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D018298/01
ANNESS

L-Anness ghar-Regolament (KE) Nru440/2008 huwa emendat kif gej:
1. [I-Kapitolu B.42 ghandu jigi sostitwit b’li gej:

"B.42 Sensitizzazzjoni tal-Gilda: Analizi tan-Nodula tal-Limfa Lokali

INTRODUZZJONI

1. I-Linji gwida tal-OECD ghall-Ittestjar tas-Sustanzi Kimi¢i u FMetodi ta’ Ttestjar
tal-UE bbazati fughom jigu analizzati minn Zmien ghal Zmien fid-dawl tal-progress xjentifiku,
htigijiet regolatorji li jinbidlu, u kunsiderazzjonijiet dwar il-benessri tal-annimali. [-Metodu
ta’ Ttestjar originali (TM) ghad-determinazzjoni tas-sensitizzazzjoni tal-gilda fil- gurdien, I-
Analizi tan-Nodula tal-Limfa Lokali (LLNA; Linja Gwida ta’ Ttestjar 429 tal-OECD; il-
Kapitolu B.42 ta’ dan l-Anness) gie adottat qabel (1) Id-dettalji tal-validazzjoni tal- LLNA u
analizi tax-xoghol assoc¢jat gew ippubblikati (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11). L-LLNA
aggornata hija bbazata fuq l-evalwazzjoni tal-esperjenza u tad-dejta xjentifika (12). Dan huwa
t-tieni TM imfassal ghall-valutazzjoni tal-potenzjal tas-sustanzi kimi¢i li jikkawzaw
sensitizzazzjoni tal-gilda (sustanzi u tahlitiet) fl-annimali. It-TM liehor (jigifieri l-Linja
Gwida 406 tal-FOECD ghall-Ittestjar; il-Kapitolu B.6 ta’ dan l-Anness) juza testijiet fuq il-
fniek tal-Indi, b’mod partikolari t-test ta’ massimizzazzjoni fuq il-fenek talIndi u t-test
Buehler (13). L-LLNA tipprovdi vantaggi fuq i-B.6 u fuq il-Linja Gwida 406 tallOECD
ghall-Ittestjar (13) fir-rigward tal-benessri tal-annimali. Dan it-TM aggornat tal-LLNA
jinkludi sett ta’ Standards ta’ Prestazzjoni (PS) (Appendi¢il) li jistghu jintuzaw fl-
evalwazzjoni tal-istatus ta’ validazzjoni ta’ metodi godda wjew mibdula ta’ ttestjar li huma
mekkanikament u funzjonalment simili ghal-LLNA, f’konformita mal-prin¢ipji tad-Dokument
ta’ Gwida Nru 34 tal-OECD (14).

2. L-LLNA tistudja l-fazi ta’ induzzjoni ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda u tipprovdi dejta
kwantitattiva adattata ghall-valutazzjoni tad-doza u r-reazzjoni. Ghandu jigi nnotat li s-
sensitizzaturi hfief/moderati li huma rrakkomandati bhala sustanzi kimic¢i ta’ kontroll pozittiv
adattati (PC) ghall-metodi ta’ ttestjar fuq il-fniek tal-Indi (jigifieri B. 6; Linja Gwida 406 tal-
OECD ghall-Ittestjar) (13) huma adattati wkoll ghall-uzu mal-LLNA (6) (8) (15). L-approé¢¢
ta’” LLNA mnaqqsa (rLLNA), li tista’ tuza sa 40 % ingas annimali huwa deskritt ukoll bhala
ghazla f'dan it-TM (16) (17) (18). L-rLLNA tista’ tintuza meta jkun hemm htiega regolatorja
li tigi kkonfermata previzjoni negattiva tal-potenzjal ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda, sakemm
ikun hemm konformita mal-ispecifikazzjonijjiet l-ohrajn kollha ta’ protokoll tal-LLNA, kif
deskritt 'dan it-TM. Il-previzjoni ta’ ezitu negattiv ghandha ssir fuq il-bazi tal-informazzjoni
kollha disponibbli kif deskritt fil-paragrafu 4. Qabel ma jigi applikat l-approc¢ rLLNA,
ghandhom jigu pprovduti gustifikazzjonijiet ¢ari u logika xjentifika ghall-uzu tieghu. Jekk,
kontra dak mistenni, jinkiseb rizultat pozittiv jew ekwivoku fl-rLLNA, jista’ jkun mehtieg
aktar ittestjar sabiex tigi interpretata jew icCarata s-sejba. L-TLLNA ma ghandhiex tintuza
ghall-identifikazzjoni tal-periklu ta’ sustanzi ta’ testijiet li jikkawzaw sensitizzazzjoni tal-
gilda meta tkun mehtiega informazzjoni dwar ir-relazzjoni bejn id-doza u r-reazzjoni bhas-
subkategorizzazzjoni ghar-Regolament (KE) Nru 1272/2008 dwar il-klassifikazzjoni, I
ittikkettar u -imballagg tas-sustanzi u t-tahlitiet u s-Sistema Globalment Armonizzata tan-NU
tal-Klassifikazzjoni u t-Tikkettar tas-Sustanzi Kimici.



