuleks teha,
arvestades korraga koiki jargmisi kriteeriume ja tagades, et usaldusviirsuse ja asjakohasuse
vidrtused arvutatakse varem kindlaksméératud ja kooskolalisel viisil:

1. Laborisisese ja laboritevahelise varieeruvuse ning ennustamisvdoime (tdpsuse)
arvutamiseks kolbavad iksnes andmed, mis on saadud tdielikest
katseseeriatest.

2. Iga vordluskemikaali Ioplik klassifitseerimine igas osalevas laboris peaks

pohinema erinevates tdielikes katseseeriates médratud eluvdoimelisuse
keskvédrtusel

3. Laboritevahelise varieeruvuse arvutamiseks koOlbavad iksnes sellised

katseandmed, mis on kemikaali kohta saadud koikides laborites tdielikes
katseseeriates.

4. Tépsuse vadrtuste arvutus tuleks teha liksikute laborite ennustuste pohjal, mis
on saadud koigi 20 vordluskemikaali jaoks kdigis osalevates laborites.

Katseseeria all mdistetakse siin ilithes laboris iihe uuritava kemikaaliga tehtud kolme
sOltumatut katset. Téielik katseseeria on iihes laboris iihe uuritava kemikaaliga tehtud
katseseeria, mille kdik kolm katset on kehtivad. See tihendab, et iksainus vigaseks
tunnistatud katse muudab kehtetuks terve kolmest katsest koosneva katseseeria.

Laborisisene reprodutseeritavus

10. Laborisisese korratavuse hinnang peaks niitama, et klassifitseerimistulemused (URO
GHS-stisteemi / ELi CLP-médruse kohane 2. kategooria vo1 ilma kategooriata kemikaal), mis
on saadud eraldi sdltumatutel médramistel 20 vordluskemikaaliga {ihes laboris, on omavahel
kooskdlas vihemalt (=) 90 % juhtudest.

Laboritevaheline reprodutseeritavus

11.  Laboritevahelise reprodutseeritavuse hindamine ei ole oluline, kui kavandatud
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meetodit kavatsetakse kasutada iihesainsas laboris. Kui meetodit tahetakse edasi anda teistesse
laboritesse, peaks laboritevahelise varieeruvuse hinnang nditama, et
klassifitseerimistulemused (URO GHS-siisteemi / ELi CLP-mi#ruse kohane 2. kategooria vdi
ilma kategooriata kemikaal), mis on saadud eraldi sOltumatutel midramistel 20

vordluskemikaaliga eelistatavalt vihemalt kolmes laboris, on omavahel kooskdlas vihemalt
(>) 80 % juhtudest.

Ennustusvoime (tdpsus)

12. Kavandatud sarnase voi muudetud meetodi tdpsus (tundlikkus, spetsiifilisus ja iildine
tipsus) peaks olema vorreldav valideeritud vOrdlusmeetodi omaga voi sellest parem,
arvestades lisateavet asjakohasuse kohta huvipakkuva liigi puhul (tabel 2). Tundlikkus peaks
olema vihemalt 80 % (2) (8) (23). Kavandatud in vitro meetodi puhul kohaldatakse ka veel
konkreetset lisapiirangut: nimelt on ainult kahte in vivo katse jérgi 2. kategooria kemikaali, /-
dekanooli ja di-n-propiiiildisulfiidi lubatud ekslikult klassifitseerida kategooriata kemikaaliks
rohkem kui iihel osaleval laboril. Spetsiifilisus peaks olema vdhemalt 70 % (2) (8) (23).
Kavandatud in vitro meetodi spetsiifilisusega seotud piiranguid rohkem ei ole, st iga osalev
labor vdib valesti klassifitseerida mis tahes kemikaali, mis in vivo katse jérgi on kategooriata,
kui katsemeetodi 18plik spetsiifilisus on ndutavas vahemikus. Uldine tdpsus peaks olema
vahemalt 75 % (2) (8) (23). Kuigi valideeritud vordlusmeetodi tundlikkus tabelis 1 esitatud 20
vordluskemikaaliga on 90 %, ndutakse sarnaselt voi muudetud meetodilt valideerituks
pidamiseks minimaalset tundlikkust 80 %, kuna nii /-dekanool (piiripealne kemikaal) kui ka
di-n-propiitildisulfiid (valideeritud vordlusmeetodi puhul valenegatiiv) ei ole inimese jaoks
arritavad kemikaalid (31) (32) (33), kuigi kiiiilikuga leitakse neil drritav toime. Kuna RhE-
mudelid pdhinevad inimpéritoluga rakkudel, vOidakse nende mudelitega saada tulemus, et
need ei drrita (URO GHS-siisteemi / ELi CLP- méiiruse jirgi kategooriata).

Tabel 2. Sarnase voi muudetud meetodi valideerituks
tunnistamiseks ndutavad tundlikkuse, spetsiifilisuse ja tildise
tdpsuse ennustusvadrtused

Tundlikk us Spetsiifilisus Uldine tipsus
>80 % >70 % >75%

Uuringu nouetekohasuse kriteeriumid

13. On voimalik, et iks vO1 mitu katset {ihe vO1 mitme vordluskemikaaliga ei vasta katse
ja kontrollkemikaalide nduetekohasuse tingimustele vOi ei vasta nduetele muul pdhjusel
Puuduvate andmete tdiendamiseks on iga uuritava kemikaaliga lubatud teha kuni kaks
lisakatset (,,lilemdotmine”). Tapsemalt, kuna {ilemdotmise puhul tuleb paralleelselt teha ka
positiivse ja negatiivse kontrolli katsed, lubatakse iga uuritava kemikaaliga teha kuni kaks
lisakatset.

14. On mdeldav, et isegi pdrast ililemOotmist ei saada igas osalevas laboris iga
vordluskemikaali kohta kokku noutavat kolme kehtivat katset; nii saadakse ebatdielik

andmete tabel Sellisel juhul peavad olema tiidetud kdik jargmised kolm kriteeriumi, et
andmekogumeid voiks siiskipidada nduetele vastavaks:

1. Iga vordluskemikaali kohta 20st peab olema vihemalt iiks tdielik katseseeria.
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Igas laboris vihemalt kolmest osalevast laborist peavad vahemalt 85 %

katseseeriatest olema tdielikud katseseeriad (20 kemikaaliga; st iihes laboris on
lubatud kuni 3 nduetele mittevastavat katseseeriat).

Viahemalt 90 % kdigist vdimalikest katseseeriatest vihemalt kolmes osalevas

laboris peavad olema tdielikud (20 kemikaaliga kolmes laboris; st kokku on
lubatud kuni 6 nduetele mittevastavat katseseeriat).”
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3. Lisatakse jargmised peatiikid:

»B.49 In vitro imetajarakkude mikrotuuma katse

SISSEJUHATUS

1. In vitro mikrotuuma katse (micronucleus, MNvit) on genotoksilisuskatse, milles
uuritakse mikrotuumade (MN) esinemist interfaasis olevate rakkude tsiitoplasmas. Mikrotuum
voib tekkida atsentrilisest kromosoomifragmendist (st milles ei ole tsentromeeri) voi tervest
kromosoomist, mis ei suuda migreeruda pooluseni raku jagunemise anafaasietapil. Katsega
médratakse klastogeensete ja aneugeensete kemikaalide (ainete ja segude) aktiivsus (1) (2)
rakkudes, mis on uuritava ainega kokkupuute ajal vdi pdrast seda jagunenud. Kiesolev
katsemeetod vOoimaldab kasutada nii aktiini poliimerisatsiooni inhibiitori tsiitohalasiin B
(tstitoB) kasutamisel pdhinevaid katse-eeskirju kui ka selliseid, milles tsiitoB-d ei kasutata.
TsiitoB lisamine enne valitud mitoosi vdimaldab kindlaks teha ja selektiivselt analiiisida
mikrotuumade esinemissagedust rakkudes, mis on lopetanud iihe mitoosi, kuna sellised rakud
on kahetuumsed (3) (4). Kéesolev katsemeetod voimaldab kasutada ka tsiitokineesiblokiga
katse-eeskirju, kuion tdendatud, et uuritud rakupopulatsioon on ldbinud mitoosi.

2. Lisaks MNvit-katse kasutamisele mikrotuumi tekitavate kemikaalide (ainete voi
segude) kindlakstegemiseks vOib teavet kromosoomikahjustuste ja mikrotuumade tekkimise
kohta saada wveel tsiitokineesibloki, kinetokooride immunokeemilise mérgistamisega vOi
tsentromeeri-/telomeerisondidega hiibridiseerimisega (fluorestents in situ hiibridisatsiooniga
(FISH)) kasutamisega (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16). Margistamist ja
hiibridiseerimist voib kasutada, kui on tekkinud rohkesti mikrotuumi ja uurija tahab kindlaks
teha, kas nende tekkimise pdhjuseks on klastogeenne ja/vdi aneugeenne protsess.

3. Mikrotuumad kujutavad endast kahjustust, mis on edasi antud tiitarrakkudele, samas
kui metafaasis olevates rakkudes kogunenud kromosoomihdlbeid edasi ei anta. Kuna
interfaasis olevate rakkude mikrotuumi vdib kiillalt objektiivselt hinnata, peab katse tegija
tiksnes médrama, kas rakud on ldbinud jagunemise voi ei ole ning kui paljudes rakkudes on
mikrotuum. Selle tulemusel saab preparaate hinnata suhteliselt kiiresti ja analiilisi saab
automatiseerida. Seepérast tasub iga tootlemisega seoses hinnata tuhandeid rakke, mitte sadu;
see suurendab katse tohusust. LOpuks, kuna mikrotuumad vdivad tekkida mahajdanud
kromosoomidest, avaneb voimalus kindlaks teha aneuploidsust tekitavaid mdjureid, mida on
raske uurida tavaliste kromosoomihdlbekatsetega, nditecks OECD katsejuhendiga 473
(kdesoleva lisa peatiikk B.10) (17). Kuid MNvit-katse ei voimalda eristada poliiploidsust
tekitavaid kemikaale klastogeensetest kemikaalidest, kui ei kasutata erimeetodeid nagu
punktis 2 kirjeldatud FISH.

4. MNvit-katse on in vitro meetod, milles tavaliselt kasutatakse inimese vOi ndriliste
kultuuris kasvatatud rakke. Meetod vdimaldab kromosoomikahjustuste tekitamise vOimet
igakiilgselt in vitro uurida, kuna sellega saab miérata nii aneugeene kui ka klastogeene.

5. MNyvit-katse on tookindel ja tdhus paljude rakutiilipide puhul ja nii tsiitoB
juuresolekul kui ka puudumisel. MNvit-katse kehtivus on tdendatud paljude andmetega, mis
on saadud nériliste mitme rakuliiniga (CHO, V79, CHL/IU ja L5178Y) ja inimese
limfotsiititidega (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31). Need
holmavad eelkdige rahvusvahelisi valideerimisuuringuid, mida koordineeris Société Francaise
de Toxicologie Génétique (SFTG) (18) (19) (20) (21) (22), ja rahvusvahelise genotoksilisuse
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midramise rahvusvahelise seminari ettekandeid (4) (16). Euroopa Komisjoni
alternatiivmeetodite valideerimise Euroopa keskus (ECVAM) on tdendite kaalukusel
pohineva tagasihaarava valideerimisuuringuga olemasolevaid andmeid ka uuesti hinnanud
ning katsemeetodi teaduslikku odigsust on toetanud ECVAMIi teadusndustajate komitee
(ESAC) (32) (33) (34). On kirjeldatud inimese TK6-liimfoblastoidrakuliini (35), HepG2-
rakkude (36) (37) ja primaarsete Siiiiria hamstri looterakkude (38) kasutamist, kuid
valideerimisuuringutes neid ei kasutatud.

MOISTED
6. Kasutatud mdisted on esitatud 1. liites.

ALGSED KAALUTLUSED

7. In vitro tehtavad katsed nduavad tildjuhul vilist metaboolse aktiveerimise allikat, kui
rakud ei ole uuritavate kemikaalide suhtes metaboolselt kompetentsed. Vilise metaboolse
aktiveerimise slisteem ei ole tdielikult sarnane in vivo tingimustele. Tuleb hoolitseda, et
valditaks valepositiivseid tulemusi pohjustavaid tingimusi, mis ei peegelda looduslikku
mutageensust ja voivad tuleneda pH voi osmolaalsuse suurtest muutustest voi tsilitotoksilisuse
korgest tasemest (39) (40) (41). Kui uuritav kemikaal tekitab lisamisel keskkonna pH
muutuse, tuleb pH digeks seada, eelistatult varulahusesse puhvri lisamisega, nii et kdik
ruumalad kdikides katsetingimustes ja kdikide kontrollproovidega jadksid samaks.

8. Mikrotuumade tekkimise induktsiooni analiiiisimiseks on vdga tihtis, et mitoos oleks
toimunud nii uuritava kemikaaliga t66deldud kultuurides kui ka todtlemata kultuurides. Kdige
informatiivsem mikrotuumade tekke hindamise seisukohast on olukord, kus rakud on
dpetanud ithe mitoosi uuritava kemikaaliga tootlemise ajal v3ipérast seda.

KATSE POHIMOTE

9. Inimpéritoluga vo1 imetajast saadud rakukultuurid viiakse kokkupuutesse uuritava
ainega nii metaboolse aktivatsiooni vdlise allika juuresolekul kui ka puudumisel, kui ei
kasutata vajaliku metaboliseerimisvoimega rakke. Igas katses tehakse paralleelsed katsed ka
lahusti/pealekandmisvahendi kontrolli ja positiivse kontrolli kemikaalide ga.

10. Uuritava kemikaaliga kokkupuute ajal vo1 parast seda kasvatatakse rakke piisavalt
kaua, et kromosoomi- vOi vdrtnakahjustus voiks viia mikrotuumade tekkimiseni interfaasis
olevates rakkudes. Aneuploidsuse tekitamiseks peaks uuritav aine tavaliselt olema mitoosi
ajal juures. Kogutud ja virvitud interfaasirakke uuritakse mikrotuumade olemasolu
kindlakstegemiseks. Ideaaljuhul tuleks mikrotuumad arvesse votta liksnes sellistes rakkudes,
mis on ldpetanud mitoosi kas uuritava ainega kokkupuute ajal vdi kokkupuutejirgse aja
jooksul, kui seda kasutatakse. Tsiitokineesiblokkeriga toddeldud kultuurides saavutatakse see
ainult kahetuumsete rakkude arvessevotmisega. Tsiitokineesiblokkeri puudumise korral on
oluline tdendada, et uuritud rakud tdenidoliselt libisid raku jagunemise uuritava ainega
kokkupuute ajal vOi pérast seda. Koigi katse-eeskirjade puhul on oluline tdendada, et rakkude
paljunemine on toimunud nii kontrollkultuurides kui ka wuuritava ainega to66deldud
kultuurides, ning vaja on hinnata ainest tingitud tsiitotoksilisust voi tsiitostaasi kultuurides
(v01 paralleelkultuurides), mida uuritakse mikrotuumade esinemise suhtes.
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KATSE KIRJELDUS

Ettevalmistused

11. Voib kasutada primaarsete inimese perifeerse vere liimfotsiilitide rakukultuuri (5)
(19) (42) (43) ja mitmeid ndriliste rakuliine nagu CHO, V79, CHL/IU ja L5178Y (18) (19)
(20) (21) (22) (25) (26) (27) (28) (30). Muude rakuliinide ja -tiitipide kasutamist tuleb
pohjendada, nagu on kirjeldatud katse kehtivuse kriteeriumide punktis, tdendades, et katse
annab nendega usaldusvdidrseid tulemusi. Kuna mikrotuumade esinemise taustsagedus
moOjutab katse tundlikkust, soovitatakse kasutada rakutiiiipe, millel mikrotuumade
moodustumise taustsagedus on madal ja stabiilne.

12. Inimese perifeerse vere limfotsiitidid tuleb saada noorelt (ligikaudu 18- kuni 35-
aastaselt), tervelt mittesuitsetavalt isikult, kes teadaolevalt ei ole hiljuti genotoksiliste
kemikaalide ega radiatsiooniga kokku puutunud. Kui eri doonoritelt kogutud rakud
kasutamiseks {ihendatakse, tuleb esitada doonorite arv. Mikrotuumade esinemissagedus
suureneb vanusega; see tendents on margatavam naiste kui meeste puhul (44) ning seda tuleks
ithendatavate doonorirakkude valimisel arvesse votta.

Kasvukeskkonnad ja kultiveerimistingimused

13. Rakukultuuride sdilitamiseks tuleks kasutada sobivat kasvukeskkonda ja
inkubeerimistingimusi (kasvundud, CO; kontsentratsioon, temperatuur ja niiskus). Piisivaid
rakuliine ja -tiivesid tuleb korrapiraselt kontrollida modaalse kromosoomiarvu stabiilsuse
ning miikkoplasmaga saastumise puudumise suhtes; ei tohiks kasutada rakuliine vdi -tiivesid,
mis on saastunud vo1 mille modaalne kromosoomide arv on muutunud. Kasutatavate rakkude
normaalse rakutsiikli kestus katselabori kasvutingimustes peaks olema teada. Kui kasutatakse
blokeeritud tsiitokineesi meetodit, tuleb tsiitokineesi inhibiitori kontsentratsioon konkreetse
rakutiitibi jaoks optimeerida ja ndidata, et see annab hindamiseks vajalike kahetuumsete
rakkude hea saagise.

Kultuuride ette valmistamine

14. Piisivad rakuliinid ja -tiived: rakud paljundatakse tiivikultuuridest, mis on kiilvatud
kasvukeskkonda sellise tihedusega, et rakukultuur ei joua monokihi puhul sd6ddet tdielikult
katta enne kogumisaega ning suspensioonkultuuri puhul ei muutu liiga tihedaks, ja
inkubeeritakse 37 °C juures.

15. Liimfotsiitidid: antikoagulandiga (nditeks hepariiniga) t6odeldud tiisverd voi
eraldatud liimfotsiilite kasvatatakse enne uuritava aine ja tsiitoB-ga kokkupuudet mitogeeni,
nditeks flitohemaglutiniini juuresolekul.

Metaboolne aktivatsioon

16. Kui kasutatakse puuduliku endogeense metabolismivdimega rakke, tuleks kasutada
vilist metaboliseerivat siisteemi. Enimkasutatav siisteem on nériliste ensiiiime indutseerivate
ainete, nt Aroclor 1254-ga (45) (46) voi fenobarbitooni ja B-naftoflavooniga (46) (47) (48)
(49) t66deldud maksa postmitokondriaalne fraktsioon (S9), mida on tdiendatud kofaktoritega.
Fenobarbitooni ja [-naftoflavooni kasutamine ei ole vastuolus piisivate orgaaniliste
saasteainete Stockholmi konventsiooniga (50) ega miirusega (EU) nr 850/2004 (piisivate
orgaaniliste saasteainete kohta) (66) ning on tdendatud, et see on segafunktsiooniga
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oksiidaaside indutseerimisel sama tohus kui Aroclor 1254 (46) (47) (48) (49).
Postmitokondriaalset fraktsiooni kasutatakse tavaliselt kontsentratsioonis 1-10 mahuprotsenti
Ioplikus katsekeskkonnas. Metaboolse aktivatsiooni siisteemi tingimuste valik vdib sdltuda
uuritava aine keemilisest aineklassist ja monel juhul voib olla sobiv kasutada rohkem kui iihte
S9 kontsentratsiooni.