DEFINIZZJONIJIET

3. Id-definizzjonijiet uzati huma pprovduti fl-Appendici 2.

KUNSIDERAZZJONUJIET INIZJALI U LIMITAZZJONIJIET

4. L-LLNA tipprovdi metodu alternattiv ghall-identifikazzjoni ta’ sustanzi kimic¢i li
jistghu jikkawzaw sensitizzazzjoni tal-gilda. Dan mhux necessarjament jimplika li FLLNA
ghandha tintuza minflok it-testijiet fuq il-fniek tal-Indi fil-kazijiet kollha (jigifieri B.6; Linja
Gwida 406 tallOECD ghall-Ittestjar) (14), izda pjuttost li l-analizi ghandha l-istess mertu u
tista’ tintuza bhala alternattiva li fiha r-rizultati pozittivi u negattivi generalment ma jkunux
jehtiegu aktar konferma. Il-laboratorju tal-ittestjar ghandu jikkunsidra I-informazzjoni
disponibbli kollha fuq is-sustanza tat-test qabel iwettaq l-istudju. Din l-informazzjoni ghandha
tinkludi l-identita u l-istruttura kimika tas-sustanza tat-test; il-karatteristici fizikokimici
taghha; ir-rizultati ta’ kwalunkwe test ta’ tossicita in vitro jew in vivo fuq is-sustanza tat-test;
u dejta tossikologika dwar sustanzi kimici strutturalment relatati. Din I-informazzjoni ghandha
titqies sabiex wiehed jiddetermina jekk I-LLNA hijiex adattata ghas-sustanza (minhabba n-
nuqqgas ta’ kompatibbilta ta’ tipi limitati ta’ sustanzi kimi¢i mal-LLNA- ara l-paragrafu5) u
sabiex tghin fl-ghazla tad-doza.