17. Katse tegemiseks vOib kasutada geneetiliselt muundatud rakuliine, milles to6tavad
konkreetsed inimese vOi ndrilise aktiveerivad enslitimid; sel juhul ei ole vélist metaboolse
aktivatsiooni siisteemi vaja. Sel juhul peab rakuliini valikk olema teaduslikult pohjendatud,
nditeks sellega, et segafunktsiooniga oksiidaasid on seotud uuritava aine metabolismiga (51)
ja on tundlikud teadaolevate klastogeenide ja aneugeenide toime suhtes (vt katse kehtivuse
kriteeriume késitlev punkt). Tuleb endale aru anda, et rakus tootav(ad) segafunktsiooniga
oksiidaas(id) ei tarvitse uuritavat ainet metaboliseerida; sellisel juhul katse negatiivne tulemus
eitdenda, et uuritav aine ei suuda tekitada mikrotuumi.

Uuritav aine ettevalmistamine

18. Tahke uuritav aine tuleb lahustada sobivas lahustis voi1 kandeaines ja vajaduse korral
lahjendada enne rakkude tootlemist. Vedelat kemikaali voib lisada otse katsesiisteemi ja/voi
lahjendada enne tootlemist. Gaasi voi lenduva kemikaali uurimiseks tuleks tavalist katse-
eeskirja sobivalt muuta, nditeks toodelda suletud anumas (52) (53). Tuleks kasutada uuritava
aine virskeid preparaate, vélja arvatud siis, kui andmed pisivuse kohta niitavad, et
sdilitamine on aktsepteeritav.

Katse tingimused
Lahustivkandeaine

19. Lahustikandeaine ei tohiks wuuritava ainega reageerida ega kasutatavas
kontsentratsioonis oluliselt kahjustada rakkude eluvdimet vo1 S9 aktiivsust. Kui kasutatakse
muid aineid peale tunnustatud lahustite/kandeainete (vesi, rakukultuuri kasvukeskkond,
dimetiitilsulfoksiid), tuleb esitada tdendavad andmed, et aine sobib uuritava ainega
kasutamiseks ja ei ole genotoksiline. Soovitatav on vdimaluse korral alati kdigepealt kaaluda
vee kui lahusti/kandeaine kasutamist.

TsiitoB kui tsiitokineesi blokeerija kasutamine

20. Uks olulisemaid asju MNvit-katse tegemisel on tagada, et loendatud rakud oleksid
uuritava ainega tootlemise voi tootlemisjargse inkubeerimise ajal (kui rakke pérast tootlemist
inkubeeritakse) lopetanud mitoosi. Tslitokineesi blokeerimiseks on kdige rohkem kasutatud
tstitoB-d, kuna see inhibeerib aktiini poliimerisatsiooni, hoiab sellega &ra tiitarrakkude
eraldumise pdrast mitoosi, mille tagajirjel tekivad kahetuumsed rakud (5) (54) (595).
Mikrotuumade loendamise saab seepirast piirata liksnes selliste rakkudega, mis on t66tlemise
ajal vOi pérast seda ldbinud mitoosi Samal ajal vOib moddta uuritava aine mdju raku
paljunemise kineetikale. Kui kasutatakse inimese liimfotsiiiite, tuleks tsiitokineesi
blokeerimiseks kasutada tsiitoB-d, kuna tsiikli aeg sdltub kultuurist ja doonorist ning kuna
fiitohemaglutiniin ei toimi kdikidele limfotsiilitidele. Rakuliinide katsetamisel on kasutatud
ka muid meetodeid, et teha kindlaks, kas loendatavad rakud on jagunenud; neid meetodeid on
kisitletud punktis 26.
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21. Labor peaks iga rakutiiibi jaoks méidrama tsiitoB sobiva kontsentratsiooni, et
saavutada lahusti/kandeaine kontrollkultuuris kahetuumsete rakkude optimaalne sagedus.
Tstito B sobiv kontsentratsioon on tavaliselt vahemikus 3—6 pg/ml.

Rakkude paljunemise ja tsiitotoksilisuse mo0tmine ning kokkupuutekontsentratsiooni
valimine

22. Katsetes kasutatava uuritava aine korgeima kontsentratsiooni kindlaksméiéramisel
tuleks viltida kontsentratsioone, mis voivad tekitada kunstlikult positiivseid tulemusi, néiteks
kontsentratsioone, mis on liiga tsiitotoksilised, pdhjustavad sadenemist kasvukeskkonnas ja
pH vdiosmolaalsuse olulist muutust (39) (40) (41).

23. Rakkude paljunemise modtmisega toendatakse, et toddeldud rakud on katse ajal
labinud mitoosi ja et tootlusi tehakse lubatava tsiitotoksilisustaseme juures (vt punkt 29).
Metaboolset aktivatsiooni vajavate rakkude puhul tuleks tsiitotoksilisus méérata metaboolse
aktivatsiooniga ja ilma aktivatsioonita, kasutades rakkude arvukuse suhtelist suurenemist
(relative increase in cell counts, RICC) vOi suhtelist rakupopulatsiooni kahekordistumist
(relative population doubling, RPD) (vt vorrandid, 2. liide), kui ei kasutata tsiitoB-d. TsiitoB
kasutamise korral voib tsiitotoksilisuse mddrata replikatsiooniindeksi (replication index, RI)
abil (vt vOrrand, 2. liide).

24, Rakukultuuride tootlemine tsiitoB-ga ning iihe-, kahe- ja paljutuumsete rakkude
suhtelise esinemissageduse méidramine kultuuris on tipne meetod, millega saab modta
rakkude to0tlemise modju rakkude paljunemisele, samuti tootlemise tsiitotoksilist voOi
tstitostaatilist moju (5) ja tagada, et loendatakse ainult tootlemise ajal vOi pdrast seda
jagunenud rakke.

25. TsiitoB-ga tehtavates katsetes saab tsiitostaasi/tsiitotoksilisust moodta tsiitokineesi
blokiga paljunemise indeksi (cytokinesis-block proliferation index, CBPI) jargi (5) (26) (56)
vo1i tuletada selle niitaja kultuuri vihemalt 500 raku replikatsiooniindeksist (RI) (vt vdrrand,
2. liide). Kui rakkude paljunemise hindamiseks kasutatakse tsiitoB-d, tuleks CBPI vdi RI
midrata vdhemalt 500 rakust kultuuri kohta. Selliseid modtmisi voib toddeldud ja
kontrollkultuuri vordlemise abil muuhulgas kasutada tsiitotoksilisuse hindamiseks. Muude
tsiitotoksilisuse nditajate (nditeks pinna katmine, rakkude arvu, apoptoosi, nekroosi ja
metafaasi loendamine) hindamine vdib anda kasulikku teavet.

26. [Ima tsiitoB-ta tehtavates katsetes on vaja tdendada, et kultuuris loendatavad rakud
on libinud raku jagunemise uuritava ainega kokkupuute ajal voi pérast seda, muidu vdidakse
saada valenegatiivne tulemus. Uksnes jagunenud rakkude loendamise tagamiseks on
kasutatud selliseid meetodeid nagu bromodesoksiiuridiini (BrdU) viimine rakkudesse ja
jargnev maddramine, et kindlaks teha replitseerunud rakud (57), kloonide moodustamine, kui
pusivate rakuliinide rakke toddeldakse ja loendatakse kohapeal mikroskoobipreparaadis
(paljunemisindeks, PI) (25) (26) (27) (28), rakupopulatsiooni suhtelise kahekordistumise
(RPD) voi1 rakkude arvukuse suhtelise suurenemise (RICC) mdotmine vOoi muud
usaldusvédidrsed meetodid (16) (56) (58) (59) (vt vorrandid, 2. liilde). Muude tsiitotoksilisuse
vOi tsiitostaasi nditajate (nditeks pinna katmine, rakkude arvu, apoptoosi, nekroosi ja
metafaasi loendamine) hindamine vdib anda kasulikku teavet.

27. Tuleks hinnata vihemalt kolme analiiiisitavat kontsentratsiooni. Selle saavutamiseks
vOoib olla tarvis teha katseid suure arvu lihedaste kontsentratsioonidega ja mdéérata
mikrotuuma moodustumine sellistel kontsentratsioonidel, mille tsiitotoksilisus on lubatavas

49



vahemikus. Teine voimalus on teha eelnev tsiitotoksilisuse katse, et piirata otsustava katse
kontsentratsioonivahemikku.

28. Kodrgeima kontsentratsiooni tsiitotoksilisus peaks olema 55 £+ 5 %. Korgemal
kontsentratsioonil vdivad kromosoomikahjustused tekkida tstitotoksilisuse korvalndhuna (60).
Tsiitotoksilisuse esinemise korral peaksid katse tegemiseks valitud kontsentratsioonid katma
vahemiku 55 + 5 % tsiitotoksilisuse tekitamisest kuni vahese voi puuduva tsiitotoksilisuseni.

29. Kui tstitotoksilisust ega sadenemist ei esine, peaks korgeim katses kasutatav
kontsentratsioon olema 0,01 M, 5 mg/ml voi 5 pul/ml, olenevalt sellest, mis on kdige madalam.
Analiiiisiks valitud kontsentratsioonid ei tohiks tildiselt olla suuremate vahedega kui 10 korda.
Jarsu kontsentratsiooni-mdju sdltuvusega uuritava aine puhul voib olla vajalik kasutada
viaiksemat uuritava aine kontsentratsioonide vahet, et loendada kultuure ka modduka voi
madala toksilisuse vahemikus.

30. Kui piiravaks teguriks on lahustuvus, peaks kdrgeim uuritav kontsentratsioon olema
selline, mille juures kultuuris on niha vidga ndorka sadet, kui see ei takista loendamist ja kui
piiravaks ei muutu tsiitotoksilisus. Sadenemist tuleks hinnata selliste meetoditega nagu
valgusmikroskoopia, mérkides dra plisima jddva vOi rakkude kasvatamise ajal (t66tlemise
16puks) tekkiva sademe.

Kontrollkatsed

31. Igas uuringus kasutatakse paralleelseid positiivseid ja lahusti’/kandeaine
kontrollkatseid metaboolse aktivatsiooniga ja ilma selleta.

32. Positiivne kontroll on vajalik tdendamiseks, et kasutatavad rakud ja katse-eeskiri
voimaldavad teha kindlaks klastogeene ja aneugeene ning kinnitada S9 valmistise
metabolismivdoimet. Positiivse kontrolli katses tuleks kasutada teadaolevaid mikrotuuma
moodustumist pdhjustavaid aineid sellisel kontsentratsioonil, mis pdhjustab taustaga vorreldes
vaikese, kuid korratava mikrotuuma esinemissageduse suurenemise ja tdendab katsesiisteemi
tundlikkust. Positiivse kontrolli kemikaali kontsentratsioon valitakse nii, et mdju oleks selge,
kuid et loendaja kohe ei taipaks, millised kodeeritud mikroskoobipreparaatidest on positiivse
kontrolli katsed.

33. Tuleks kasutada metaboolset aktivatsiooni vajavat klastogeeni (nditeks
tstiklofosfamiid, benso[a]plireen), kuna nii on vdimalik tdendada katsesiisteemi metaboolset
kompetentsust ja suutlikkust teha kindlaks klastogeene. Kasutada voib ka muid positiivse
kontrolli kemikaale, kui see on Odigustatud. Kuna mdni metaboolset aktivatsiooni vajav
positiivse kontrolli kemikaal vdib teatud todtlemistingimustes voi teatava rakuliini puhul olla
aktitvne ilma vilise metaboolse aktivatsioonita, on valitud rakuliini ja kontsentratsiooni puhul
vaja kontrollida metaboolse aktivatsiooni vajalikkust ja S9 valmistise aktiivsust.

34. Praegu ei teata iihtegi aneugeeni, mille genotoksilisuse avaldumiseks oleks vaja
metaboolset aktivatsiooni (16). Praegu on aneugeense aktiivsuse positiivse kontrolli
kemikaalideks tunnistatud nditeks kolhitsiin ja vinblastiin. Voib kasutada muid kemikaale, kui
need tekitavad mikrotuumi kas iiksnes vdi peamiselt aneugeense toime kaudu. Kahe positiivse
kontrolli (klastogeensuse ja aneugeensuse kontroll) vajaduse véltimiseks ilma metaboolse
aktivatsioonita vOib aneugeensuse kontrolli kasutada positiivse kontrollina ilma S9-ta ja
klastogeensuse kontrolli voib kasutada selleks, et kontrollida kasutatud metaboolse
aktivatsiooni siisteemi adekvaatsust. S9 juuresolekut mittevajavate rakkude puhul tuleb
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kasutada nii klastogeensuse kui ka aneugeensuse positiivset kontrolli. Soovitatavad positiivse
kontrolli kemikaalid on 3. liites.

35. Voib kaaluda samasse keemiliste ainete klassi kuuluva positiivse kontrolli kemikaali
kasutamist, kui sobiv aine on kéttesaadav. Koik kasutatud positiivse kontrolli kemikaalid
peaksid sobima rakutiiiibile ja aktivatsioonitingimustele.

36. Lahustikandeaine kontrollkatsed tuleb teha kultuuri iga kogumisaja jaoks. Lisaks
tuleb kasutada ka tootlemata negatiivset kontrolli (e1 sisalda lahustit/kandeainet), kui
avaldatud andmete vOi labori varasemate kontrollikatsetega ei ole tdoendatud, et valitud
lahustil ei ole kasutatava kontsentratsiooni juures kahjulikku ega genotoksilist moju.

KATSE KAIK
Tootlemiskava

37. Selleks et suurendada konkreetsel rakutsiikli etapil toimiva aneugeeni voi klastogeeni
kindlakstegemise tdendosust, on viga oluline, et uuritava ainega toddeldaks piisavalt palju
rakke nende rakutsiikli igal etapil. Rakuliinide ja primaarsete rakkude kultuuride to6tlemise
kava vOib seepirast monevorra erineda kavast, mida kasutatakse limfotsiiiitide puhul, mille
rakutsikli alustamiseks on vaja mitogeenset stimulatsiooni, vt ldhemalt punktid 41-43 (16).

38. Teoreetilistest kaalutlustest ja avaldatud andmetest (18) tuleneb, et enamiku
aneugeene ja klastogeene vOib kindlaks teha lihiajalise todtlemisega (3—6 tundi) S9
juuresolekul ja puudumisel, millele jirgneb uuritava aine eemaldamine ja rakkude
kasvatamine 1,5 kuni 2,0 rakutsiikli jooksul (6). Rakud kogutakse kas siis, kui tootlemise
algusest on moodunud ajavahemik, mis vastab umbes 1,5-2,0 rakutsiiklile normaalsete (see
tahendab tootlemata) rakkude puhul, voi té6tlemise Iopus (vt tabel 1). Proovide vOtmise voi
kogumise aega vdib pikendada, kui on teada vdi vdib oletada, et uuritav aine mdjutab
rakutsiikli pikkust (nditeks nukleosiidianaloogide puhul).

39. Kuna S9 valmistis voib kultuuris kasvatatava imetajaraku jaoks olla toksiline,
kasutatakse pikendatud kokkupuuteajaga (1,5-2,0 normaalse rakutsiikli kestust) tootlemist
tiksnes S9 puudumisel. Pikendatud todtlemisaja puhul voib valida, kas toddelda rakke
uuritava kemikaaliga tsiitoB puudumisel voi juuresolekul Need valikvariandid on ette nihtud
olukorra jaoks, kus vdib karta, et uuritav aine ja tsiitoB mdjutavad teineteist.

40. Pakutavad rakkude tootlemiskavad on esitatud tabelis 1. Esitatud iildisi
tootlemiskavu voib muuta, et votta arvesse uuritava aine stabiilsust voi reaktsioonivoimet vo1
kasutatavate rakkude konkreetseid kasvunditajaid. To6tlemine peab alati algama ja Idppema
rakkude eksponentsiaalse kasvu ajal. Tootlemiskavu on tdpsemalt kirjeldatud punktides 41—
47.

Tabel 1. Rakkude to6tlemis- ja kogumisajad MNVvit-katse puhul

Liumfotsiitidid, +S9 Toodeldakse 3—6 tundi S9 juuresolekul,
primaarsed rakud ja
rakuliinid, mida
toodeldakse tsiitoB lisatakse uus kasvukeskkond ja tsiitoB;

eemaldatakse S9 ja to6tlemiskeskkond;
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lisamisega rakud kogutakse pérast 1,5-2,0 normaalse rakutsiikliaja
moddumist.

-S9 Toodeldakse 3—6 tundi;

Liihiajal | eemaldatakse to6tlemiskeskkond;

the lisatakse uus kasvukeskkond ja tsiitoB;

kolgkup rakud kogutakse parast 1,5-2,0 normaalse rakutsiikliaja
uude moddumist.

-S9 Variant A: toodeldakse tsiitoB juuresolekul 1,5-2,0
Pikenda normaalse rakutsiikliaja jooksul;

tud rakud kogutakse kokkupuuteaja Iopus.

kokkup

uude

Variant B: toddeldakse 1,5-2,0 normaalse rakutsiikliaja
jooksul;

eemaldatakse uuritav aine;
lisatakse uus kasvukeskkond ja tsiitoB;

rakud kogutakse pérast 1,5-2,0 normaalse rakutsikliaja
moddumist.

Rakuliinid, mida to6deldakse ilma tsiitoB lisamiseta
(Koik toimub eespool esitatud kavade kohaselt, ainult tsiitoB-d ei lisata.)

Liimfotsiitidid, primaarsed rakud ja rakuliinid, mida téddeldakse tsiitoB lisamisega

41. Koige tdhusam lihenemisviis liimfotsiilitide puhul on alustada uuritava ainega
kokkupuudet parast 44—48 tunni moddumist flitohemaglutiniiniga stimuleerimisest, kui tstikli
stinkronisatsioon on kadunud (5). Esialgses katses toodeldakse rakke 3—6 tundi uuritava
ainega S9 puudumisel ja juuresolekul Tootlemiskeskkond eemaldatakse ja asendatakse
viarske kasvukeskkonnaga, mis sisaldab tsiitoB-d, ning rakud kogutakse pdrast 1,5-2,0
normaalse rakutsiikliaja moddumist.

42. Kui molemad esialgsed liihiajalise tootlemise (3—6 tundi) katsed annavad negatiivse
vO1 ebaselge tulemuse, kasutatakse jirgnevat pikendatud tootlemis- voi kokkupuuteaega ilma
S9-ta. Kasutada vOib kahte toOtlemise varianti, mis on vordselt lubatavad. Stimuleeritud
limfotsiiiitide puhul on siiski vahest sobivam kasutada varianti A, kuna eksponentsiaalne kasv
vOoib 96 tundi pidrast stimuleerimist olla juba vdhenemas. Variandi B puhul ei tohiks
rakukultuurid 10pliku kogumise ajaks jouda pinna kinnikatmiseni.

e Variant A: rakke toodeldakse uuritava ainega 1,5-2,0 normaalse rakutsikliaja

jooksul ja kogutakse tootlemisaja 1dpus.

e Variant B: rakke toodeldakse uuritava ainega 1,5-2,0 normaalse rakutsiikliaja

jooksul. Tootlemiskeskkond eemaldatakse ja asendatakse vérske kasvukeskkonnaga
ning rakud kogutakse pérast 1,5-2,0 normaalse rakutsiikliaja moddumist.
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43. Primaarseid rakke ja rakuliine tuleks toodelda samuti kui limfotsiiiite, kuid esimesi
eiole vaja stimuleerida 4448 tundi fiitohemaglutiniiniga. Muid rakke kui limfotsiiiite tuleks
toodelda uuritava ainega nii, et katse Iopetamise ajal on rakud ikka veel logaritmilises
kasvufaasis.