5. L-LLNA huwa metodu in vivo u, b’konsegwenza ta’ dan, ma jeliminax l-uzu tal-
annimali fil-valutazzjoni ta’ attivita ta’ sensitizzazzjoni ta’ kuntatt allergiku. Ghandu,
madankollu, il-potenzjal li jnaqqas l-ghadd ta’ annimali mehtiega ghal dan il-ghan. Barra
minn hekk, FLLNA toffri rfinar sostanzjali (inqas ugigh u tbatija) fil-mod kif jintuzaw I-
annimali ghall-ittestjar tas-sensitizzazzjoni ta’ kuntatt allergiku. L-LLNA hija bbazata fuq il-
kunsiderazzjoni ta’ avvenimenti immunologi¢i stimulati b’sustanzi kimi¢i matul il-fazi
induttiva tas-sensitizzazzjoni. Ghall-kuntrarju tat-testijiet fuq il-fenek tal-Indi (jigifieri B.6;
Linja Gwida 406 tal-FOECD ghall-Ittestjar) (13) FLLNA ma tehtiegx li r-reazzjonijiet tal-
persensittivita tal- gilda indotti bi sfida jkunu elu¢idati. Barra minn hekk, -LLNA ma tehtiegx
luzu ta' agguvant, bhal fil-kaz tat-test tal-massimizzazzjoni fuq il-fenek tal-Indi (13).
Ghalhekk, FLLNA tnaqqas l-ugigh u t-tbatija tal-annimali. Minkejja I-vantaggi tall LLNA fuq
B.6 u lLinja Gwida 406 tallOECD ghall-Ittestjar, ghandu jkun rikonoxxut li hemm certi
limitazzjonijiet li jistghu jkunu jehtiegu l-uzu ta’ B.6 jew tal-Linja Gwida 406 tallOECD
ghall-Ittestjar (13) (ez sejbiet negattivi foloz fl- LLNA b’¢erti metalli, sejbiet pozittivi foloz
b’certi irritanti tal-gilda [bhal ¢erti sustanzi kimici tat-tip tensjoattivi] (19) (20), jew solubbilta
tas-sustanza tat-test). Barra minn hekk, il-klassijiet ta’ sustanzi kimic¢i jew sustanzi li flhom
gruppi funzjonali i ntwerew li jagixxu bhala konfondituri potenzjali (21) jistghu jehtiegu I-
uzu ta’ testijiet fuq il-fniek tal-Indi (jigifieri B.6; Linja Gwida 406 tal-OECD ghall-Ittestjar
(13). Barra minn hekk, skont il-bazi tad-dejta ta’ validazzjoni limitata, 1i kienet tikkonsisti
principalment minn formulazzjonijiet ta’ pesticidi, -LLNA aktarx li taghti aktar rizultat
pozittiv mit-test fuq il-fniek tal-Indi ghal dawn it-tipi ta’ sustanzi tat-test (22). Madankollu,
meta wiched jezamina I-formulazzjonijiet, jista’ jikkunsidra li jinkludi sustanzi simili
b’rizultati maghrufa bhala sustanzi ta’ referenza sabiex juri li FLLNA qieghda tahdem kif
suppost (ara lparagrafu 16). Minbarra dawn il-limitazzjonjiet identifikati, - LLNA ghandha
tkun applikabbli ghall-ittestjar ta” kwalunkwe sustanza diment li ma jkunx hemm karatteristici
assocjati ma’ dawn is-sustanzi li jistghu jinterferixxu mal-ezattezza tal- LLNA.

IL-PRINCIPJU TAT-TEST



6. [Fprin¢ipju baziku wara FLLNA huwa 1i s-sensitizzaturi jikkawzaw il
proliferazzjoni ta’ limfociti fin-noduli tal-limfa 1i jsaffu s-sit tal-applikazzjoni tas-sustanza tat-
test. Din il-proliferazzjoni hija proporzjonata mad-doza u mal-qawwa tal-allergen applikat u
tipprovdi mezz sempli¢i ta’ kif wiehed jikseb kejl kwantitattiv ta’ sensitizzazzjoni. Il-
proliferazzjoni titkejjel billi wiehed igabbel il-proliferazzjoni medja f’kull grupp tat-test mal-
proliferazzjoni medja fil-grupp ta’ kontroll ittrattati bil-mezzi (vehicle treated control, VC). II-
proporzjon tal-proliferazzjoni medja fkull grupp ittrattat ma’ dak fil-grupp VC simultanju,
imsejjah FIndici ta’ Stimulazzjoni (SI), jigi stabbilit, u ghandu jkun >3 gabel ma tkun
mehtiega l-klassifikazzjoni tas-sustanza tat-test bhala sensitizzatur potenzjali tal-gilda. II-
proceduri deskritti hawnhekk huma bbazati fuq l-uzu ta’ tikkettar radjoattiv in vivo ghall-kejl
ta’ zieda fl-ghadd ta’ ¢elloli proliferanti fin-noduli tal-limfa awrikolari li jsaffu. Madankollu,
jistghu jintuzaw ghanijiet finali ohrajn ghall-valutazzjoni tal-ghadd ta’ celloli proliferanti
sakemm ir-rekwiziti tal-PS ikunu ghalkollox issodisfati (Appendici 1).

DESKRIZZJONI TAL-ANALIZI
L-ghazla tal-ispecijiet tal-annimali

7. [l-gurdien huwa lispe¢i maghzula ghal dan it-test. Jintuzaw grieden nisa adulti
zghazagh tar-razza CBA/Ca jew CBA/J, li jkunu ghadhom mhux mghammra u mhux tqal. Fil-
bidu tal-istudju, l-annimali ghandu jkollhom bejn 8 u 12-il gimgha, u I varjazzjoni fil-piz tal-
annimali ghandha tkun minima u ma tagbizx 1-20 % tal-piz medju. Inkella, jistghu jintuzaw
razez ohrajn u grieden irgiel meta tkun iggenerata bizzejjed dejta li turi li ma jezistux
differenzi sinifikanti specifici ghar-razez u/jew ghas-sess fir-reazzjoni ghal- LLN A.

II-kundizzjonijiet tal-gageg u l-ghalf

8. Il-grieden ghandhom jinzammu fi gruppi (23), sakemm ma tinghatax logika
xjentifika adegwata ghat-tqeghid tal-grieden f gageg individwali. It-temperatura tal-kamra tal-
annimali sperimentali ghandha tkun ta’ 22 + 3°C. Ghalkemm l-umdita relattiva ghandha tkun
mill-inqas 30 % u preferibbilment ma tagbizx is-70 % hlief waqt it-tindif tal-kamra, I-ghan
ghandu jkun ta' 50-60 %. 1d-dawl ghandu jkun artificjali, b’sekwenza ta’ 12-il siegha dawl, u
12-1 siegha dlam. Ghall-ghalf, jistghu jintuzaw id-dieti konvenzonali tal-laboratorju bi
provvista minghajr limitu ta' ilma tax-xorb.

It-the jjija tal-annimali

0. L-annimali ghandhom jintghazlu b’mod aleatorju, immarkati sabiex ikunu jistghu
jigu identifikati individwalment (izda minghajr l-ebda forma ta’ mmarkar fil-widnejn), u
mizmuma fil-gageg taghhom ghal mill-ingas hamest iem qabel ma jibda d-dozar sabiex
ikunu jistghu jidraw il-kundizzjonijiet tal-laboratorju. Qabel ma jibda t-trattament, l-annimali
kollha ghandhom jigu eZzaminati sabiex jigi zgurat li ma jkollhom l-ebda ferita osservabbli fuq
il-gilda.

It-the jjija tas-soluzzjonijiet ghad-dozar

10. Is-sustanzi kimi¢i solidi ghandhom jinhallu jew jigu sospizi f’solventi/mezzi u
dilwiti, jekk ikun xieraq, qabel l-applikazzjoni fuq il-widna tal-grieden. Is-sustanzi kimici
likwidi jistghu jigu applikati wahedhom jew dilwiti gqabel id-dozar. Is-sustanzi kimi¢i li ma
jinhallux, bhal dawk li naraw generalment fl-apparat mediku, ghandhom kunu soggetti ghal
estrazzjoni ezagerata f'solvent adattat sabiex jizvelaw il-kostitwenti kollha i jistghu jigu



estratti ghall-ittestjar qabel jigu applikati fuq il-widna tal-grieden. Is-sustanzi tat-test
ghandhom jithejjew kuljum sakemm id-dejta dwar l-istabilita ma turix li jistghu jinhaznu.

Il-verifika tal-affidabbilta

11. Is-sustanzi kimi¢i ta’ kontroll pozittiv (PC) jintuzaw sabiex tintwera prestazzjoni
xierqa tal-analizi billi jirreagixxu b’sensittivita adegwata u riproducibbli bhala sustanza tat-
test sensitizzanti li ghaliha l-kobor tar-reazzjoni huwa kkaratterizzat sew. L-inkluzjonita’ PC
simultanju hija rrakkomandata ghaliex din turi Fkompetenza tal-laboratorju li jwettaq
b’success kull analizi u tippermetti l-valutazzjoni u t-tqabbil tar-riproducibbilta fil-laboratorju
u bejn il-laboratorji. Huwa mehtieg ukoll PC ghal kull studju wkoll minn certi awtoritajiet
regolatorji u ghaldagstant l-utenti huma mhegga sabiex jikkonsultaw lill-awtoritajiet rilevanti
gabel ma jwettqu -LLNA. Ghalhekk, l-uzu ta’ rutina ta’ PC simultanju huwa rrakkomandat
sabiex tigi evitata l-htiega ta’ aktar ittestjar fuq l-annimali sabiex jintlahqu r-rekwiziti li
jistghu jinholqu mill-uzu ta’ PC perjodiku (ara l-paragrafu12). II-PC ghandu jipproduci
reazzjoni tal-LLNA pozittiva flivell ta’ esponiment li mistenni jaghti zieda fI-SI>3 fuq i
grupp ta’ kontroll negattiv (NC). Id-doza tal-PC ghandha tintghazel b’mod 1li ma tikkawzax
irritazzjoni eccessiva fil-gilda jew tossicita sistemika u l-induzzjoni tkun riproduc¢ibbli izda
mhux ec¢éessiva (jigifieri SI > 20 kun eccessiv). II-PC preferuti huma 25 % ezil ¢innamaldeid
(Chemical Abstracts Service - [CAS] Nru tal-CAS 101-86-0) fl-acetun: zejt taz-zebbuga (4:1,
v/v) u 5% merkaptobenzotijazol (Nru tal-CAS 149-30-4) fN,N-dimetilformammid (ara I
Appendi¢i 1, it-Tabella 1). Jista’ jkun hemm c¢irkostanzi fejn, minhabba gustifikazzjoni
adegwata, jistghu jintuzaw PCs ohrajn, li jissodisfaw il-kriterji ta’ hawn fugq.