Rakuliinid, mida toodeldakse ilma tsiitoB lisamiseta

44. Rakke tuleks toodelda 3-6 tunni jooksul S9 juuresolekul ja puudumisel
Tootlemiskeskkond eemaldatakse ja asendatakse vidrske kasvukeskkonnaga ning rakud
kogutakse parast 1,5-2,0 normaalse rakutsiikliaja mé6dumist.

45. Kui mdlemad esialgsed liihiajalise to6tlemise (3—6 tundi) katsed annavad negatiivse
vO1i ebaselge tulemuse, kasutatakse jargnevat pikendatud t60tlemis- voi kokkupuuteaega (ilma
S9-ta). Kasutada voib kahte tootlemise varianti, mis on vordselt lubatavad:

e Variant A: rakke toddeldakse uuritava ainega 1,5-2,0 normaalse rakutsikliaja
jooksul ja kogutakse tootlemisaja 1dpus.

e Variant B: rakke tdddeldakse uuritava ainega 1,5-2,0 normaalse rakutsikliaja
jooksul. Tootlemiskeskkond eemaldatakse ja asendatakse vérske kasvukeskkonnaga
ning rakud kogutakse péarast 1,5-2,0 normaalse rakutsiikliaja m66dumist.

46. Monokihtides voib pérast 3—6-tunnise té6tlemise 10ppu olla mitoosifaasi rakke (mida
voib dra tunda selle jargi, et need on iimmargused ja tulevad pinna kiiljest lahti). Kuna
mitoosifaasis rakud tulevad kergesti lahti, voivad need uuritavat ainet sisaldava keskkonna
eemaldamisel minna kaotsi Need tuleb kultuuri pesemisel kokku koguda ja kultuuri tagasi
panna, et viltida mitoosifaasi joudnud ja vOimalikke mikrotuumi sisaldavate rakkude
kaotsiminekut kogumise ajal.

Rakukultuuride arv

47. Uuritava aine iga kontsentratsiooni juures, samuti lahusti’kandeaine kontrolli ja
negatiivse kontrolli puhul tuleks alati kasutada kaht paralleelkultuuri. Kui labori varasemad
andmed néitavad, et paralleelkultuuride erinevus on viike, voib olla vastuvdetav lihe kultuuri
kasutamine. Uksikkultuuride kasutamisel tuleks kasutada suuremat arvu kontsentratsioone.

Rakkude kogumine ja mikroskoobipreparaadi ettevalmistamine

48. Iga rakukultuur kogutakse ja toodeldakse eraldi. Rakkude ettevalmistamine vdib
holmata hiipotoonilist tootlust, kuid see etapp ei ole vajalik, kui vajalik rakkude laotus
saadakse muul viisil. Mikroskoobipreparaadi ettevalmistamiseks voib  kasutada
mitmesuguseid meetodeid, kui on saadud kvaliteetsed, loendamiseks sobivad rakkude
valmistised. Siilitada tuleks rakkude tsiitoplasma, et oleks voimalik miérata mikrotuumi ja
(blokeeritud tsiitokineesi meetodi puhul) usaldusvéarselt kindlaks teha kahetuumseid rakke.

49. Mikroskoobipreparaate vdib vérvida mitme meetodiga, nagu nditeks Giemsa
meetodiga vOi fluorestseerivate DNA-spetsiifiliste virvainetega (59). DNA-spetsiifilise
varvaine kasutamine (nt akridiinoranz (61) vdi Hoechst 33258 + piironiin-Y (62)) vdib
korvaldada moned muude kui DNA-spetsiifiliste virvainete kasutamisega seotud artefaktid.
Kui soovitakse saada teavet mikrotuumade moodustumise mehhanismi kohta, vOib
mikrotuumade sisalduse (kromosoom/kromosoomifragment) kindlakstegemiseks kasutada
kinetokoorivastaseid  antikehi,  fluorestentsi in  situ  hibridisatsiooniga  (FISH)
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pantsentromeersete DN A-sondidega voi praimitud in situ margistamist
pantsentromeerispetsiifilise praimeriga koos DNA sobiva vastandvédrvimisega. Klastogeenide
ja aneugeenide eristamiseks voib kasutada muid meetodeid, mille kohta on tdendatud, et need
on tohusad.

Analiitis

50. Koik mikroskoobipreparaadid, sh lahusti’/kandeaine ning positiivse ja negatiivse
kontrolli omad, kodeeritakse soltumatult enne mikroskoopilist analiiisi. Kodeeritud proovide
analiitisimiseks voib kasutada ka valideeritud automaatseid voolutsiitomeetria vOi kujutise
analiiiisi siisteeme.

51. TsiitoB-ga toddeldud kultuuride puhul tuleks mikrotuumade sagedust analiiiisida
vahemalt 2000 kahetuumses rakus iga kontsentratsiooni kohta (vihemalt 1000 kahetuumses
rakus iga kultuuri kohta; kaks kultuuri igal kontsentratsioonil). Uheainsa kultuuri kasutamisel
tuleks konealuse kultuuri kohta loendada vdhemalt 2000 kahetuumset rakku igal
kontsentratsioonil. Kui igal kontsentratsioonil on loendamiseks kéttesaadavad oluliselt vihem
kui 1000 kahetuumset rakku voi iiheainsa kultuuri kasutamisel 2000 rakku ja kui olulist
mikrotuumade esinemissageduse suurenemist ei tdheldata, tuleb katset korrata suurema
rakkude arvuga voi vihem miirgise kontsentratsiooniga, olenevalt sellest, kumb on sobivam.
Tuleks jilgida, et ei loendataks ebakorrapédrase kujuga kahetuumseid rakke voi rakke, mille
kaks tuuma on oluliselt erineva suurusega; samuti ei tohiks kahetuumseid rakke segi ajada
halvasti eraldunud paljutuumsete rakkudega. Rakke, mis sisaldavad rohkem kui kahte peamist
tuuma, ei tuleks mikrotuumade loendamisel arvesse votta, kuna sellistes rakkudes vOib
mikrotuumade esinemise taustsagedus olla kdrgem (63) (64). Uhetuumsete rakkude
loendamine vdib olla lubatav, kui on ndidatud, et uuritav aine segab tsiitoB toimet.

52. TsiitoB-ga tootlemata kultuuride puhul tuleks mikrotuumade sagedust analiilisida
vahemalt 2000 rakus iga kontsentratsiooni kohta (vihemalt 1000 rakus iga kultuuri kohta;
kaks kultuuri igal kontsentratsioonil). Kui kasutatakse iihtainukest kultuuri igal
kontsentratsioonil, tuleks konealusest kultuurist loendada vihemalt 2000 rakku.

53. Kui kasutatakse tsiitoB-d, tuleks méérata tsiitokineesi blokiga paljunemise indeks
(CBPI) voi replikatsiooniindeks (RI) (vt 2. liide), kasutades vdhemalt 500 rakku kultuuri
kohta. Kui tootlemine toimub ilma tsiitoB juuresolekuta, on oluline tdendada, et loendatud
rakud on paljunenud (vt punktid 24-27).

Katse kehtivuse kriteeriumid

54. Kéesolevas katsemeetodis kirjeldatud MN vit-katse kasutamist kavandav labor peaks
toendama, et suudab wusaldusvddrselt ja Oigesti miédrata teadaoleva aneugeense vOi
klastogeense mdjuga kemikaale koos metaboolse aktivatsiooniga ja ilma selleta, samuti
teadaolevalt ilma sellise toimeta kemikaale, kasutades 3. liites esitatud vOrdluskemikaale.
Toendina oma suutlikkusest kdesolevat katsemeetodit korralikult rakendada peaks labor
esitama toendid, et mikrotuumade moodustumise seisukohast loendatavad rakud on ldbinud
iihe rakujagunemise, kui katse viiakse 14bi ilma tsiitoB kasutamiseta.

55. Vordluskemikaalidena soovitatakse kasutada 3. liites esitatud kemikaale. Voib
kasutada ka asendavaid vdi tiiendavaid kemikaale, kui nende toime on teada ja need tekitavad
mikrotuumi sama toimemehhanismi kaudu ning on niidatud, et need on asjakohased MN vit-
eeskirja jargi uuritavate kemikaalide puhul Pdhjendus vOiks hdlmata paljude erinevate
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ainetega tehtud valideerimisuuringut voi valideerimisuuringut, mis on suunatud kitsamale
aineteringile, mis on seotud wuuritava aine kemikaaliklassiga V01  uuritava
kahjustusmehhanismiga.

56. Lahustvkandeaine  kontrollid ja  todtlemata  kultuurid peaksid andma
reprodutseeritavalt madalad ja kooskdlalised mikrotuumade tekke sagedused (punktis 11
nimetatud rakutiitipide puhul tavaliselt 5-25 mikrotuuma 1000 raku kohta). Muul rakutiiiibil
vO1b olla teistsugune tulemustevahemik, mis tuleks kindlaks teha, kui rakutiitipi valideeritakse
MNvit-katses kasutamiseks. Negatiivse kontrolli, lahusti ja positiivse kontrolli andmeid tuleks
kasutada varasematel andmetel pdhinevate kontrollvahemike kindlakstegemiseks. Osutatud
vaartusi tuleks kasutada selleks, et otsustada, kas katse paralleelsed negatiivse ja positiivse
kontrolli tulemused on adek vaatsed.

57. Kui katse-eeskirjas tehakse vidike muudatus (nditeks kasutatakse automaatset
loendamist késitsi loendamise meetodite asemel, kasutatakse uut rakutiilipi), tuleks enne
muudetud katse-eeskirja lubatavaks lugemist tdoendada, et ka muudetud katse on tdhus.
Tohususe tdendamiseks tuleb muuhulgas tdendada, et on vdimalik kindlaks teha peamisi
kromosoomide katkemise, lisandumise vdi kaotsimineku mehhanisme ja et on voimalik saada
sobivad positiivse ja negatiivse kontrolli tulemused liksiku uuritava aine kemikaaliklassi vo1
paljude uuritavate ainete puhul.

KATSEANDMED JA PROTOKOLLI KOOSTAMINE
Tulemuste kdsitlemine

58. Kui kasutatakse tsiitokineesibloki meetodit, vOetakse mikrotuumade hindamisel
arvesse ainult kahetuumsetes rakkudes leitud mikrotuumade esinemissagedust (sdltumatult
mikrotuumade arvust iihe raku kohta). Uhe v0i kahe mikrotuumaga vOi suurema

mikrotuumade arvuga rakkude arvu loendamine voib anda kasulikku teavet, kuid ei ole
kohustuslik.

59. Paralleelselt tuleks modta koikide to6deldud kultuuride ja lahusti/kandeaine
kontrollikultuuride juures avalduv tsiitotoksiline ja/vOi tsiitostaatiline mdju (58). Kui
kasutatak se tsiitokineesi bloki meetodit, tuleks rakutsiikli hilinemise modtmise jargi arvutada
koikide toddeldud ja kontrollikultuuride puhul tsiitokineesi blokiga paljunemise indeks
(CBPI) ja replikatsiooniindeks (RI). TsiitoB puudumise korral tuleks kasutada kas RPDd,
RICCi voiPId (vt 2. liide).

60. Tulemused esitatakse iga tksiku kultuuri kohta. Lisaks esitatakse kokkuvote
koikidest tulemustest tabeli kujul

61. Mikrotuumade tekkimist MNvit-katses vdivad kemikaalid pdhjustada sellega, et
nende tottu kromosoomid katkevad, 1dhevad kaotsi vdi esinevad molemad variandid korraga.
Voib kasutada kinetokoorivastaseid antikehi, tsentromeerispetsiifilisi in situ sonde vdoi muid
meetodeid, et middrata kindlaks, kas mikrotuumade tekkemehhanism on seotud klastogeense
ja/vdi aneugeense toimega.

Tulemuste hindamine ja tolgendamine

62. Selget positiivset vOi negatiivset vastust ei ole vaja tdiendava katsega kontrollida.
Ebamidrast tulemust voib selgitada veel 1000 raku vaatlemisega kdikidest kultuuridest, et
valtida kultuuride kodeerimise mottetuks muutumist. Kui see lihenemisviis ei voimalda
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tulemust selgitada, tuleks teha edasisi katseid. Jérelkatsete tegemisel tuleks kaaluda katse
parameetrite muutmist laiendatud voi kitsamaks muudetud katsetingimuste vahemikus. Katse
parameetrid, mida vOidakse muuta, hdolmavad kasutatavate kontsentratsioonide jaotust,
tootlemise ja rakkude kogumise ajastust ja/voi metaboolse aktiveerimise tingimusi.

63. Positiivse tulemuse méidramiseks on mitmeid kriteeriume, nditeks mikrotuumi
sisaldavate rakkude arvu kontsentratsioonist sdltuv suurenemine vOi statistiliselt oluline
suurenemine. Esmalt tuleks arvesse votta tulemuste bioloogilist tihtsust. Vastuse bioloogilise
olulisuse hindamisel vOib juhinduda sellest, kas leitud védrtused on varasemate
kontrollkatsete vahemikus voi véljaspool seda vahemikku. Katsetulemuste hindamisel voib
abivahendina kasutada sobivaid statistilisi meetodeid (65). Kuid statistiliste katsete tulemusi
tuleks hinnata, vOttes arvesse saadava tulemuse sdltuvust annusest. Samuti tuleks arvesse
votta reprodutseeritavust ja varasemaid andmeid.

64. Kuigi enamik katseid annab selge positiivse vOi negatiivse tulemuse, ei ole mdnel
harval juhul voimalik andmete alusel teha kindlat otsust uuritava aine mdju kohta. Tulemused
voivad jddda ebaselgeks voikiisitavaks, olenemata sellest, kui palju katset korratakse.

65. MNyvit-katse positiivne tulemus nditab, et uuritav aine tekitab imetajarakkude
kultuuris kromosoomide katkemist v0i kadu. Negatiivne tulemus nditab, et konkreetsetes

katsetingimustes ei pohjusta uuritav aine imetajarakkude kultuuris kromosoomide katkemist
ega/voi lisandumist voikadu.

Katseprotokoll

66. Katseprotokollis tuleks esitada vihemalt jirgmine teave, kui see on uuringu
labiviimise seisukohast asjakohane:

Uuritav kemikaal:

- identifitseerimisandmed, Chemical Abstract Services Registry ehk CASi nr ja
EU nr;

- fiitisikaline olek ja puhtus;
- wuringu ldbiviimisel olulised fiilisikalis-keemilised omadused;

- uuritava aine voime reageerida lahusti’/kandeainega voi rakukultuuri
keskkonnaga.

Lahusti/kandeaine:

- lahustikandeaine valiku pohjendus;

- uuritava aine lahustuvus ja piisivus lahustis/kandeaines.
Rakud:

- kasutatud rakkude tiiiip ja péritolu;

- kasutatud rakutiiiibi sobivus;
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- milkoplasma puudumine, vajaduse korral;

- teave rakutsiikli pikkuse kohta, pooldumisaeg voi paljunemisindeks;

- limfotsiitlitide kasutamise korral veredoonorite arv, sugu ja vanus, vajaduse

korral;

- limfotsiilitide kasutamise korral ndidatakse, kas uuritava ainega viidi

kokkupuutesse kogu veri vdi eraldatud limfotsiitidid;

- imberkiilvide arv, vajaduse korral;
- rakukultuuri sdilitamise meetodid, vajaduse korral;

- kromosoomide modaalarv;

- normaalse (negatiivse kontrolli) rakutsiikli kestus.

Katsetingimused.:

tstitokineesi blokeeriv aine (nt tsiitoB), kui seda kasutatakse, selle
kontsentratsioon ja rakkude selle ainega kokkupuute kestus;

kontsentratsioonide ja rakukultuuride arvu valimise pdhimdtted, sh nt
tsiitotoksilisuse andmed ja lahustuvuse piirangud, kui need on olemas;

kasvukeskkonna koostis, CO; kontsentratsioon, vajaduse korral;

uuritava aine kontsentratsioonid;

lisatud kandeaine ja uuritava aine kontsentratsioon ja kogus (ja/vdi ruumala);
inkubatsiooni temperatuur ja kestus;

uuritava ainega tootlemise kestus;

ajavahemik to6tlemisest kuni rakkude kogumiseni;

rakkude tihedus kiilvamisel, vajaduse korral;

metaboolse aktiveerimise siisteemi tiilip ja koostis, sh selle heakskiitmise
kriteeriumid;

positiivse kontrolli kemikaalid ja negatiivsed kontrollid;

mikroskoobipreparaatide valmistamise meetodid ja kasutatud
varvimismeetodid;

mikrotuuma kindlakste gemise kriteeriumid;
analiisitud rakkude arv;

tsiitotoksilisuse mootmise meetodid;
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Tulemused:

igasugune tdiendav teave tsiitotoksilisuse kohta;

kriteeriumid, mille alusel uuringutulemus klassifitseeritakse positiivseks,
negatiivseks vOi ebaselgeks;

kasutatud statistilise analiiiisi meetod(id);

vajaduse korral meetodid, millega uuriti, kas mikrotuum sisaldab terveid
kromosoome vOi nende fragmente, niiteks kinetokoori antikeha.

tsiitotoksilisuse miadramise meetod, mida kasutati tsiitokineesi bloki meetodi
kasutamise puhul, nditeks CBPI vdi RI; RICC, RPD vdi PI, kui tsiitokineesi
bloki meetodeid ei kasutatud; vajaduse korral muud tihelepanekud, nditeks
pinna katmine, apoptoosi, nekroos, metafaaside loendamine, kahetuumsete
rakkude esinemissagedus;

sadenemise tunnused;
teave kasvukeskkonna pH ja osmolaalsuse kohta, kuisee on middratud;
analiiiisi jaoks kdlblike rakkude méératlus;

tihe-, kahe- ja paljutuumsete rakkude jaotus, kui kasutatakse tsiitokineesi bloki
meetodit;

mikrotuumadega rakkude arv eraldi igas tdéodeldud ja kontrollkultuuris;
vajaduse korral peab olema ndidatud, kas on miidratud kahetuumsetest voi
tthetuumsetest rakkudest;

kontsentratsiooni ja toime vaheline sdltuvus, voimaluse korral;

paralleelse negatiivse (lahusti’/kandeaine) ja positiivse kontrolli kemikaalide
andmed (kontsentratsioonid ja lahustid);

varasemate negatiivsete (lahusti/kandeaine) ja positiivsete kontrollide andmed,
sh vahemik, keskvéirtused ja standardhdlbed ning 95 % usaldusvahemik;

statistiline analiiiis; p-véértused vajaduse korral

Tulemuste arutelu

Jareldused
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1. liide
MOISTED

Aneugeen: iga aine vOi protsess, mis raku mitootilise vOi meiootilise jagunemise tsikli
komponentidega interakteerudes tekitab rakkudes vdiorganismides aneuploidsust.