12. Ghalkemm l-inkluzjoni ta’ grupp ta’ PC simultanju hija rrakkomandata, jista’ jkun
hemm sitwazzjonijiet fejn I-ittestjar perjodiku (jigifieri f’intervalli < 6 xhur) tal-PC jista’ jkun
adegwat ghal-laboratorji li jaghmlu FLLNA b’mod regolari (jigifieri jaghmlu LLNA fi
frekwenza ta’ mhux inqas minn darba fix-xahar) u ghandhom bazi tad-dejta ta’ PC storiku
stabbilita i turi Fkapacita tal-laboratorju biex jikseb rizultati riproducibbli u ezatti b’PCs.
Proficjenza adegwata bl-LLNA tista’ tintwera b’success billi jigu ggenerati rizultati pozittivi
konsistenti bil-PC f’mill-ingas 10 testijiet indipendenti li jsiru fperjodu ta’ zmien ragonevoli
(jigifieri inqas minn sena).

13. Grupp ta’ PC simultanju ghandu dejjem ikun inkluz meta jkun hemm bidla fil-
procedura tal-LLNA (ez bidla fil-persunal imharreg, bidla fil-materjali tal-metodu tat-test
wjew fir-reagenti, bidla fit-taghmir tal-metodu tat-test, bidla fis-sors tal-annimali tat-test), u
dawn il-bidliet ghandhom ikunu ddokumentati fir-rapporti tal-laboratorju. Ghandu jigi
kkunsidrat l-impatt ta’ dawn il-bidliet fuq ladegwatezza tal-bazi tad-dejta storika stabbilita
gabel ma tigi deciza I-htiega li tkun stabbilita bazi tad-dejta storika gdida sabiex tiddokumenta
l-konsistenza fir-rizultati tal-PC.

14. Ir-ricerkaturi ghandhom ikunu konxji li d-dec¢izjoni li jsir studju tal-PC fuq bazi
perjodika minflok fl-istess hin ghandha konsegwenzi fuq l-adegwatezza u l-accettabbilta tar-
rizultati ta’ studju negattivi ggenerati minghajr PC simultanju waqt l-intervall bejn kull studju
tal-PC perjodiku. Perezempju, jekk jinkiseb rizultat negattiv falz fl-istudju tal-PC perjodiku,
ir-rizultati negattivi tas-sustanza tat-test miksuba fl-intervall bejn lahhar studju tal-PC
perjodiku accettabbli u l-istudju tal-PC perjodiku mhux acc¢ettabbli jistghu jkunu dubjuzi. L-
implikazzjonijiet ta’ dawn l-eziti ghandhom jigu kkunsidrati b’attenzjoni meta jigi deciz jekk
ghandhomx ikunu inkluzi PCs simultanji jew li jsiru biss PCs perjodi¢i Ghandu jigi
kkunsidrat ukoll l-uzu ta’ ingas annimali fil-grupp ta’ PC simultanju meta dan ikun



iggustifikat xjentifikament u jekk il-laboratorju juri, fuq dejta storika specifika ghal-
laboratorju, li jistghu jintuzaw inqas grieden (12).