Aneuploidsus: iga korvalekalle normaalsest diploidsest (v0i haploidsest) kromosoomiarvust

ithe v0i enama kromosoomi vOrra, kuid mitte terve(te) kromosoomikomplekti(de) vorra
(poliiploidia).

Apoptoos: programmeeritud rakusurm, mida iseloomustab rida astmeid, mis viivad raku
lagunemiseni membraaniga seotud osakesteks, mis kdorvaldatakse fagotsiitoosi vOi
véljutamisega.

Rakkude paljunemine: rakkude arvu suurenemine mitootilise rakuyjagunemise tagajirjel

Tsentromeer: kromosoomi DNA-piirkond, kus mdlemaid kromatiide hoitakse koos ja mille
kiilge teineteise korvale kinnituvad molemad kinetokoorid.

Klastogeen: iga aine vOi protsess, mis tekitab rakkude vOi organismide populatsioonides
struktuurseid kromosoomihilbeid.

Tsiitokinees: mitoosile vahetult jirgnev rakujagunemise protsess, mille tulemusel tekivad
kaks tiitarrakku, millest kummaski on iikksainus tuum.

Tsiitokineesi blokiga paljunemise indeks (cytokinesis-block proliferation index, CBPI):
teise rakujagunemise rakkude osakaal t6ddeldud rakupopulatsioonis, vorreldes todtlemata
kontrolliga (vt vOrrand, 2. liide).

Tsiitostaas: rakkude kasvu inhibeerimine (vt vorrand, 2. liide).

Tsiitotoksilisus: kahjulik mdju raku struktuurile vdi funktsioonidele, mis 1dpuks pdhjustab
raku surma.

Genotoksiline: iildine termin, mis holmab DNA v0i kromosoomide igasugust kahjustust,
sealhulgas katkemisi, aduktidega seotud timberkorraldumist, mutatsioone,
kromosoomihélbeid ja aneuploidsust. Mitte kdik genotoksilised efektid ei anna tulemuseks
mutatsioone vOi piisivat kromosoomikahjustust.

Inte rfaasirakud: rakud, mis eiole mitoosifaasis.

Kinetokoor: valke sisaldav struktuur, mis koondub kromosoomi tsentromeeri juures, millele
raku jagunemise ajal kinnituvad kddviniidid, vdimaldades tiitarkromosoomidel korrastatult
liikuda tiitarrakkude poolustele.

Mikrotuum: viike tuum, mis on raku pdhituumast eraldi ja lisandunud pdhituumale, see on

moodustunud mitoosi vdi meioosi telofaasi ajal mahajadnud kromosoomifragmentidest voi
tervetest kromosoomidest.
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Mitoos: rakutuuma jagunemine, mida tavaliselt jagatakse profaasiks, prometafaasiks,
metafaasiks, anafaasiks ja telofaasiks.

Mitootiline indeks: metafaasis olevate rakkude arv jagatakse rakupopulatsioonis vaadeldud
rakkude koguarvuga; néitab rakkude paljunemise astet konealuses populatsioonis.
Mutageenne: tekitab piriliku muutuse geenide DNA alusepaaride jéirjestuses vOi
kromosoomide struktuuris (kromosoomihélve).

Mitteeraldumine: paardunud kromatiidid ei eraldu teineteisest ega liigu kujunevatesse
tiitarrakkudesse nii, nagu see peaks normaalselt toimuma; tulemuseks on ebanormaalse
kromosoomide arvuga tiitarrakud.

Poliiploidsus: rakkude vOi organismi numbriline kromosoomihédlve, mis hdlmab terveid
kromosoomikomplekte; vastandub aneuploidsusele, mille puhul kromosoomihédlve hdlmab
itht v01 mitut kromosoomi.

Paljune misindeks (Proliferation Index, PI): tsiitotoksilisuse mddtmise meetod, kui tsiito B-d
eikasutata (vt vorrand, 2. liide).

Rakkude arvukuse suhteline suurenemine (Relative Increase in Cell Count, RICC):
tstitotoksilisuse modtmise meetod, kui tsiitoB-d ei kasutata (vt vorrand, 2. liide).

Rakupopulatsiooni suhteline kahekordistumine (Relative Population Doubling, RPD):
tstitotoksilisuse modtmise meetod, kui tsiitoB-d ei kasutata (vt vorrand, 2. liide).

Replikatsiooniindeks (Replication Index, RI): 1opuni kulgenud rakujagunemistsiiklite
osakaal toodeldud rakukultuuris, vorreldes todtlemata kontrolliga, rakkude tootlemise ja

toibumise ajal (vt vorrand, 2. liide).

Uuritav kemikaal (ka ,uuritav aine”): iga aine v0i segu, mida uuritakse kéesoleva
katsemeetodi abil.
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2. liide
TSUTOTOKSILISUSE HINDAMISE VORRANDID

1. Kui _kasutatakse _tsiitoB-d, peaks tsiitotoksilisus pdhinema tsiitokineesi blokiga
paljunemise  indeksil (cytokinesis-block  proliferation  index, @ CBPI)  voi
replikatsiooniindeksil (RI) (16) (58). CBPI niitab rakutsiiklite keskmist arvu raku kohta
tstito B-ga kokkupuutumise aja jooksul ja seda voib kasutada raku paljunemise arvutamiseks.
Replikatsiooniindeks RI nditab tuumade suhtelist arvu tdddeldud kultuurides, vorrelduna
kontrollkultuuridega ja seda vdib kasutada tsiitostaasi protsendi arvutamiseks:

tsiitostaasi % = 100 — 100 {(CBPIy — 1) + (CBPIc — 1)}
ning
T = uuritava kemikaaliga t66deldud kultuur

C = kandeaine kontrolli kultuur

siis:
((1-tuums. rakkude arv) + (2 x 2-tuums. rakkude arv) + (3 % paljutuums. rakkude
arv))
CBPI = — -
(rakkude koguarv)

Seega vastab CBPI véértus 1 (koik rakud on tihetuumsed) 100 % tsiitostaasile.

Tsutostaas = 100 — RI

((2-tuums. rakkude arv) + (2 x 1-tuums. rakkude arv)) + (rakkude koguarv)r

2 [ )

((2-tuums. rakkude arv) + (2 % 1-tuums. rakkude arv)) + (rakkude koguarv)c

T = t66deldud kultuurid

C = kontrollkultuurid

2. RI =53 % tihendab seega, et kui kontrollkultuurides on teatav arv rakke jagunenud ja
moodustanud kahetuumseid ja paljutuumseid rakke, siis toddeldud kultuuris on jagunenud
koigest 53 % sellest arvust, see tdhendab 47 % oli tsiitostaasi.
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3. Kui tsiitoB-d ei kasutata, soovitatakse tsitotoksilisust hinnata rakkude
arvukuse suhtelise suurenemise (Relative Increase in Cell Counts, RICC) voi
rakupopulatsiooni suhtelise kahekordistumise (Relative Population Doubling, RPD) jargi

(58), kuna mdlema néditaja puhul voetakse arvesse jagunenud rakkude osakaalu
rakupopulatsioonis.

(rakkude arvu suurenemine t66deldud kultuurides (16plik — alguses))
RICC = e - X100

(rakkude arvu suurenemine kontrollkultuurides (15plik — alguses))

(populatsiooni kahekordistumiste arv toddeldud kultuurides)
RPD = - e - X100

(populatsiooni kahekordistumiste arv kontrollkultuurides)

kus:

populatsiooni kahekordistumine = [log (rakkude arv parast to6tlust + esialgne rakkude arv)]
+log2

4. Seega tdhendab 53 % RICC vdi RPD, et 47 % oli tsiitotoksilisust/tsiitostaasi.
5. Tsiitotoksilisust voib hinnata 1 rakust koosnevate kloonide (cll), 2 rakust koosnevate
kloonide (cI2), 3—4 rakust koosnevate kloonide (cl4) ja 5-8 rakust koosnevate kloonide (c18)
loendamise ja paljunemisindeksi (PI) kasutamisega:
((Ixcll)+(2xcl2)+ (3xcl4) + (4x clB))
3 [

(cll +c2 +cl +clB)

6. PI-d on kasutatud tsiitotoksilisuse védértusliku ja usaldusvdirse nditajana ka rakuliinide
puhul, mida on kultiveeritud in situ tsiitoB puudumisel (25)(26)(27)(28).
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3. liide

TULEMUSLIKKUSE HINDAMISEKS SOOVITATAVAD VORDLUSKEMIKAALID'

Kategooria Kemikaal CASinr |EUDI
1. Ilma metaboolse aktivatsioonita toimivad klastogeenid
tstitosiinarabinosiid 147-94.4 205-705-9
mitomiitsiin C 200-008-6
50-07-7
2. Metaboolset aktivatsiooni vajavad klastogeenid
(i 200-028-
benso(a)piireen 50.32-8 00-028-5
tstiklofosfamiid 200-015-4
50-18-0
3. Aneugeenid
kolhitsii 200-598-
olhitsiin 64.86-8 00-598-5
inblastii -606-
vinblastiin 143-67-9 205-606-0
4. Negatiivsed ained
i-(2-etiitilheksiitil) ftalaat 204-211-
di-(2-etiitilheksiitil) ftalaa 117-81.7 0
nalidikshape 206-864-7
389-08-2
(i 204-927-
plireen 129-00-0 04-927-3
naatriumkloriid 7647-14-5 | 231-598-3

' Vordluskemikaalid on kasutamiseks soovitatavad kemikaalid. Vordluskemikaale voib

asendada vo1 lisada loetelusse uusi kemikaale, kui nende toime on teada ja need tekitavad
mikrotuumi sama toimemehhanismi kaudu ning on ndidatud, et need on asjakohased MN vit-
eeskirja jargi uuritavate kemikaalide puhul. Otstarbest olenevalt voiks pohjendus holmata ka
paljude erinevate ainetega tehtud valideerimisuuringut vdi valideerimisuuringut, mis on
suunatud kitsamale aineteringile, mis on seotud uuritava aine kemikaaliklassiga vdi uuritava
kahjustusmehhanismiga.
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B.50. Naha sensibiliseerimine: lokaalsete liimfisolme de katse: DA
SISSEJUHATUS

1. OECD kemikaalide katsetamise juhendeid ja ELi katsemeetodeid vaadatakse
korrapdraselt libi, et votta arvesse teaduse arengut, muutuvaid regulatiivseid vajadusi ja
loomade heaolu. Esialgne katsemeetod (B.42) naha sensibiliseerimise midramiseks hiirtel
lokaalsete liimfisolmede katsega (Local Lymph Node Assay — LLNA; OECD katsejuhend 429)
on libi vaadatud (1). Kirjanduses on avaldatud LLNA valideerimise iiksikasjad ja iilevaade
sellega seotud toodest (2) (3) 4) (5) (6) (7) (8) (9). LLNA-meetodi jargi kasutatakse
limfotstiitide paljunemise middramiseks radioaktiivse isotoobiga mirgistatud tiimidiini vo1
joodi ja seepdrast ei saa katset kasutada, kui radioaktiivsete ithendite hankimine, kasutamine
voi korvaldamine tekitab probleeme. LLNA:DA (mille td6tas vélja Daicel Chemical
Industries, Ltd.) on LLNA variant, mis on vaba radioaktiivsusest ja milles liimfotsiiiitide
paljunemise nditajana kasutatav adenosiintrifosfaadi (ATP) sisaldus mdiératakse
bioluminestsentsi abil. Katsemeetod LLNA:DA on valideeritud ja libi vaadatud ning
rahvusvaheline eksperdihinnangu komisjon soovitab seda, kuna leiab, et see sobib naha
sensiiliseerumist pdhjustavate ja mittepOhjustavate kemikaalide kindlakstegemiseks,
arvestades teatavaid piiranguid (10) (11) (12) (13). Kéesolev katsemeetod on kavandatud
selleks, et hinnata katseloomadel kemikaalide (ainete ja segude) vdimet sensibiliseerida
nahka. Kéesoleva lisa peatiikis B.6 ja OECD katsejuhendis 406 kasutatakse merisigu, nimelt
merisigade maksimeerimise katset ja Buehleri katset (14). LLNAd (kdesoleva lisa peatiikk
B.42, OECD katsejuhis 429) ja selle kahte radioaktiivsuse kasutamiseta versiooni, need on
LLNA: DA (kdesoleva lisa peatiikk B.50, OECD katsejuhis 442 A) ja LLNA: BrdU-ELISA
(kdesoleva lisa peatiikk B.51, OECD katsejuhis 442 B), tuleb eelistada merisea katsetele
peatikis B.6, OECD katsejuhis 406 (14), kuna nendega vdhendatakse ja tdiustatakse
katseloomade kasutamist.

2. Samaselt LLNAle, uuritakse LLNA:DA katsetes naha sensibiliseerimise
induktsioonifaasi ja saadakse kvantitatiivseid andmeid immuunvastuse annusest sdltuvuse
hindamiseks. Lisaks kdrvaldab vdimalus médrata naha sensiiliseerijaid ilma DNA
radioaktiivset mirgist kasutamata to0alase kokkupuute radioaktiivsusega ja radioaktiivsete
jaatmete probleemi. See omakorda voimaldab naha sensibiliseerijate médramiseks kasutada
rohkem hiiri, millega voiks veelgi viheneda merisigade kasutamine (s.o peatiikk B.6, OECD
katsejuhis 406) (14) selleks otstarbeks.

MOISTED

3. Kasutatud mdisted on esitatud 1. liites.

LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD

4. LLNA: DA on muudetud LLNA-meetod vOimalike nahka sensibiliseerivate
kemikaalide kindlakstegemiseks, millel on aga teatavad piirangud. See ei tihenda tingimata,
et kdikidel juhtudel tuleks kasutada LLNA voi merisigadega tehtavate katsete (B.6 ja OECD
katsejuhend 406) (14) asemel LLNA: DAd, vaid pigem, et uuring on sama hea ja seda vdib
kasutada alternatiivina, mille positiivsed v0i negatiivsed tulemused iildiselt ei vaja tdiendavat
kinnitamist (10) (11). Katselabor vdtab arvesse kogu uuritava aine kohta kéttesaadava teabe
enne uuringu tegemist. Selline teave hdlmab aine nimetust ja keemilist struktuuri, flitisikalis-
keemilisi omadusi, muude ainetega in vitro voi in vivo tehtud toksilisuskatsete tulemusi ja
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struktuurilt sarnaste ainete toksikoloogilisi andmeid. Osutatud teavet tuleb analiilisida, et
médrata kindlaks, kas LLNA: DA sobib kdnealuse aine puhul (arvestades LLNA: DA
sobimatust teatavate piiratud kemikaalitiilipide puhul, vt punkt 5) ning valida sobivad
annused.

5. LLNA: DA on in vivo meetod ja seetdttu ei I0peta see loomade kasutamist naha
allergilise sensibiliseerimise hindamisel. Sellega on siiski voimalik vihendada katseloomade
kasutamist selleks otstarbeks, vOrreldes merisigadega tehtavate katsetega (B.6, OECD
katsejuhis 406) (14). Lisaks vdimaldab LLNA: DA oluliselt parandada viisi, kuidas loomi
kasutatakse naha allergilise sensibiliseerimise midramiseks (vihem tekitatakse valu ja
kannatusi), kuna erinevalt B.6st ja OECD katsejuhendist 406 ei eelda LLNA: DA, et naha
arritamisega tekitataks iilitundlikkusreaktsioone. Hoolimata LLNA: DA eelistest B.6 voi
OECD katsejuhendi 406 (14) kohaste katsetega vorreldes on teatud piirangud, mis vdivad
tingida B.6 vdi OECD katsejuhendi kohaste katsete 406 kasutamist (nt teatavate metallide
katsetamine, valepositiivid teatavate nahaidrritajate puhul (niiteks teatavat tiilipi pindaktiivsed
kemikaalid) (6) (1 ja kédesoleva lisa peatiikk B.42), uuritavate ainete lahustuvus). Lisaks voib
teatavate kemikaaliklasside voi ainete puhul, mis sisaldavad segavat toimet avaldada vdivaid
funktsionaalseid rithmi (16), olla vaja kasutada meriseakatseid (st B.6 voi OECD
katsejuhendit 406 (14)). LLNA puhul kindlakstehtud piiranguid (1 ja kdesoleva lisa peatiikk
B.42) on peetud kehtivateks ka LLNA: DA puhul (10). Lisaks ei tarvitse LLNA: DA
kasutamine olla sobiv selliste ainete uurimiseks, mis mdjutavad ATP taset (nditeks ATP
inhibiitorina toimivad ained) vO1 segavad rakusisese ATP tipset madramist (nt ATPd
lagundavate ensiitimide juuresolek, rakuvilise ATP olemasolu limfisdlmes). Selliste
teadaolevate piirangute arvestamisega peaks LLNA: DA olema kohaldatav igasuguste ainete
uurimiseks, millel ei ole omadusi, mis voiksid mdjutada LLNA: DAga saadavate tulemuste
oigsust. Lisaks sellele tuleks kaaluda piiripealse positiivse tulemuse voimalust, kui
stimulatsiooniindeksi (SI) védrtus tuleb vahemikku 1,8-2,5 (vt punktid 31-32). See tugineb
44 ainest koosnevale valideerimise andmebaasile, milles kasutati SI véartusi > 1,8 (vt punkt
6), millest LLNA: DA voimaldas digesti kindlaks teha kdik 32 LLNA jargi sensibiliseerijat,
kuid mis andis vale tulemuse kolme aine puhul 12st LLNA jidrgi mitte sensibiliseerivast
ainest, mille SI oli 1,8-2,5 (st piiripealsed positiivsed tulemused) (10). Kuid kuna samu
andmeid kasutati SI véirtuste kindlaksmédramiseks ja katsemeetodi ennustusvoime
arvutamiseks, voivad esitatud tulemused viia tegeliku ennustusvdoime iilehindamisele.

KATSEMEETODI POHIMOTE

6. LLNA: DA pdhimdte seisneb selles, et sensibilisaatorid kutsuvad esile limfotsiititide
vohamise ldahimates limfisdlmedes, mis dreenivad uuritava aine pealekandmise paika.
Vohamine on vordeline pealekantud allergeeni annuse ja allergiatekitamisvdimega ning see
voimaldab lihtsa meetodiga sensibiliseerimist kvantitatiivselt mdota. Vohamist moddetakse
nii, et keskmist vohamist igas katserithmas vorreldakse keskmise vohamisega kandeaine-
kontrollrithmas, mille liikmeid on toddeldud iiksnes kandeainega (vehicle treated control —
VC). Maédratakse igas uuritava ainega toddeldud riihmas leitud keskmise vohamise ja
paralleelselt kandeaine kontrollrithmas leitud keskmise vohamise suhtarv, mida nimetatakse
stimulatsiooniindeksiks (SI); SI peab olema viahemalt 1,8 selleks, et katseaine kui naha
voimaliku sensibiliseerija edasine hindamine oleks vajalik. Siin kirjeldatud meetod pdhineb
sellel, et bioluminestsentsi jargi mdoddetakse ATP sisaldust ja (kuna see korreleerub
elusrakkude arvuga) (17) hinnatakse selle jargi paljunevate rakkude arvu suurenemist
korvalesta dreenivates liimfisdolmedes (18) (19). Bioluminestsentsi meetodis kasutatakse
ensiiimi lutsiferaas, mis kataliiiisib valguse tekkimist ATPst ja lutsiferiinist vastavalt
jargmisele reaktsioonile:
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lutsiferaas

ATP + lutsiferiin + O, ————"—> oksiilutsiferiin + AMP + PP, + CO, + valgus

Eralduva valguse intensiivsus on lineaarselt seotud ATP kontsentratsiooniga ja seda
moodetakse luminomeetriga. Lutsiferiini-lutsiferaasi katse on tundlik meetod ATP
kvantitatiivseks mootmiseks ja seda kasutatakse paljudes meetodites (20).

KATSE KIRJELDUS

Loomaliigi valimine

7. Kéesoleva katse jaoks valitud liik on hiir. LLNA: DA valideerimisuuringud tehti
ainut CBA/J-liini hiirtega, mida seepidrast peetakse eelistatavaks liiniks (12) (13).
Kasutatakse noori tdiskasvanud emashiiri, kes ei ole poeginud ega tiined. Katse alguses
peaksid loomad olema 8-12 nddalat vanad ning loomade kehamassi varieerumine peaks
olema minimaalne ja mitte iiletama 20 % keskmisest massist. Voib kasutada ka muid liine ja
isasloomi, kui on olemas piisavalt andmeid selle tdendamiseks, et LLNA:DA
immuunvastuses eiole olulisi liini- ja/vd1 soospetsiifilisi erinevusi.

Pidamis- ja so0tmistingimused

8. Hiiri tuleks pidada rithmapuurides (21), kui ei esitata nduetekohast teaduslikku
pohjendust iiksikpuuris pidamise kasuks. Loomade katseruumi temperatuur peaks olema 22 +
3 °C. Kuigi suhteline niiskus peaks olema viahemalt 30 % ja soovitatavalt mitte iile 70 %,
vdlja arvatud ruumi puhastamise ajal, on eesmirk hoida see vahemikus 50-60 %. Valgustus
peab olema kunstlik, 12 tundi valgust ja 12 tundi pimedust. S66tmisel voib kasutada
tavapdrast labori sdddavalikut; joogivee kogust ei piirata.

Loomade ettevalmistamine

9. Loomad wvalitakse juhuvaliku teel, tdhistatakse individuaalse identifitseerimise
voimaldamiseks (kuid mitte kdrvamérkidega) ning hoitakse oma puurides vihemalt viis pdeva
enne annustamise algust, et vdimaldada neil kohaneda laboritingimustega. Enne katse
alustamist uuritakse koiki loomi, et neil ei oleks ndhtavaid nahakahjustusi.

Annustamislahuste valmistamine

10. Tahke uuritav aine tuleb lahustada voi suspendeerida lahustis voi kandeaines ja
vajaduse korral lahjendada enne hiire korvalestale midrimist. Vedelaid kemikaale voib
annustada puhtal kujul vo1 lahjendada enne annustamist. Lahustumatuid keemilisi aineid,
niiteks aineid, mida kasutatakse meditsiiniseadmetes, tuleb enne hiire korvalestale kandmist
sobiva solvendiga tohusalt ekstraheerida, et teha kindlaks kdik ekstraheeritavad koostisained,
mille moju tuleks uurida. Tuleks kasutada uuritava aine vérskeid preparaate, kui ei ole
stabiilsusandmetega tdendatud, et siilitamine on lubatav.

Usaldusvaarsuse kontroll

11. Posttiivse kontrolli kemikaale kasutatakse selleks, et toendada katsemeetodi
vajalikku tulemuslikkust: sensibiliseerivate uuritavate ainetega, mille puhul immuunvastuse
ulatus on histi kirjeldatud, saadakse dige ja korratav tulemus. Soovitatakse teha paralleelselt
posttitvse kontrolli katse, kuna see tdendab labori vOoimet teha iga katse digesti ning
voimaldab hinnata laborisisest ja laboritevahelist korratavust ja vorreldavust. Moned
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reguleerivad asutused nouavad posititvset kontrolli iga uuringu puhul ja seepérast
soovitatakse kdesoleva meetodi kasutajatel konsulteerida enne LLNA:DA tegemist
asjakohaste asutustega. Seepirast soovitatakse alati teha paralleelselt positiivse kontrolli
katsed, et viltida vajadust teha tiiendavaid loomkatseid, et tidita noudeid, mis voivad tekkida
perioodilise positiivse kontrolli kasutamise puhul (vt punkt 12). Positiivne kontroll peaks
andma positiivse LLNA: DA immuunvastuse kokkupuutetasemel, mis eeldatavasti suurendab
stimulatsiooniindeksit (SI) 1,8 korda vOi enam, vOrreldes negatiivse kontrollrithmaga.
Positiivse kontrolli annus tuleks valida nii, et see ei pdhjustaks ulatuslikku nahaérritust voi
slisteemset miirgitust ja tekitatav modju oleks korratav, kuid mitte liiga suur (niiteks
stimulatsiooniindeksit {ile 10 peetakse liiga suureks). Eelistatud positiivse kontrolli ained on
25 % heksiitilkaneelaldehiitid (Chemical Abstracts Service [CASi] number 101-86-0) ja 25 %
eugenool (CASi number 97-53-0) atsetooni-oliividli segus (4:1, v/v). Voib olla olukordi, kus
piisavalt pdhjendatult voib kasutada muid positiivse kontrolli aineid, mis vastavad eespool
esitatud kriteeriumidele.

12. Kuigi igas katses soovitatakse paralleelselt teha katsed ka positiivse kontrolli
riihmaga, vdib esineda olukordi, kus labori jaoks, milles korrapiraselt (st mitte enam kui kuue
kuu jirel) tehakse LLNA:DAd ja on olemas varasemate positiivse kontrolli katsete
andmebaas, mis tdendab labori vdoimet saada korratavaid ja &igeid positiivse kontrolli
tulemusi, vdib sobiv olla perioodiline positiivse kontrolli tegemine (nditeks kuni kuue kuu
jarel). Vajalikku oskuste taset LLNA: DA alal vdib tdendada vihemalt kiimne soltumatu ja
omavahel kooskdlas oleva positiivse kontrolli katsega, mis on tehtud mdistliku ajavahemiku
(vdhem kui aasta) jooksul.

13. Paralleelset positiivse kontrolli rithma tuleb alati kasutada siis, kui muutub
LLNA: DA ldbiviimine (nditeks uued viljadppe saanud tootajad, katsemeetodi materjalide
ja/vdi reaktiivide muutus, katsemeetodi ldbiviimise tehniliste vahendite muutus, uus
katseloomade tarnija) ja sellised muutused tuleb laboriprotokollis dokumenteerida. Tuleb
analiiisida selliste muutuste mdju varasemate katsetega loodud andmebaasi jarjepidevusele ja
otsustada, kas on vaja teha uus andmebaas, et dokumenteerida kooskdla varasemate positiivse
kontrolli tulemustega.

14. Meetodi kasutajad peaksid teadma, et otsus kasutada positiivset kontrolli
perioodiliselt, mitte paralleelselt, mdjutab perioodilise positiivse kontrolli vahepealsel ajal
ilma positiivse kontrollita saadud negatiivsete uuringutulemuste adekvaatsust ja
vastuvdetavust. Kui perioodilise positiivse kontrolli katses saadakse nditeks valenegatiiv, vdib
ajavahemikus viimasest vastuvdetavast positiivse kontrolli katsest kuni vastuvoetamatu
kontrollkatseni uuritavate ainetega saadud negatiivsed tulemused panna kahtluse alla. Selliste
tulemuste tdhendust tuleks hoolikalt analiiiisida, kui otsustatakse, kas teha positiivse kontrolli
katseid paralleelselt voi tiksnes perioodiliselt. Moelda tuleb ka, kuidas kasutada vihem loomi
paralleelses positiivse kontrolli rithmas, kui see on teaduslikult pohjendatud ja kui labor
toendab oma varasemate andmetega, et on voimalik kasutada vihem hiiri (22).

15. Kuigi positiivset kontrollainet tuleks uurida kandeaines, mis teatavasti annab teatava
kindla immuunvastuse (nt atsetoon-oliivioli, suhtes 4:1, v/v), vOib esineda teatavaid
regulatiivseid olukordi, milles on vaja teha katseid ka ebatavalise kandeainega (kliiniliselt vo1
keemiliselt asjakohane segu) (23). Kui paralleelset positiivse kontrolli katset tehakse muu
kandeainega kui uuritava aine puhul, on vaja moodustada eraldi veel positiivse kontrolli
kandeaine-kontrollrithm.
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16. Kui uuritakse teatava keemiliste tihendite klassi aineid vo1 mdoddetakse nende poolt
esilekutsutava immuunvastuse vahemikku, voib olla kasulik moodta teatavaid vordlusaineid,
millega tdendatakse, et katse voimaldab Oigesti médrata konealuste itihenditiiiipide voimet
nahka sensibiliseerida. Sobival vordlusainel peaksid olema jérgmised omadused:

struktuuriline ja funktsionaalne sarnasus uuritava ainega;

teadaolevad fiilisikalised ja keemilised omadused;

varasemad toetavad LLNA: DA andmed,;

toetavad andmed muude katseloomade ja/voi inimese kohta.

KATSE KAIK

Loomade arv ja annusemiirad

17. Uhes annuserithmas on vihemalt neli looma, kasutatakse vihemalt kolme uuritava
aine kontsentratsiooni ja paralleelselt negatiivset kontrollrithma, keda toodeldakse iiksnes
kandeainega, mida kasutatakse uuritava aine puhul, ning positiivse kontrolli riihma (kas
paralleelne vOi hiljutine positiivne kontroll, olenevalt labori valikust, arvestades punkte 11—
15). Tuleb kaaluda positiivse kontrolli tegemist mitme annusega, eriti kui positiivset kontrolli
tehakse aeg-ajalt. Kontrollrithma loomi koheldakse ja toddeldakse sarnaselt katseriihma
loomadega, vilja arvatud t66tlemine uuritava ainega.

18. Annuse ja kandeaine valik peaks pdhinema viidetes (2) ja (24) antud soovitustel
Tavaliselt valitakse jérjestikused annused sobivast kontsentratsioonide reast, nditeks 100 %,
50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 % jne. Kasutatava kontsentratsioonide rea valimisel
peaks olema asjakohane teaduslik pohjendus Tuleks arvesse votta kdik olemasolevad
toksikoloogiaandmed (nt dgeda toksilisuse ja nahaérrituse kohta) ning andmed uuritava aine
struktuuri ja flilisikalis-keemiliste omaduste kohta ning valida kolm jarjestikust
kontsentratsiooni nii, et kdrgeim kontsentratsioon tagab maksimaalse vdoimaliku kokkupuute,
kuid selle puhul ei avaldu siisteemset toksilisust ega liiga suurt paikset nahaérritust (24) (25).
Sellise teabe puudumisel voib olla vajalik teha esialgne soelkatse (vt punktid 21-24).

19. Kandeaine ei tohiks segada katse tegemist ega muuta katse tulemust ja tuleks valida
nii, et viia lahustuvus maksimumini, et kasutada kdrgeimat voimalikku kontsentratsiooni ja
saada Tlhtlasi uuritava aine pealekandmiseks sobiv lahus v0i suspensioon. Soovitatavad
kandeained on atsetoon-oliivioli (4:1, v/v), N,N-dimetiiiilformamiid, metiiiiletiitilketoon,
propiileengliikool ja dimetiitilsulfoksiid (6), kuid voib kasutada ka muid kandeaineid, kui
esitada selleks piisav teaduslik pdhjendus. Teatud olukorras voib osutuda vajalikuks kasutada
tdiendavaks kontrolliks kliiniliselt asjakohast lahustit voi1 kaubanduslikku valmistist, milles
uuritavat ainet turustatakse. Tuleks jdlgida, et hiidrofiilsed ained kantaks peale
kandeainesiisteemi abil, mis mirgab nahka ja ei voola nahalt kohe maha; selleks lisatakse
sobivaid solubiliseerijaid (nt 1 % Pluronic® L192). Seepédrast tuleks tiielikku vesilahust
valtida.

20. Iga tiiksiku hiire liimfisdolmede to6tlemine vdimaldab hinnata loomadevahelist
varieeruvust ja statistiliselt vOrrelda uuritavate ainetega tehtud mddtmiste ja kandeaine-
kontrollriihma modtmiste erinevust (vt punkt 33). Lisaks saab positiivse kontrolli rithma hiirte
arvu vihendamise vdimalikkust hinnata siis, kui kogutakse iga liksiku hiire andmeid (22).
Lisaks nduavad moned reguleerivad asutused iga iiksiku looma andmete kogumist. Uksikuid
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loomi kisitlevate andmete korrapdrane kogumine annab loomade heaoluga seotud eelise, kuna
voimaldab véltida korduvate uuringute tegemist, mis oleks hiddavajalik, kui uuritavate ainete
tulemusi, mis algselt on kogutud iihel viisil (nditeks loomade andmete iihendamisega), peaks
reguleeriv asutus hiljem vaatlema teiste nduete alusel (néiteks iiksikloomade andmete pdhjal).

Esialgne soelkatse

21. Kui ei ole andmeid suurima uuritava annuse kindlaksmidramiseks (vt punkt 18),
tuleks teha esialgne soelkatse, et leida LLNA: DA jaoks sobiv annuste vahemik. Esialgse
soelkatse eesmdrk on saada andmeid, mille jargi méédrata suurim LLNA: DA pdhikatses
kasutatav annus, kui ei ole teada kontsentratsioon, millel avaldub siisteemne toksilisus (vt
punkt 24) ja/voi tekib iilemddrane nahaérritus (vt punkt 23). Suurim uuritav annus peab olema
100 % vedela katseaine puhul vdi korgeim vdimalik kontsentratsioon tahke aine vdi
suspensiooni puhul.

22. Esialgne soelkatse tehakse samades tingimustes kui LLNA: DA pdhikatse, kuid ei
hinnata limfisdlmede vohamist ja annuseriihma kohta voidakse kasutada vihem katseloomi.
Annuseriihmas on soovitatavalt iiks voi kaks hiirt. Kdiki hiiri vaadeldakse iga péev, et leida
stisteemse toksilisuse kliinilisi ilminguid vOi paikset nahadrritust pealekandmiskohas.
Registreeritakse kehakaal enne katset ja enne katse Ioppu (8. pdev). Iga hiire kumbagi
korvalesta uuritakse punetuse suhtes ja hinnatakse selle aste, kasutades tabelit 1 (25).
Kodrvalesta paksust mdddetakse paksusemdotja (nt digitaalne mikromeeter voi paksusemdotja
Peacock Dial) abil 1. pdeval (enne annustamist), 3. pdeval (ligikaudu 48 tundi pérast esimest
annust), 7. pédeval (24 tundi enne katse lopetamist) ja 8. pdeval Lisaks voib 8. pdeval mdota
korvalesta paksuse, milleks pérast looma humaanset surmamist liitiakse kdorvalestast
mulgustajaga vdlja tiikk ja kaalutakse. Ulatuslikku paikset nahadrritust nditab vdhemalt
hindele 3 vastav punetus ja/vdoi korvalesta paksuse suurenemine vdhemalt 25 % monel
modtmispdeval (26) (27). LLNA: DA pohikatse jaoks valitud korgeim annus on jirgmine
madalam annus esialgse soelkatse kontsentratsioonide reas (vt punkt 18), millel ei avaldu
stisteemne toksilisus ega teki lileméddrast nahaérritust.

Tabel 1. Punetuse hinne

Nihud Hinne
Nahapunetust ei esine 0
Viéga ndrk (vaevumirgatav) nahapunetus 1
Selgesti ndhtav nahapunetus 2
Modddukas kuni tugev nahapunetus 3
Tugev nahapunetus (meenutab peeti) kuni kooriku tekkimine, mis takistab 4
nahapunetuse astme edasist tdpsustamist
23.  Lisaks kdrvalesta paksuse 25 % suurenemisele (26) (27) on &rritust tekitavate ainete

kindlakstegemiseks LLNA abil kasutatud ka korvalesta paksuse statistiliselt olulist
suurenemist td6deldud hiirtel, vorreldes kontrollriihma hiirtega (28) (29) (30) (31) (32) (33)
(34). Ent kuigi statistiliselt oluline kdrvalesta paksuse suurenemine voib olla ka vdiksem kui
25 %, eiole selline paksuse suurenemine konkreetselt seotud lilemiddrase nahadrritusega (30)
(31)(32) (33) (34).
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24, Kui kliinilisi uuringuid kasutatakse LLNA: DA pdhikatses kasutatava suurima annuse
hindamise osana, siis siisteemset toksilisust (35) vdivad nididata jargmised kliinilised
tunnused: nérvisiisteemi talitluse muutused (nt karva piistitdusmine, liigutuste koordinatsiooni
kadu, virin ja krambid), kditumise muutused (nt agressiivsus, muutus oma karvkatte
hooldamises, liikumisaktiivsuse oluline muutus), hingamise muutused (s.0 hingamissageduse
ja -stigavuse muutused, nagu raskendatud hingamine, dhuahmimine, rdginad) ning muutused
toidu ja vee tarbimises. Lisaks tuleb hindamisel arvestada letargia ja/vd1 mittereageerimise
mirke ning rohkem kui kerge voi lithiajalise valu voi ebamugavustunde kliinilisi tunnuseid,
samuti rohkem kui 5 % kehakaalu vihenemist ajavahemikus 1. kuni 8. pdevani ning suremust.
Suremas olevad loomad ja loomad, kes nditavad suure valu vdi kannatuste tunnuseid, tuleks
humaanselt surmata (36).

Pohiuuringu katse ajakava

25. Katse ajakava on jargmine:
o 1. pdev

Maératakse iga liksiku looma mass ja registreeritakse koos kdigi vdimalike
kliiniliste tdhelepanekutega. Kummagi korvalesta viliskiiljele kantakse
naatriumlauriitilsulfaadi (SLS) 1% vesilahust, kasutades SLSi lahusesse
kastetud pintslit ja kattes kogu kdrvalesta viliskiilje nelja-viie pintslittmbega.
Uks tund pérast SLSiga to6tlemist kantakse kummagi kdrvalesta viliskiiljele
25 ul sobivalt lahjendatud uuritavat ainet, iiksnes kandeainet vOi positiivse
kontrolli ainet (paralleelne voi hiljutine perioodiline positiivne kontroll,
olenevalt labori valikust, arvestades punkte 11-15).

° 2., 3. ja 7. pdev:

Korratakse 1. pdeval tehtud eeltodtlust SLSi1 % vesilahusega ja uuritava aine
pealekandmist.

° 4., 5.ja 6. pdev:

Loomi ei tdodelda.

° 8. pdev

Maéératak se iga looma mass ja registreeritakse koos koigi voimalike kliiniliste
tahelepanekutega. Ligikaudu 24-30 tundi pérast 7. pideval toimunud uuritava
aine pealekandmise algust surmatakse loomad humaanselt. Igal hiirel
6igatakse vilja kumbagi korvalesta dreenivad limfisdlmed ja toddeldakse
eraldi iga hiire Nimfisolmi fosfaatpuhvriga soolalahuses. Liimfisdlmede
leidmise ja vdljaloikamise {iiksikasjad ja joonised on esitatud viites (22).
Paiksete naha immuunvastuste edasiseks jdlgimiseks pohikatses vOib
katseprotokolli kanda ka tiiendavad néditajad, nagu korvalesta punetuse
hinnang vOi kdorvalesta paksuse mootmise andmed (mis saadakse kas
paksusemoOdtjaga vOi pérast surmamist korvalestast mulgustajaga véljaloodud
tiiki massi mootmisega).