15. Ghalkemm il-PC ghandu jigi ttestjat fi-mezz li huwa maghruf li jganqal reazzjoni
konsistenti (ez. acetun: zejt taz-zebbuga; 4:1, v/v), jista’ jkun hemm certi sitwazzjonijiet
regolatorji i fihom littestar f'mezz mhux standard (formulazzjoni rilevanti
klinikament/kimikament) kun mehtieg ukoll (24). Jekk il-PC simultanju jigi ttestjat £ mezz
differenti mis-sustanza tat-test, allura ghandu jigi inkluz VC separat ghall-PC simultanju.

16. F’kazijiet fejn kkunu qeghdin jigu vvalutati sustanzi tat-test ta’ klassi specifika ta’
sustanzi kimi¢i jew firxa ta’ reazzjonijiet, is-sustanzi ta’ referenza jistghu jkunu utli wkoll
sabiex juru li - metodu ta’ ttestjar ged jahdem sew sabiex isib il-potenzjal tas-sensitizzazzjoni
tal-gilda ta’ dawn it-tipi ta’ sustanzi tat-test. Is-sustanzi ta’ referenza adattati ghandu jkollhom
il-karatteristici li gejjin:

xebh strutturali u funzjonali mal-klassi ta’ sustanzi tat-test li qeghdin jigu ttestjati;

karatteristi¢i fizici/kimi¢i maghrufa;

dejta ta’ appogg mil- LLNA;

dejta ta’ appogg minn mudelli ohrajnta’ annimali w/jew mill-bnedmin.

IL-PROCEDURA TAT-TEST

Ghadd ta’ annimali u livelli ta’ doza

17. Minimu ta’ erba’ annimali ghandhom jintuzaw ghal kull grupp ta’ doza, b’minimu
ta’ tliet koncentrazzjonijiet tas-sustanza tat-test, flimkien ma’ grupp ta’ NC simultanju ttrattat
biss bil-mezz ghas-sustanza tat-test, u PC (simultanju jew recenti, ibbazat fuq il-politika tal-
laboratorju fl-ikkunsidrar tal-paragrafi 11-15). Ghandu jigi kkunsidrat l-ittestjar ta’ dozi
multipli tal-PC, b’mod specjali meta wiehed jittestja -PC fuq bazi intermittenti. Hlief ghan-
nuqqas ta’ trattament bis-sustanza tat-test, l-annimali fil-gruppi ta’ kontroll ghandhom ikunu
mmaniggjati u ttrattati bl-istess mod bhall-annimali fil- gruppi tat-trattament.

18. L-ghazla tad-doza u tal-mezz ghandha tkun ibbazata fuq ir-rakkomandazzjonijiet
moghtija fir-referenzi (3) u (5). Dozi konsekuttivi normalment jintghazlu minn sensiela xierqa
ta’ koncentrazzjonijiet bhal 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2.5 %, 1 %, 0.5 %, eé¢¢. Logika
xjentifika adegwata ghandha takkumpanja I-ghazla tas-sensiela ta’ koncentrazzjonijiet uzati
L-informazzjoni tossikologika kollha ezistenti (ez tossi¢ita akuta u irritazzjoni fil-gilda) u -
informazzjoni strutturali u fizikokimika dwar is-sustanza tat-test ta’ interess (u/jew sustanzi
relatati strutturalment) ghandhom jigu kkunsidrati meta jkunu disponibbli, fl-ghazla tat-tliet
kon¢entrazzjonijiet konsekuttivi biex b’hekk l-oghla koncentrazzjoni timmassimizza I-
esponiment filwaqt li tevita t-tossicita sistemika u/jew l-irritazzjoni lokali ec¢essiva fil-gilda
(3) (25). Fin-nuqqas ta’ informazzjoni bhal din, jista’ jkun mehtieg test inizjali qabel I-
iskrinjar (ara lparagrafi 21-24).