Rakususpensioonide valmistamine
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26. Valmistatakse iga hiire mdlemalt kiljelt védljaldigatud Himfisdlmerakkude
ttherakuline suspensioon, milleks liimfisdlmed pannakse kahe objektiklaasi vahele ja
purustatakse klaaside kerge surumisega iksteise vastu. Pérast kontrollimist, et kude on
jaotunud dhukese kihina, eraldatakse objektiklaasid teineteisest. Mdlemal objektiklaasil olev
kude suspendeeritakse fosfaatpuhvriga soolalahuses, milleks kumbagi objektiklaasi hoitakse
kaldu Petri tassi kohal ja loputatakse puhverlahusega, kraapides samal ajal rakukaabitsaga
kudet klaasi kiiljest lahti. Negatiivse kontrolli loomade liimfisdlmed on vdiksed, seepérast on
tahtis tegutseda ettevaatlikult, et vdltida igasugust korvalist moju SI vadrtustele. Kokku tuleks
mdlema objektiklaasi loputamiseks kasutada 1 ml fosfaatpuhvriga soolalahust.
Liimfisdlmerakkude suspensioon Petri tassil tuleb rakukaabitsaga kergelt homogeniseerida.
Seejirel voetakse mikropipetiga 20 pl alikvoot limfisdlmerakkude suspensioonist, piilides
mitte vOtta silmaga ndhtavat membraani ja segatakse siis 1,98 ml fosfaatpuhvriga
soolalahusega, nii et kokku saadakse 2 ml proovi. Samal viisil valmistatakse siis teine 2 ml
proov, nii et iga looma kohta saadakse kaks proovi.

Rakkude vohamise miidramine (liimfotsiiiitide ATP-sisalduse m66tmine)

27. Limfisdlmede ATP-sisalduse suurenemine méadratakse lutsiferiin-lutsiferaasi
meetodiga, kasutades ATP modtmise komplekti, millega bioluminestsents miératakse
suhtelistes luminestsentsi iihikutes (RLU). Katse ldbiviimise aecg looma tapmisest kuni ATP-
sisalduse modtmiseni peaks iga iksiku looma puhul olema iihesugune, umbes 30 minuti
piires, kuna ATP-sisaldus pérast looma tapmist méodunud ajaga jark-jargult viheneb (12).
Seega tuleks kogu tegevus korvalesta limfisdlmede véiljaldikamisest kuni ATP mddtmiseni
dpetada 20 minuti jooksul vastavalt ettemidératud ajakavale, mis on kdikide loomade puhul
tthesugune. ATP luminestsents tuleks mddta kummaski 2 ml proovis, nii et kokku saadakse
iga looma kohta kaks ATP mdOtmist. Seejirel médratakse kindlaks keskmine ATP
luminestsents ja kasutatakse seda edasistes arvutustes (vt punkt 30).

TAHELEPANEKUD
Kliinilised tihelepanekud

28. Viahemalt kord pdevas tuleks igal loomal hoolikalt vaadelda kliiniliste tunnuste
esinemist — kas annustamiskoha paikset arritust voi siisteemset toksilisust. Iga hiire kohta
registreeritakse silistemaatiliselt koik tihelepanekud. Jdlgimiskavas tuleks ette nidha
kriteeriumid, mille alusel tehakse kiiresti kindlaks ja surmatakse valutult hiired, kellel avaldub
stisteemne toksilisus, iilemidrane paikne nahadrritus voi-sdovitus (36).

Kehamass

29. Vastavalt punktile 25 tuleks mdota iga looma kehamass katse alguses ja pérast
ettemddratud humaanset surmamist.

TULEMUSTE ARVUTAMINE

30. Iga katserithma tulemused viljendatakse keskmise stimulatsiooniindeksi (SI) kaudu.
SI leidmiseks jagatakse iga uuritava aine rithma ja positiivse kontrollriihma keskmine RLU
hiire kohta lahusti-/kandeaine-kontrollriihma keskmise RLU-ga hiire kohta. Keskmine SI
kandeaine-kontrollriihmade puhul on seega 1.

31. Otsustamisel peetakse tulemust positiivseks, kui SI on vdhemalt 1,8 (10). Kuid
piiripealse tulemuse (SI véértus vahemikus 1,8-2,5) positiivseks leiuks kuulutamise otsuse
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tegemisel vOib kasutada ka annuse-immuunvastuse soltuvuse tugevust, statistilist olulisust ja
lahusti/kandeaine ning positiivse kontrolli tulemuste kooskdlalisust (2) (3) (37).

32. Kui SI on vahemikus 1,8-2,5, st tegemist on piiripealse positiivse tulemusega,
voivad meetodi kasutajad votta koos SI viddrtusega arvesse lisateavet nagu annuse-
immuunvastuse soltuvus, tdendid siisteemse toksilisuse vOi tugeva nahaérrituse kohta ja
vajaduse korral statistilist olulisust, mis kinnitavad positiivset tulemust (10). Arvesse tuleks
votta ka uuritava aine mitmesuguseid omadusi, sealhulgas struktuurilist sarnasust teadaolevate
naha sensibilisaatoritega, omadust pohjustada hiirel tugevat paikset nahaérritust ning annuse-
immuunvastuse sdltuvuse laadi Neid ja muid kaalutlusi on tiksikasjalikult arutatud mujal (4).

33. Andmete kogumine iksiku hiire tasandil voimaldab statistiliselt analiilisida, kas
andmetes on nidha annuse-immuunvastuse vahelist sOltuvust ja kui tugev see on. Iga
statistiline hindamine peaks hdlmama annuse-immuunvastuse sOltuvuse hindamist ja
katseriihmade libimdeldud vordlemist (néiteks paariviisiline annuserithmade ja paralleelsete
lahuse/kandeaine-kontrollrithmade vordlemine). Statistiline analiiiis voib hdlmata nditeks
lineaarset regressiooni voi Williami testi annuse- immuunvastuse soltuvuste hindamiseks ja
Dunnetti paariviisiliste vordluste testi. Statistilise analiilisi sobiva meetodi valimisel peaks
uurija kogu aeg arvesse votma voimalikku dispersioonide ebavdrdsust ja muid seonduvaid
probleeme, mille tdttu vOib vaja minna andmete teisendamist vOi mitteparameetrilist
statistilist analiitisi. Igal juhul vdib uurjal olla vaja teha SI arvutusi ja statistilist analiilisi
kdigi andmepunktidega ja siis mone andmepunkti kdrvalejatmisega (nn vodrvédrtused).

KATSEANDMED JA PROTOKOLLI KOOSTAMINE

Andmed

34.  Andmed tuleks kokku vitta tabeli vormis; tabelis esitatakse iga iiksiklooma RLU
vadrtused, riihma keskmine suhte RLU/katseloom véértus, selle viga (nditeks standardhélve,

standardviga) ja iga annuserithma keskmine SI, vOrrelduna paralleelse lahusti/kandeaine-
kontrollrithma SI-ga.

Katsearuanne
35. Katsearuandes esitatakse jargmine teave:
Uuritavad kemikaalid ja kontrollkemikaalid:

- tunnusandmed (nditeks CASi ja EU numbrid, kui on teada; allikas; puhtus;
teadaolevad lisandid; partii number);

— flitisikaline laad ja fiitisikalis-keemilised omadused (nt lenduvus, stabiilsus,
lahustuvus);

— kui tegemist on seguga, selle koostis ja koostisosade suhtelised
protsendiméérad.

Lahusti/kandeaine:

— tunnusandmed (puhtus; kontsentratsioon (vajaduse korral); kasutatud ruumala);
— kandeaine valiku pohjendus.

Katseloomad.:
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CBA-liini hiirte allikas;

loomade mikrobioloogiline staatus, kui see on teada;
loomade arv ja vanus;

loomade péritolu, pidamistingimused, s66tmine jne.

Katsetingimused.:

ATP midramise komplekti tootja, partiinumber ja tootja esitatud
kvaliteeditagamise/kvaliteedikontrolli andmed ATP méadramise komplekti
kohta;

uuritava aine ettevalmistamise ja annustamise iiksikasjad;

annuse valiku pohjendus (sealhulgas esialgse soelkatse tulemused, kui see
tehti);

kandeaine ja uuritava aine kontsentratsioonid ning uuritava aine manustatud
ildkogus;

toidu ja vee kvaliteedi iiksikasjad (sh sodda tiitip/allikas, vee allikas);
annustamis- ja proovivotukava liksikasjalik kirjeldus;

toksilisuse moGtmise meetodid;

kriteeriumid, mille jérgi uuringutulemus loeti positiivseks vdi negatiivseks;
koikide katse-eeskirjast korvalekaldumiste iksikasjad ja selgitus, kuidas
korvalekaldumine mdjutab uuringu korraldust ja tulemusi.

Usaldusvddrsuse kontroll:

Tulemused:

kokkuvote viimase usaldusvéidrsuskontrolli tulemustest, sealhulgas teave
kasutatud aine, kontsentratsiooni ja kandeaine kohta;

katselabori paralleelselt saadud ja/voi varasemad positiivse kontrolli ja
paralleelse negatiivse (lahusti/kandeaine) kontrolli andmed;

kui paralleelset positiivse kontrolli katset ei tehtud, siis kdige viimase
korrapdrase positiivse kontrolli uuringu kuupdev ja laboriaruanne ning
aruanne, milles esitatakse labori varasemad positiivse kontrolli andmed, mis
pohjendavad paralleelse positiivse kontrolli katse tegematajiatmist.

iga looma mass annustamise alguses ja pdrast ettemidratud surmamist; samuti
iga katseriihma keskviartus ja selle viga (nditeks standardhilve, standardviga);

iga looma puhul toksilisuse ilmnemise algus ja ndhud, sealhulgas voimalik
nahaérritus annustamiskohas;

iga katselooma surmamise aeg ja tema proovidest ATP mdotmise aeg;

tabelina iga iiksiku hiire RLU véértused ja iga katserithma SI véartused;

iga katseriihma RLU/hiire keskvddrtus ja selle viga (nditeks standardhilve,
standardviga) ning iga katseriihma vodrvéértuste analiiiisi tulemused;

arvutatud SI ja sobiv hajuvuse nditaja, millega vOetakse arvesse eri loomadega
saadud tulemuste hajuvust uuritava aine rithmas ja kontrollriihmas;

annuse- immuunvastuse soltuvus;

vajaduse korral statistilised analiiiisid.

Tulemuste arutelu:
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lihike kommentaar tulemuste, annuse-immuunvastuse soltuvuse analiilisi ja
vajaduse korral statistilise analiilisi kohta ning jéreldused selle kohta, kas
uuritud ainet tuleks pidada naha sensibilisaatoriks.
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1. liide
MOISTED

Tédpsus: katsemeetodi tulemuste ja kinnitatud vordlusvéértuste kooskola mddr. Tépsus nditab
katsemeetodi tulemuslikkust ja on iiks asjakohastest aspektidest. Seda terminit kasutatakse ka
vastavuse tihenduses ja see niditab, kuisageli annab katsemeetod dige tulemuse (38).

Vordlusaine: sensibiliseeriv  v0i muu aine, mida kasutatakse standardina vordlemiseks
uuritava ainega. Vordlusainel peaksid olema jargmised omadused: 1) pidev ja usaldusvéérne
tarnija; 1) struktuuriline ja funktsionaalne sarnasus uuritava ainega; iil) teadaolevad
fiiisikalis-keemilised omadused; iv) tdiendavad andmed teadaolevate mdjude kohta ja v)
teadaolev mdjusus soovitavas immuunvastuse tugevuse vahemikus.

Valenegatiiv: aine, mis on katsemeetodiga ekslikult tunnistatud negatiivseks vOi toimetuks,
kui see tegelikult on positiivne vdisensibiliseeriva toimega.

Valepositiiv: aine, mis on katsemeetodiga ekslikult tunnistatud positiivseks vOi
sensibiliseerivat toimet omavaks, kui see tegelikult on negatiivne vdi sensibiliseeriva toimeta.

Oht: kahjustava tervise- voi 6koloogilise moju voimalikkus. Kahjustav mdju avaldub iiksnes
piisaval tasemel kokkupuute puhul.

Laboritevaheline reprodutseeritavus: suurus, mis niitab, millisel miiral suudavad erinevad
kvalifitseeritud laborid, kasutades sama katse-eeskirja ja uurides samu uuritavaid aineid,
saada kvalitatiivselt ja kvantitatiivselt sarnaseid tulemusi. Laboritevaheline reprodutseeritavus
madratakse valideerimiseelsete ja valideerimisega seotud menetlustega ja see nditab, millisel
maiéral voib uurimismeetodit edukalt {ile viia {ihest laborist teise (38).

Laborisisene reprodutseeritavus: suurus, mis nditab, millisel midiral suudavad sama labori
kvalifitseeritud tootajad konkreetset katse-eeskirja kasutades saada kordusuuringutes eri
aegadel samasuguseid tulemusi (38).

Voorvaiartus: voorvaartus on katsetulemus, mis oluliselt erineb populatsiooni juhuvalimi
muudest védrtustest.

Kvaliteedi tagamine: juhtimisprotsess, mille puhul katsete tegemises osalevatest isikutest
sOltumatud isikud hindavad labori katsestandarditest, nduetest ja tegevuse registreerimise
korrast kinnipidamist ning andmeedastuse digsust.

Usaldusvéirsus: mdiste, mis iseloomustab katsemeetodi tulemuste reprodutseeritavust, kui
meetodit rakendatakse iihe ja sama katse-eeskirja alusel iihes laboris ja eri laborites pikema
aja jooksul. Usaldusvdirsuse hindamiseks arvutatakse laborisisene ja laboritevaheline
reprodutseeritavus (38).

Naha sensibiliseerimine: immunoloogiline protsess, mis avaldub, kui tundlik olend viiakse
paikselt kokkupuutesse keemilise allergeeniga, mis kutsub esile naha immuunvastuse, mis
vOib areneda kontaktsensibiliseerimiseks.

Stimulatsiooniindeks (SI): arvutatud véartus, mis nditab uuritava aine voimet tekitada naha
sensibiliseerimist ning mis on toddeldud riihmades ja paralleelselt uuritud kandeaine-
kontrollrithmas jdlgitud limfotsiiiitide vohamise néitajate suhtarv.
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Uuritav aine (uuritav kemikaal): iga aine voi segu, mida uuritakse kdesoleva katsemeetodi
abil.
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B.51. Naha sensibiliseerimine: lokaalsete liimfisolme de katse: BrdU-ELISA

SISSEJUHATUS

1. OECD kemikaalide katsetamise juhendeid ja ELi katsemeetodeid vaadatakse
korrapdraselt libi, et vOtta arvesse teaduse arengut, muutuvaid regulatiivseid vajadusi ja
loomade heaolu. Esialgne katsemeetod (B.42) naha sensibiliseerimise mddramiseks hiirtel
lokaalsete limfisdlmede katsega (Local Lymph Node Assay — LLNA; OECD katsejuhend 429)
on labi vaadatud (1 ja kdesoleva lisa peatikkk B.42). LLNA valideerimise iiksikasjad ja sellega
seotud t06 iilevaade on avaldatud (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). LLNA-meetodi jirgi
kasutatakse lumfotsiiiitide paljunemise midramiseks radioaktiivse isotoobiga miérgistatud
tiimidiini vo1 joodi ja seepdrast ei saa katset kasutada, kui radioaktiivsete iihendite hankimine,
kasutamine vOi korvaldamine tekitab probleeme. LLNA: BrdU-ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay, ELISA — enstiimimmuunsorptsioonanaliiis) on LLN A katse-eeskirja
modifikatsioon, milles ei kasutata radioaktiivsust ja liimfotsiiiitide vohamise mddotmiseks
ELISA-pohise katsesiisteemiga kasutatakse radioaktiivselt mérgistamata 5-bromo-2-
desoksiiuridiini (BrdU, Chemical Abstracts Service’i [CASi] nr 59-14-3). Katsemeetod
LLNA: BrdU-ELISA on valideeritud ja 14bi vaadatud ning rahvusvaheline sdltumatu
teaduslik eksperdihinnangu komisjon soovitab seda, kuna leiab, et see sobib naha
sensibiliseerumist pdhjustavate ja mittepdhjustavate kemikaalide kindlakstegemiseks,
arvestades teatavaid piiranguid (10) (11) (12). Kdesolev katsemeetod on kavandatud selleks,
et hinnata katseloomadel kemikaalide (ainete ja segude) vOimet sensibiliseerida nahka.
Kéesoleva lisa peatikis B.6 ja OECD katsejuhendis 406 kasutatakse merisigu, nimelt
merisigade maksimeerimise katset ja Buehleri katset (13 LLNAd (kédesoleva lisa peatiikk
B.42, OECD katsejuhis 429) ja selle kahte radioaktiivsuse kasutamiseta versiooni, need on
LLNA: BrdU-ELISA (kédesoleva lisa peatikk B.51, OECD katsejuhis 442 B) ja LLNA: DA
(kdesoleva lisa peatikk B.50, OECD katsejuhis 442 A), tuleb eelistada merisea katsetele
peatiikis B.6, OECD katsejuhis 406 (13), kuna nendega védhendatakse ja tdiustatakse
katseloomade kasutamist.

2. Sarnaselt LLN Ale, uuritakse LLNA: BrdU-ELISA katsetes naha sensibiliseerimise
induktsioonifaasi ja saadakse kvantitatiivseid andmeid immuunvastuse annusest sdltuvuse
hindamiseks. Lisaks korvaldab vOimalus maiédrata naha sensiiliseerijaid ilma DNA
radioaktiivset margist kasutamata todalase kokkupuute radioaktiivsusega ja radioaktiivsete
jddtmete probleemi. See omakorda vOimaldab naha sensibiliseerijate maddramiseks kasutada
rohkem hiiri, millega vdiks veelgi viheneda merisigade kasutamine (s.o peatiikkk B.6, OECD
katsejuhis 406) selleks otstarbeks (13).

MOISTED
3. Kasutatud moisted on esitatud 1. liites.
LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD

4. LLNA: BrdU-ELISA on muudetud LLNA-meetod vdoimalike nahka sensibiliseerivate
kemikaalide kindlakstegemiseks, millel on aga teatavad piirangud. See ei tihenda tingimata,
et koikidel juhtudel tuleks kasutada LLNA v01 merisigadega tehtavate katsete (B.6 ja OECD
katsejuhend 406) asemel LLNA: BrdU-ELISAt, vaid pigem, et uuring on sama hea ja seda
voib kasutada alternatiivina, mille positiivsed vOi negatiivsed tulemused {ildiselt ei vaja
tdiendavat kinnitamist (10) (11). Katselabor vOtab arvesse kogu uuritava aine kohta
kattesaadava teabe enne uuringu tegemist. Selline teave sisaldab uuritava aine nimetust ja
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keemilist struktuuri, flitisikalis-keemilisi omadusi, muude ainega in vitro voi in vivo tehtud
toksilisuskatsete tulemusi, struktuurilt samalaadsete ainete toksikoloogilisi andmeid. Osutatud
teavet tuleb analiiiisida, et médédrata kindlaks, kas LLNA: BrdU-ELISA sobib kdnealuse aine
puhul (arvestades LLNA: BrdU-ELIS A sobimatust teatavate piiratud kemikaalitiitipide puhul,
vt punkt 5) ning valida sobivad annused.

5. LLNA: BrdU-ELISA on in vivo meetod ja seetdttu ei lopeta see loomade kasutamist
naha allergilise sensibiliseerimise hindamisel. Sellega on siiski vdimalik vdhendada
katseloomade kasutamist selleks otstarbeks, vorreldes merisigadega tehtavate katsetega (B.6,
OECD katsejuhis 406) (13). Lisaks vdimaldab LLN A: BrdU-ELISA oluliselt parandada viisi,
kuidas loomi kasutatakse naha allergilise sensibiliseerimise madramiseks, kuna erinevalt B.6st
ja OECD katsejuhendist 406 ei eelda LLNA: BrdU-ELISA, et naha arritamisega tekitataks
ilitundlikkusreaktsioone. Samuti ei eelda LLNA: BrdU-ELISA adjuvandi kasutamist, nagu
seda tehakse merisigadega tehtava maksimeerimiskatse puhul (kdesoleva lisa peatiikk B.6,
13). Seega vdhendab LLNA: BrdU-ELISA loomade kannatusi. Hoolimata LLNA: BrdU-
ELISA eelistest B.6 voi OECD katsejuhendi 406 (13) kohaste katsetega vorreldes on teatud
piirangud, mis vdivad nduda B.6 voi OECD katsejuhendi 406 kohaste katsete (13) kasutamist
(nt teatavate metallide katsetamine, valepositiivid teatavate nahadrritajate puhul (nditeks
teatavat tiilipi pindaktiivsed kemikaalid) (6) (1 ja kdesoleva lisa peatikk B.42), uuritavate
ainete lahustuvus). Lisaks vdib teatavate kemikaaliklasside vOi ainete puhul, mis sisaldavad
segavat toimet avaldada wvoivaid funktsionaalseid rithmi (15), olla vaja kasutada
meriseakatseid (st B.6 vdi OECD katsejuhend 406 (13)). LLNA puhul kindlakstehtud
piiranguid (1 ja kdesoleva lisa peatiikk B.42) on peetud kehtivateks ka LLNA: BrdU-ELISA
puhul (10). Selliste teadaolevate piirangute arvestamisega peaks LLNA: BrdU-ELISA olema
kohaldatav igasuguste kemikaalide uurimiseks, millel ei ole omadusi, mis vdiksid mdjutada
LLNA: BrdU-ELISAga saadavate tulemuste digsust. Lisaks sellele tuleks kaaluda piiripealse
positiivse tulemuse vdoimalust, kui stimulatsiooniindeksi (SI) védartus tuleb vahemikku 1,6-1,9
(vt punktid 31-32). See tugineb 43 ainest koosnevale valideerimise andmebaasile, milles
kasutati SI vdartusi > 1,6 (vt punkt 6), millest LLNA: BrdU-ELISA vOimaldas oigesti
kindlaks teha kdik 32 LLNA jirgi sensibiliseerijat, kuid mis andis vale tulemuse kahe aine
puhul 11st LLNA jirgi mitte sensibiliseerivast ainest, mille SI oli 1,6-1,9 (st piiripealsed
posititvsed tulemused) (10). Kuid kuna samu andmeid kasutati SI vdartuste
kindlaksmdidramiseks ja katsemeetodi ennustusvdime arvutamiseks, vOivad esitatud
tulemused viia tegeliku ennustusvoime tilehindamisele.

KATSEMEETODI POHIMOTE

6. LLNA: BrdU-ELISA pdohimdote seisneb selles, et sensiilisaatorid kutsuvad esile
limfotsiiiitide vohamise ldhimates llimfisdlmedes, mis dreenivad uuritava aine pealekandmise
paika. Vohamine on vdrdeline pealekantud allergeeni annuse ja allergiatekitamisvdimega ning
see vOimaldab lihtsa meetodiga sensibiliseerimist kvantitatiivselt moota. Vohamist
moddetakse nii, et keskmist vohamist igas katserithmas vorreldakse keskmise vohamisega
kandeaine-kontrollriihmas, mille liikmeid on t6ddeldud iiksnes kandeainega (vehicle treated
control — VC). Miiratakse igas uuritava ainega to0deldud riihmas leitud keskmise vohamise
ja paralleelselt kandeaine kontrollrithmas leitud keskmise vohamise suhtarv, mida nimetatakse
stimulatsiooniindeksiks (SI); SI peab olema vihemalt 1,6 selleks, et katseaine kui naha
voimaliku sensibiliseerija edasine hindamine oleks wvajalik. Siin kirjeldatud meetodid
pohinevad BrdU sisalduse modtmisel; selle meetodiga moddetakse vohavate rakkude arvu
suurenemist korvalesta dreenivates liimfisdlmedes. BrdU on tiimidiini analoog ja vohavad
rakud kasutavad seda DNA siinteesil sarnaselt tiimidiiniga. BrdU sisenemist DN Asse
mdddetakse ELISA abil, milles kasutatakse BrdU-spetsiifilist peroksidaasiga miérgistatud
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antikeha. Substraadi lisamisel reageerib peroksidaas substraadiga ning tekib virviline
reaktsioonisaadus, mille kogus mdddetakse neeldumise jargi teataval lainepikkusel, kasutades
mikrotiiterplaadi lugejat.

KATSE KIRJELDUS
Loomaliigi valimine

7. Kéesoleva katse jaoks valitud liik on hiir. LLNA: BrdU-ELISA valideerimisuuringud
tehti ainult CBA/JN-liini hiirtega, mida seepdrast peetakse eelistatavaks liniks (10) (12).
Kasutatakse noori tdiskasvanud emashiiri, kes ei ole poeginud ega tiined. Katse alguses
peaksid loomad olema 8-12 nddalat vanad ning loomade kehamassi varieerumine peaks
olema minimaalne ja mitte liletama 20 % keskmisest massist. Voib kasutada ka muid liine ja
isasloomi, kui on olemas piisavalt andmeid selle tdendamiseks, et LLNA: BrdU- ELISA
immuunvastuses eiole olulisi liini- ja/vdi soospetsiifilisi erinevusi.

Pidamis- ja soo6tmistingimused

8. Hiiri tuleks pidada riihmapuurides 16), kui ei esitata nduetekohast teaduslikku
pohjendust iiksikpuuris pidamise kasuks. Loomade katseruumi temperatuur peaks olema 22 +
3 °C. Kuigi suhteline niiskus peaks olema vdhemalt 30 % ja soovitatavalt mitte iile 70 %,
vélja arvatud ruumi puhastamise ajal, on eesmérk hoida see vahemikus 50-60 %. Valgustus
peab olema kunstlik, 12 tundi valgust ja 12 tundi pimedust. S66tmisel vdib kasutada
tavapdrast labori soodavalikut; joogivee kogust ei piirata.

Loomade ettevalmistamine

9. Loomad valitakse juhuvaliku teel, tdhistatakse individuaalse identifitseerimise
voimaldamiseks (kuid mitte korvamirkidega) ning hoitakse oma puurides vihemalt viis pdeva
enne annustamise algust, et vdimaldada neil kohaneda laboritingimustega. Enne katse
alustamist uuritakse kdiki loomi, et neil ei oleks ndhtavaid nahakahjustusi.

Annustamislahuste valmistamine

10.  Tahke uuritav aine tuleb lahustada vdi suspendeerida lahustis vdi kandeaines ja
vajaduse korral lahjendada enne hiire kdrvalestale midrimist. Vedelaid kemikaale voib
annustada puhtal kujul v0i lahjendada enne annustamist. Lahustumatuid keemilisi aineid,
niiteks aineid, mida kasutatakse meditsiiniseadmetes, tuleb enne hiire korvalestale kandmist
sobiva solvendiga tohusalt ekstraheerida, et teha kindlaks kdik ekstraheeritavad koostisained,
mille moju tuleks uurida. Tuleks kasutada uuritava aine vérskeid preparaate, kui ei ole
stabiilsusandmetega toendatud, et sdilitamine on lubatav.

Usaldusvaiarsuse kontroll

11. Positiivse kontrolli kemikaale kasutatakse selleks, et toendada katsemeetodi vajalikku
tulemuslikkust: sensibiliseerivate uuritavate ainetega, mille puhul immuunvastuse ulatus on
histi kirjeldatud, saadakse dige ja korratav tulemus. Soovitatakse teha paralleelselt positiivse
kontrolli katse, kuna see tdendab labori voimet teha iga katse digesti ning voimaldab hinnata
laborisisest ja laboritevahelist korratavust ja vorreldavust. Mdoned regulatiivasutused nduavad
positiivset kontrolli iga uuringu puhul ja seepérast soovitatakse kidesoleva meetodi kasutajatel
konsulteerida enne LLNA:BrdU-ELISA tegemist asjakohaste asutustega. Seepirast
soovitatakse alati teha paralleelselt positiivse kontrolli katseid, et viltida vajadust teha
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tdiendavaid loomkatseid, et tdita ndudeid, mis vdivad tekkida perioodilise positiivse kontrolli
kasutamise puhul (vt punkt 12). Positiivne kontroll peaks andma positiivse LLNA: BrdU-
ELISA immuunvastuse kokkupuutetasemel, mis eeldatavasti suurendab stimulatsiooniindeksit
(SI) 1,6 korda voi enam, vorreldes negatiivse kontrollriihmaga. Positiivse kontrolli annus
tuleks valida nii, et see ei pdhjustaks ulatuslikku nahairritust voi slisteemset miirgitust ja
tekitatav moju oleks korratav, kuid mitte liiga suur (nditeks stimulatsiooniindeksit iile 14
peetakse liiga suureks). Eelistatud positiivse kontrolli ained on 25 % heksiiiilkaneelaldehiitid
(CASi number 101-86-0) ja 25 % eugenool (CASi number 97-53-0) atsetooni-oliividli segus
(4:1, v/v). Vob olla olukordi, kus piisavalt pohjendatult vdib kasutada muid positiivse
kontrolli aineid, mis vastavad eespool esitatud kriteeriumidele.

12. Kuigi igas katses soovitatakse paralleelselt teha katsed ka positiivse kontrolli rithmaga,
voib esineda olukordi, kus labori jaoks, milles korrapdraselt (st mitte enam kui kuue kuu jérel)
tehakse LLNA:BrdU-ELISAt ja on olemas varasemate positiivse kontrolli katsete
andmebaas, mis tdendab labori vOoimet saada korratavaid ja Oigeid positiivse kontrolli
tulemusi, v0ib sobiv olla perioodiline positiivse kontrolli tegemine (niditeks kuni kuue kuu
jarel). Vajalikku oskuste taset LLNA: BrdU-ELISA alal vdoib tdendada vdhemalt kiimne
sOltumatu ja omavahel kooskdlas oleva positiivse kontrolli katsega, mis on tehtud mdistliku
ajavahemiku (vihem kui aasta) jooksul.

13.  Paralleelset positiivse kontrolli rithma tuleb alati kasutada siis, kui muutub
LLNA: BrdU-ELISA libiviimine (nditeks uued viljadppe saanud tdotajad, katsemeetodi
materjalide ja/voi reaktiivide muutus, katsemeetodi ldbiviimise tehniliste vahendite muutus,
uus katseloomade tarnija) ja sellised muutused tuleb laboriprotokollis dokumenteerida. Tuleb
analiitisida selliste muutuste mdju varasemate katsetega loodud andmebaasi jarjepidevusele ja
otsustada, kas on vaja teha uus andmebaas, et dokumenteerida kooskdla varasemate positiivse
kontrolli tulemustega.

14.  Meetodi kasutajad peaksid teadma, et otsus kasutada positiivset kontrolli
perioodiliselt, mitte paralleelselt, mdjutab perioodilise positiivse kontrolli vahepealsel ajal
ilma positiivse kontrollita saadud negatiivsete uuringutulemuste adekvaatsust ja
vastuvdetavust. Kui perioodilise positiivse kontrolli katses saadakse nditeks valenegatiiv, vdib
ajavahemikus viimasest vastuvdetavast positiivse kontrolli katsest kuni vastuvdetamatu
kontrollkatseni uuritavate ainetega saadud negatiivsed tulemused panna kahtluse alla. Selliste
tulemuste tdhendust tuleks hoolikalt analiiisida, kui otsustatakse, kas teha positiivse kontrolli
katseid paralleelselt voi tiksnes perioodiliselt. Moelda tuleb ka, kuidas kasutada vihem loomi
paralleelses positiivse kontrolli rithmas, kui see on teaduslikult pdhjendatud ja kui labor
toendab oma varasemate andmetega, et on voimalik kasutada vihem hiiri (17).

15.  Kuigi positiivset kontrollainet tuleks uurida kandeaines, mis teatavasti annab teatava
kindla immuunvastuse (nt atsetoon-oliividoli, suhtes 4:1, v/v), vO0ib esineda teatavaid
regulatiivseid olukordi, milles on vaja teha katseid ka ebatavalise kandeainega (kliiniliselt vo1
keemiliselt asjakohane segu) (18). Kui paralleelset positiivse kontrolli katset tehakse muu
kandeainega kui uuritava aine puhul, on vaja moodustada eraldi veel positiivse kontrolli
kandeaine-kontrollriithm.

16. Kui uuritakse teatava keemiliste iihendite klassi aineid voi mdddetakse nende poolt
esilekutsutava immuunvastuse vahemikku, voib olla kasulik moota teatavaid vordlusaineid,
millega toendatakse, et katse voimaldab digesti médrata konealuste {ihenditiilipide voimet
nahka sensibiliseerida. Sobival vordlusainel peaksid olema jérgmised omadused:
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= struktuuriline ja funktsionaalne sarnasus uuritava ainega;

» teadaolevad fiilisikalised ja keemilised omadused;
= varasemad toetavad LLNA: BrdU-ELISA andmed;

= toetavad andmed muude katseloomade ja/vdi inimese kohta.

KATSE KAIK
Loomade arv ja annuseméiirad

17. Uhes annuserithmas on vihemalt neli looma, kasutatakse vihemalt kolme uuritava
aine kontsentratsiooni ja paralleelselt negatiivset kontrollriihma, keda t6odeldakse iiksnes
kandeainega, mida kasutatakse uuritava aine puhul, ning positiivse kontrolli riihma (kas
paralleelne voi1 hiljutine positiivne kontroll, olenevalt labori valikust, arvestades punkte 11—
15). Tuleb kaaluda positiivse kontrolli tegemist mitme annusega, eriti kui positiivset kontrolli
tehakse aeg-ajalt. Kontrollriihma loomi koheldakse ja toddeldakse sarnaselt katseriihma
loomadega, vilja arvatud to6tlemine uuritava ainega.

18. Annuse ja kandeaine valik peaks pdhinema viidetes 2 ja 19 antud soovitustel
Tavaliselt valitakse jirjestikused annused sobivast kontsentratsioonide reast, nditeks 100 %,
50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 % jne. Kasutatava kontsentratsioonide rea valimisel
peaks olema asjakohane teaduslik pohjendus Tuleks arvesse votta koik olemasolevad
toksikoloogiaandmed (nt dgeda toksilisuse ja nahadrrituse kohta) ning andmed uuritava aine
struktuuri ja fiilisikalis-keemiliste omaduste kohta ning valida kolm jirjestikust
kontsentratsiooni nii, et kdrgeim kontsentratsioon tagab maksimaalse vdimaliku kokkupuute,
kuid selle puhul ei avaldu siisteemset toksilisust ega liiga suurt paikset nahadrritust (19)(20 ja
kéesoleva lisa peatikk B.4) Sellise teabe puudumisel voib olla vajalik teha esialgne sdelkatse
(vt punktid 21-24).

19. Kandeaine ei tohiks segada katse tegemist ega muuta katse tulemust ja tuleks valida
nii, et viia lahustuvus maksimumini, et kasutada kdrgeimat vdoimalikku kontsentratsiooni ja
saada iihtlasi uuritava aine pealekandmiseks sobiv lahus vdi suspensioon. Soovitatavad
kandeained on atsetoon-oliividli (4:1, v/v), N,N-dimetiiiilformamiid, metiiiiletiiiilketoon,
propiileengliikool ja dimetiiiilsulfoksiid (6), kuid vdib kasutada ka muid kandeaineid, kui
esitada selleks piisav teaduslik pdhjendus. Teatud olukorras vdib osutuda vajalikuks kasutada
tiiendavaks kontrolliks kliiniliselt asjakohast lahustit voi kaubanduslikku valmistist, milles
uuritavat ainet turustatakse. Tuleks jdlgida, et hiidrofiilsed uuritavad ained kantaks peale
kandeainesiisteemi abil, mis mirgab nahka ja ei voola nahalt kohe maha; selleks lisatakse
sobivaid solubiliseerijaid (nt 1 % Pluronic® L192). Seepérast tuleks tdielikku vesilahust
valtida.

20. Iga iksiku hiire liimfisolmede to6tlemine vdimaldab hinnata loomadevahelist
varieeruvust ja statistiliselt vOrrelda uuritavate ainetega tehtud modtmiste ja kandeaine-
kontrollrithma mddtmiste erinevust (vt punkt 33). Lisaks saab positiivse kontrolli rithma hiirte
arvu vihendamise vOoimalikkust hinnata siis, kui kogutakse iga iiksiku hiire andmeid (17).
Lisaks nduavad mdned reguleerivad asutused iga iiksiku looma andmete kogumist. Uksikuid
loomi kisitlevate andmete korrapdrane kogumine annab loomade heaoluga seotud eelise, kuna
voimaldab viltida korduvate uuringute tegemist, mis oleks hddavajalik, kui uuritavate ainete
tulemusi, mis algselt on kogutud iihel viisil (néditeks loomade andmete iihendamisega), peaks
reguleeriv asutus hiljem vaatlema teiste nduete alusel (niiteks tiksikloomade andmete pohjal).
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Esialgne soelkatse

21. Kui ei ole andmeid suurima uuritava annuse kindlaksmédramiseks (vt punkt 18tuleks
teha esialgne soelkatse, et leida LLNA: BrdU-ELIS A jaoks sobiv annuste vahemik. Esialgse
soclkatse eesmirk on saada andmeid, mille jargi middrata suurim LLNA: BrdU-ELISA
pohikatses kasutatav annus, kui ei ole teada kontsentratsioon, millel avaldub siisteemne
toksilisus (vt punkt 24) ja/voi tekib lilemidrane nahaérritus (vt punkt 23). Suurim uuritav
annus peab olema 100 % kontsentratsioon vedela katseaine puhul voi korgeim voimalik
kontsentratsioon tahke aine voi suspensiooni puhul.