19. [l-mezz ma ghandux jinterferixxi ma’ jew jinfluwenza r-rizultat tat-test u ghandu
jintghazel fuq il-bazi tal-massimizzazzjoni tas-solubbilta sabiex tinkiseb l-oghla
kon¢entrazzjoni li tista’ tinkiseb filwaqt i tigi prodotta soluzzjoni/sospensjoni adattata ghall-
applikazzjoni tas-sustanza tat-test. [-mezzi rakkomandati huma acetun: zejt taz-zebbuga (4:1,
v/v), N,N-dimetilformammid, metiletilketon, propilen glikol, u dimetilsulfossidu (19) izda



jistghu jintuzaw ohrajn jekk tinghata logika xjentifika suffi¢jenti. F’¢erti sitwazzjonijiet jista’
jkun mehtieg li jintuza solvent klinikament rilevanti jew il- formulazzjoni kummer¢jali li fiha
s-sustanza tat-test tkun ikkummerc¢jalizzata bhala kontroll addizzjonali. Ghandha tinghata
attenzjoni partikolari sabiex ikun zgurat li s-sustanzi tat-test idrofilici jkunu inkorporati
f’sistema ta’ mezzi, li xxarrab il-gilda u ma ¢¢arcarx mal-ewwel, permezz tal-inkorporazzjoni
ta’ sustanzi li jhollu xierqa (ez 1% Pluronic® L92). Ghalhekk, mezzi ghalkollox likwidi
ghandhom jigu evitati.

20. L-ipprocessar ta’ noduli tal-limfa minn grieden individwali jippermetti I- valutazzjoni
tal-varjabbilta bejn l-annimali u tqabbil statistiku tad-differenza bejn is-sustanza tat-test u
kejl tal-grupp VC (ara lparagrafu 35). Barra minn hekk, il-valutazzjoni tal-possibbilta li
jitnagqas l-ghadd ta’ grieden fil-grupp PC hija fattibbli meta tingabar dejta dwar annimali
individwali (12). Barra minn hekk, certi awtoritajiet regolatorji jitolbu I-gbir ta’ dejta dwar
annimali individwali. Madankollu, id-dejta dwar gruppi ta’ annimali tista’ titqies accettabbli
minn c¢erti awtoritajiet regolatorji u f’dawn is-sitwazzjonijiet, lutenti jista’ jkollhom l-ghazla
li jigbru kemm dejta dwar annimali individwali kif ukoll dejta dwar gruppi ta’ annimali.

Test ta’ qabel I-iskrinjar

21. Fin-nuqqgas ta’ informazzjoni sabiex tkun iddeterminata l-oghla doza li ghandha tigi
ttestjata (ara l-paragrafu (18), ghandu jsir test ta’ qabel l-iskrinjar sabiex jigi ddefinit il-livell
ta’ doza xierqa li ghandha tkun ittestjata fl- LLNA. L-iskop tat-test ta’ qabel l-iskrinjar huwa li
Jipprovdi gwida ghall-ghazla tal-livell massimu ta’ doza li ghandu jintuza fl-istudju ewlieni
tal LLNA, meta l-informazzjoni dwar il-kon¢entrazzjoni li tikkawza tossic¢ita sistemika (ara I-
paragrafu24) u/jew irritazzjoni lokali eccessiva tal-gilda (ara l-paragrafu23) ma tkunx
disponibbli. Il-livell massimu tad-doza ttestjata ghandu jkun 100 % tas-sustanza tat-test ghal-
likwidi jew il-kon¢entrazzjoni massima possibbli ghas-solidi jew ghas-sospensjonijiet.

22. It-test ta’ qabel l-iskrinjar isir skont l-istess kundizzjonijiet tal-istudju ewlieni tal-
LLNA, hlief ghall-fatt li ma jkunx hemm valutazzjoni tal-proliferazzjoni tan-noduli tal-limfa
u li jistghu jintuzaw inqas annimali ghal kull grupp ta’ doza. Huwa ssuggerit li jintuza
annimal wiehed jew tnejn ghal kull grupp ta’ doza. Il-grieden kollha jigu osservati kuljum
ghal kwalunkwe sinjal kliniku ta’ tossi¢ita sistemika jew irritazzjoni lokali fis-sit tal-
applikazzjoni. Il-pizijiet tal-gisem jigu ddokumentati qabel it-test u wara li jintemm (Jum 6).
[l-widnejn ta’ kull gurdien jigu osservati ghall-eritema (hmura) u jinghataw puntegg skont it-
Tabella 1 (25). Jittiehed il-kejl tal-hxuna tal-widna permezz ta’ gejgta’ hxuna (ez. mikrometru
digitali jew gejg tal-hxuna Peacock Dial) fJum 1 (qabel id-doza), £ Jum 3 (madwar 48 siegha
wara ewwel doza), u fJum 6. Barra minn hekk, fis-sitt Jum, il-hxuna tal-widna tista’ tigi
stabbilita permezz ta’ determinazzjonijiet tal-piz bl-immarkar tal-widnejn, li ghandu jsir wara
li lannimali jingatlu b’mod uman. L-irritazzjoni lokali eccessiva tal-gilda hija indikata
b’puntegg ta’ eritema >3 u/jew zieda fil-hxuna tal-widna ta’ >25 % fi kwalunkwe jum tal-kejl
(26) (27). L-oghla doza maghzula ghall-istudju ewlieni tal-LLNA tkun id-doza l-aktar baxxa
li jmiss fis-sensiela ta’ koncentrazzjonijiet ta’ qabel l-iskrinjar (ara l-paragrafu 18) li ma
tikkawzax tossiCita sistemika w/jew irritazzjoni lokali e¢éessiva tal- gilda.