22.  Esialgne soelkatse tehakse samades tingimustes kui LLNA: BrdU-ELISA pdhikatse,
kuid ei hinnata limfisdlmede vohamist ja annuseriihma kohta vdidakse kasutada vdhem
katseloomi. Annuseriihmas on soovitatavalt iiks voi kaks hiirt. Koiki hiiri vaadeldakse iga
pdev, et leida silisteemse toksilisuse kliinilisi ilminguid vOi paikset nahadrritust
pealekandmiskohas. Registreeritakse kehakaal enne katset ja enne katse 1dppu (6. pdev). Iga
hiire kumbagi korva uuritakse punetuse suhtes ja hinnatakse selle aste, kasutades tabelit 1 (20,
ja kéesoleva lisa peatiikk B.4). Korvalesta paksust moddetakse paksusemddtja (nt digitaalne
mikromeeter vOi1 paksusemdotja Peacock Dial) abil 1. pdeval (enne annustamist), 3. pdeval
(ligikaudu 48 tundi pérast esimest annust) ja 6. pdeval. Lisaks vOib 6. pdeval mdota korva
paksuse, milleks pdrast looma humaanset surmamist liitiakse korvalestast mulgustajaga vilja
tikk ja kaalutakse. Ulatuslikku paikset nahadrritust nditab vihemalt hindele 3 vastav punetus
ja/vdoi korvalesta paksuse suurenemine vihemalt 25 % mdnel moStmispdeval (21)
(22).LLNA: BrdU-ELISA pdhikatse jaoks valitud kdrgeim annus on jargmine madalam annus
esialgse sOelkatse kontsentratsioonide reas (vt punkt 18), millel ei avaldu siisteemne toksilisus
ega teki lilemddrast nahadrritust.

Tabel 1. Punetuse hinne

Nahud Hinne
Nahapunetust ei esine 0
Viga nork (vaevumirgatav) nahapunetus 1
Selgesti nihtav nahapunetus 2
Moddukas kuni tugev nahapunetus 3
Tugev nahapunetus (meenutab peeti) kuni kooriku tekkimine, mis takistab 4
nahapunetuse astme edasist tdpsustamist
23. Lisaks korvalesta 25 % suurenemisele (21) (22) on érritust tekitavate ainete

kindlakstegemiseks LLNA abil kasutatud ka korvalesta paksuse statistiliselt olulist
suurenemist td0deldud hiirtel, vorreldes kontrollriihma hiirtega (22) (23) (24) (25) (26) (27)
(28). Ent kuigi statistiliselt oluline korvalesta paksuse suurenemine voib olla ka vdiksem kui

25 %, eiole selline paksuse suurenemine konkreetselt seotud tlilemddrase nahadrritusega (25)
(26) (27) (28) (29).

24.  Kui kliinilisi uuringuid kasutatakse LLNA: BrdU-ELISA pohikatses kasutatava
suurima annuse hindamise osana, siis siisteemset toksilisust (30) voivad ndidata jargmised
kliinilised tunnused: ndrvisiisteemi talitluse muutused (nt karva pistitdusmine, liigutuste
koordinatsiooni kadu, vérin ja krambid), kditumise muutused (nt agressiivsus, muutus oma
karvkatte hooldamises, liikkumisaktiivsuse oluline muutus), hingamise muutused (s.o
hingamissageduse ja -sligavuse muutused, nagu raskendatud hingamine, dhuahmimine,
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rdginad) ning muutused toidu ja vee tarbimises. Lisaks tuleb hindamisel arvestada letargia
ja/vdi mittereageerimise mirke ning rohkem kui kerge vOi liihiajalise valu vdi
ebamugavustunde kliinilisi tunnuseid, samuti rohkem kui 5 % kehakaalu vdhenemist
ajavahemikus 1. kuni 6. pdevani ning suremust. Suremas olevad loomad ja loomad, kes
nditavad suure valu voi kannatuste tunnuseid, tuleks humaanselt surmata (31)

Pohiuuringu katse ajakava

25. Katse ajakava on jirgmine:
o 1. pdev

Maératakse iga lksiku looma mass ja registreeritakse koos koigi vdimalike
kliiniliste tdhelepanekutega. Kummagi korva viliskiiljele kantakse 25 pl
sobivalt lahjendatud uuritavat ainet, liksnes kandeainet voi positiivse kontrolli
ainet (paralleelne vdi perioodiline positiivne kontroll, olenevalt labori valikust,
arvestades punkte 11-15).

° 2. ja 3. pdev

Korratakse 1. pdeval tehtud pealekandmist.

° 4. pdev:

Loomi ei tdodelda.

. J. pdev:
Hiire kdhukelmesse siistitakse 0,5 ml (5 mg hiire kohta) BrdU lahust (10
mg/ml).
. 6. pdev

Maéératakse iga looma mass ja registreeritakse koos kdigi voimalike kliiniliste
tahelepanekutega. Umbes 24 tundi parast BrdU siisti surmatakse loomad
humaanselt. Igal hiirel ldigatakse vélja kumbagi korvalesta dreenivad
limfisdlmed ja toodeldakse eraldi iga hiire lLimfisolmi fosfaatpuhvriga
soolalahuses. Liimfisolmede leidmise ja vdljaldoikamise liksikasjad ja joonised
on esitatud viites (17).Paiksete naha immuunvastuste edasiseks jilgimiseks
pohikatses voib katseprotokolli kanda ka tdiendavad nditajad, nagu kdrvalesta
punetuse hinnang voi kdrvalesta paksuse mootmise andmed (mis saadakse kas
paksusemodtjaga vOi pérast surmamist kdrvalestast mulgustajaga véljaloodud
tiiki massi modtmisega).

Rakususpensioonide valmistamine

26.  Valmistatakse iga looma mdlemalt poolelt véljaldigatud iithendatud limfisdlmede
tiksikrakususpensioon, milleks rakud eraldatakse {iksteisest ettevaatliku mehaanilise
tootlemisega, filtrides Iibi 200 pm avaga roostevabast terasest vorgu, vOi kasutatakse
tiksikrakususpensiooni valmistamiseks muud sobivat votet (nditeks purustatakse limfisdolmed
tihekordselt kasutatava plastikuhmrinuiaga ja lastakse seejdrel 1dbi nailonvdrgu avasuurusega
nr 70). Liimfisdlmerakkude suspensiooni valmistamine on selle katse puhul otsustava
tahtsusega ja metoodika iga kasutaja peaks eelnevalt omandama selle oskuse. Negatiivse
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kontrolli loomade liimfisdlmed on viiksed, seepdrast on tdhtis tegutseda ettevaatlikult, et
viltida igasugust korvalist mdju SI vairtustele. Igal juhul tuleb liimfisdlmerakkude
suspensiooni Idppruumala viia kindlaksméératud optimeeritud ruumalani (ligikaudu 15 ml).
Optimeeritud ruumala méidratakse nii, et negatiivse kontrolli rithmas saavutataks keskmine
optiline neeldumine (tihedus) vahemikus 0,1-0,2.

Rakkude vohamise miairamine (BrdU sisalduse mo6tmine lilmfotsiiiitide DNAs)

27. BrdU miératakse ELISA meetodiga, kasutades miiiigil olevat komplekti (nditeks
Roche Applied Science, Mannheim, Saksamaa, katalooginumber 11 647 229 001). Liihidalt,
100 pl limfisdlmerakkude suspensiooni kantakse kolme lamedapdhjalise mikrotiiterplaadi
siivendisse. Liimfisdlmerakud fikseeritakse ja denatureeritakse ning lisatakse siis igasse
stivendisse BdrU-vastaseid antikehi Seejdrel eemaldatakse BrdU-vastased antikehad
pesemisega ja lisatakse substraadi lahus ning lastakse tekkida kromogeenil. Méiératakse
optiline neeldumine 370 nm juures vordluslainepikkuse 492 nm suhtes. Kdigil juhtudel on
katsetingimusi vaja optimeerida (vt punkt 26).

TAHELEPANEKUD
Kliinilised tihelepanekud

28. Viahemalt kord pidevas tuleks igal loomal hoolikalt vaadelda kliiniliste tunnuste
esinemist — kas annustamiskoha paikset &rritust voi siisteemset toksilisust. Iga hiire kohta
registreeritakse silistemaatiliselt koik tihelepanekud. Jélgimiskavas tuleks ette nidha
kriteeriumid, mille alusel tehakse kiiresti kindlaks ja surmatakse valutult hiired, kellel avaldub
stisteemne toksilisus, lilemddrane paikne nahadrritus voi-séovitus (31).

Kehamass

29.  Vastavalt punktile 25 tuleks moddta iga looma kehamass katse alguses ja pérast
ettemédratud humaanset surmamist.

TULEMUSTE ARVUTAMINE

30.  Iga katseriihma tulemused viljendatakse keskmise stimulatsiooniindeksi (SI) kaudu.
SI leidmiseks jagatakse iga uuritava aine rithma ja positiivse kontrollriihma keskmine BrdU-
margistusindeks  hiire  kohta  lahusti-/kandeaine-kontrollriihma  keskmise = BrdU-
mérgistusindeksiga hiire kohta. Keskmine SI kandeaine-kontrollrithmade puhul on seega 1.

BrdU-mérgistusindeks on méératletud jirgmiselt:

BrdU-mirgistusindeks = (ABSem — ABS tiihikatseem) — (ABS;er— ABS tiihikatseyef),
kus: em = emissioonlainepikkus ja ref= vordluslainepikkus.

31.  Otsustamisel peetakse tulemust positiivseks, kui SI on vdhemalt 1,6 (10). Kuid
piiripealse tulemuse (SI véddrtus vahemikus 1,6—1,9) positiivseks leiuks kuulutamise otsuse
tegemisel vOib kasutada ka annuse-immuunvastuse soltuvuse tugevust, statistilist olulisust ja
lahusti/kandeaine ning positiivse kontrolli tulemuste kooskolalisust (3) (6) (32).

32. Kui SI on vahemikus 1,6-1,9, st tegemist on piiripealse positiivse tulemusega, voivad
meetodi kasutajad votta koos SI védrtusega arvesse lisateavet nagu annuse- immuunvastuse

94



soltuvus, tdendid siisteemse toksilisuse vOi ililemddrase arrituse kohta ja vajaduse korral
statistilist olulisust, mis kinnitavad positiivset tulemust (10). Arvesse tuleks votta ka uuritava
aine mitmesuguseid omadusi, sealhulgas struktuurilist sarnasust teadaolevate naha
sensibilisaatoritega, omadust pohjustada hiirel tugevat paikset nahaidrritust ning annuse-
immuunvastuse sdltuvuse laadi Neid ja muid kaalutlusi on arutatud tliksikasjalikult viites (4).

33. Andmete kogumine iksiku hiire tasandil vdimaldab statistiliselt analiiisida, kas
andmetes on niha annuse-immuunvastuse vahelist sOltuvust ja kui tugev see on. Iga
statistiline hindamine peaks hdlmama annuse-immuunvastuse soltuvuse hindamist ja
katseriihmade libimdeldud vordlemist (néiteks paariviisiline annuserithmade ja paralleelsete
lahuse/kandeaine-kontrollriihmade vordlemine). Statistiline analiilis voib hdlmata niiteks
lineaarset regressiooni voi Williami testi annuse-immuunvastuse soltuvuste hindamiseks ja
Dunnetti paariviisiliste vOrdluste testi. Statistilise analiiiisi sobiva meetodi valimisel peaks
uurija kogu aeg arvesse votma vdimalikku dispersioonide ebavordsust ja muid seonduvaid
probleeme, mille tottu vOib vaja minna andmete teisendamist vO1 mitteparameetrilist
statistilist analiiisi. Igal juhul vOoib uurijal olla vaja teha SI arvutusi ja statistilist analiiiisi
koigi andmepunktidega ja siis mone andmepunkti korvalejatmisega (nn vodrvédrtused).

KATSEANDMED JA PROTOKOLLI KOOSTAMINE
Andmed

34.  Andmed tuleks kokku votta tabeli vormis; tabelis esitatakse iga iiksiklooma BrdU-
mérgistusindeksi viértused, rithma keskmine suhte BrdU-mirgistusindeks/katseloom véirtus,
selle viga (néiteks standardhidlve, standardviga) ja iga annuserithma keskmine SI, vorrelduna
paralleelse lahusti/kandeaine-kontrollriihma SI-ga.

Katsearuanne
35. Katsearuandes esitatakse jargmine teave:
Uuritavad kemikaalid ja kontrollkemikaalid:

- tunnusandmed (nditeks CASi ja EU numbrid, kui on teada; allikas; puhtus;
teadaolevad lisandid; partii number);

— fiilisikaline laad ja fiilisikalis-keemilised omadused (nt lenduvus, stabiilsus,
lahustuvus);

—  kui tegemist on seguga, selle koostis ja koostisosade suhtelised
protsendiméérad.

Lahusti/kandeaine:

— tunnusandmed (puhtus; kontsentratsioon (vajaduse korral); kasutatud ruumala);
— kandeaine valiku pohjendus.

Katseloomad.:

- CBA-liini hiirte allikas;

loomade mikrobioloogiline staatus, kui see on teada;
loomade arv ja vanus;

loomade péritolu, pidamistingimused, s66tmine jne.
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Katsetingimused:

ELISA middramise komplekti tootja, partilmumber ja tootja esitatud
kvaliteeditagamise/kvaliteedikontrolli andmed komplekti kohta (antikeha
tundlikkus ja spetsiifilisus ning miéramispiir);

uuritava aine ettevalmistamise ja annustamise iiksikasjad;

annuse valiku pohjendus (sealhulgas esialgse soelkatse tulemused, kui see
tehti);

kandeaine ja uuritava aine kontsentratsioonid ning uuritava aine manustatud
iildkogus;

toidu ja vee kvaliteedi iiksikasjad (sh s6dda tiilip/allikas, vee allikas);
annustamis- ja proovivotukava iiksikasjalik kirjeldus;

toksilisuse mootmise meetodid;

kriteeriumid, mille jargi uuringutulemus loeti positiivseks vOi negatiivseks;
koikide katse-eeskirjast korvalekaldumiste iksikasjad ja selgitus, kuidas
korvalekaldumine mojutab uuringu korraldust ja tulemusi.

Usaldusvddrsuse kontroll:

Tulemused:

kokkuvote viimase usaldusviédrsuskontrolli tulemustest, sealhulgas teave
kasutatud aine, kontsentratsiooni ja kandeaine kohta;

katselabori paralleelselt saadud ja/vdi varasemad positiivse kontrolli ja
paralleelse negatiivse (lahusti/kandeaine) kontrolli andmed;

kui paralleelset positiivse kontrolli katset ei tehtud, siis koige viimase
korrapédrase positiivse kontrolli uuringu kuupdev ja laboriaruanne ning
aruanne, milles esitatakse labori varasemad positiivse kontrolli andmed, mis
pohjendavad paralleelse positiivse kontrolli katse te gematajitmist.

iga looma mass annustamise alguses ja pdrast ettemddratud humaanset
surmamist; samuti iga katserithma keskvddrtus ja selle viga (nditeks
standardhdlve, standardviga);

iga looma puhul toksilisuse ilmnemise algus ja ndhud, sealhulgas voimalik
nahaérritus annustamiskohas;

tabelina iga iiksiku hiire BrdU- mirgistusindeksi vdédrtused ja iga katserithma SI
vaartused;

iga katseriihma BrdU-margistusindeksi/hiire keskvédrtus ja selle viga (nditeks
standardhdlve, standardviga) ning iga katseriihma vOOrvédrtuste analiilisi
tulemused;

arvutatud SI ja sobiv hajuvuse niitaja, millega vdetakse arvesse eri loomadega
saadud tulemuste hajuvust uuritava aine rithmas ja kontrollriihmas;

annuse- immuunvastuse soltuvus;

vajaduse korral statistilised analiitisid.

Tulemuste arutelu:

96



lihike kommentaar tulemuste, annuse-immuunvastuse soltuvuse analiilisi ja
vajaduse korral statistilise analiilisi kohta ning jéreldused selle kohta, kas
uuritud ainet tuleks pidada naha sensibilisaatoriks.
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1. liide

MOISTED

Tédpsus: katsemeetodi tulemuste ja kinnitatud vordlusvéértuste kooskdla madr. Tépsus nditab
katsemeetodi tulemuslikkust ja on iks asjakohastest aspektidest. Seda terminit kasutatakse ka
vastavuse tihenduses ja see néitab, kui sageli annab katsemeetod dige tulemuse (33).

Vordlusaine: sensiiliseeriv. vO0i muu aine, mida kasutatakse standardina vordlemiseks
uuritava ainega. Vordlusainel peaksid olema jargmised omadused: i) pidev ja usaldusvéérne
tarnija; i) struktuuriline ja funktsionaalne sarnasus uuritava ainega; iii) teadaolevad
fiitisikalised ja keemilised omadused; iv) tdiendavad andmed teadaolevate mdjude kohta ja v)
teadaolev mojusus soovitavas mdju tugevuse vahemikus.

Valenegatiiv: uuritav aine, mis on katsemeetodiga ekslikult tunnistatud negatiivseks voi
toimetuks, kui see tegelikult on positiivne voisensibiliseeriva toimega (33).

Valepositiiv: uuritav aine, mis on katsemeetodiga ekslikult tunnistatud positiivseks voi
sensibiliseerivat toimet omavaks, kui see tegelikult on negatiivne vdi sensibiliseeriva toimeta
(33).

Oht: kahjustava tervise- voi 6koloogilise moju voimalikkus. Kahjustav mdju avaldub iksnes
piisaval tasemel kokkupuute puhul.

Laboritevaheline reprodutseeritavus: suurus, mis niitab, millisel midral suudavad erinevad
kvalifitseeritud laborid, kasutades sama katse-eeskirja ja uurides sama ainet, saada
kvalitatiivselt ja kvantitatiivselt sarnaseid tulemusi Laboritevaheline reprodutseeritavus
médratakse valideerimiseelsete ja valideerimisega seotud menetlustega ja see nditab, millisel
mééral voib uurimismeetodit edukalt {ile viia tihest laborist teise (33).

Laborisisene reprodutseeritavus: suurus, mis niitab, millisel miéral suudavad sama labori
kvalifitseeritud to6tajad konkreetset katse-eeskirja kasutades saada kordusuuringutes eri
aegadel samasuguseid tulemusi (33).

Voorviiartus: voorvaidrtus on katsetulemus, mis oluliselt erineb populatsiooni juhuvalimi
muudest vadrtustest.

Kvaliteedi tagamine: juhtimisprotsess, mille puhul katsete tegemises osalevatest isikutest
sOltumatud isikud hindavad labori katsestandarditest, nduetest ja tegevuse registreerimise
korrast kinnipidamist ning andmeedastuse digsust.

Usaldusvéirsus: mdiste, mis iseloomustab katsemeetodi tulemuste reprodutseeritavust, kui
meetodit rakendatakse lihe ja sama katse-eeskirja alusel iihes laboris ja eri laborites pikema
aja jooksul. Usaldusvéddrsuse hindamiseks arvutatakse laborisisene ja laboritevaheline
reprodutseeritavus (33).

Naha sensibiliseerimine: immunoloogiline protsess, mis avaldub, kui tundlik olend viiakse

paikselt kokkupuutesse keemilise allergeeniga, mis kutsub esile naha immuunvastuse, mis
voib areneda kontaktsensibiliseerimiseks.
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Stimulatsiooniindeks (SI): arvutatud vaartus, mis nditab uuritava aine voimet tekitada naha
sensibiliseerimist ning mis on tdddeldud riihmades ja paralleelselt uvuritud kandeaine-
kontrollrithmas jilgitud limfotsiilitide vohamise néitajate suhtarv.

Uuritav aine (uuritav kemikaal): iga aine vOi segu, mida uuritakse kdesoleva katsemeetodi
abil.”
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