Tabella 1: Punteggi ghall-eritema

Puntegg

Osservazzjoni




L-ebda eritema

0
Ftit li xejn eritema (bil-kemm tidher) 1
Eritema definita sew ’
Eritema moderata sa severa 3

Eritema severa (hmura gawwija) sa
formazzjoni ta’ tessut ohxon u danneggat li 4
jipprevjeni l-klassifikazzjoni tal-eritema

23. Minbarra zieda ta’ 25 % fil-hxuna tal-widna (26) (27), intuzat ukoll zieda
statistikament sinifikanti fil-hxuna tal-widna fil-grieden ittrattati meta mqabbla mal- grieden
tal-kontroll sabiex jigu identifikati sustanzi irritanti fl-LLNA (28) (29) (30) (31) (32) (33)
(34). Madankollu, ghalkemm jistghu jsehhu zZidiet statistikkament sinifikanti meta I-hxuna tal-
widna tkun ingas minn 25 % dawn ma gewx assoc¢jati b’mod specifiku ma’ irritazzjoni
eccessiva (30) (31) (32) (33) (34).

24. L-osservazzjonijiet klini¢i li gejjin jistghu jindikaw tossicita sistemika (35) (36) meta
jintuzaw bhala parti minn valutazzjoni integrata u ghalhekk jistghu jindikaw il-livell massimu
tad-doza li ghandha tintuza fl-LLNA ewlenija: bidliet fil-funzjoni tas-sistema nervuza (ez. pil
wieqaf, atassja, roghda, u konvulzjonijiet); bidliet fl-imgiba (ez. aggressivita, bidla fl-attivita
tal-indafa, bidla sinifikanti fil-livell ta’ attivita); bidliet fit-tendenzi respiratorji (jigifieri bidliet
fil- frekwenza u fl-intensita tan-nifs bhal dispnea, nifs maqtugh, u hsejjes fil-pulmun (rales)), u
bidliet fil-konsum tal-ikel u tal-ilma. Barra minn hekk, sinjali ta’ letargija u/jew nuqqgas ta’
reazzjoni u kull sinjal kliniku iehor ta’ aktar minn ugigh jew tbatija Zghira jew momentanja,
jew tnaqqis ta’ >5 % fil-piz tal- gisem mill-ewwel Jum sas-sitt Jum, u l-imwiet ghandhom jigu
kkunsidrati fil-valutazzjoni. Annimali 1i waslu biex imutu jew annimali li jkunu vizibbilment
mugugha jew li juru sinjali ta’ tbatija kbira u persistenti ghandhom jingatlu b’mod uman (37).

Skeda ta’ sperime ntazzjoni tal-istudju e wlieni
25. L-iskeda ta’ sperimentazzjoni tal-analizi hija kif gej:
o L-ewwel Jum:

Identifika individwalment u hu nota tal-piz ta’ kull annimal u ta’ kwalunkwe
osservazzjoni klinika. Applika 25 L tad-dilwizzjoni xierqa tas-sustanza tat-
test, i-mezz wahdu, jew il-PC (simultanja jew recenti, skont il-politika tal-
laboratorju fl-ikkunsidrar tal-paragrafi 11-15), fuq il-wara ta’ kull widna.

° It-tieni u t-tielet Jum.

Irrepeti l-procedura ta’ applikazzjoni li ghamilt fl-ewwel Jum.

° Ir-raba’ u I-hames Jum.

L-ebda trattament.




° Is-sitt jum.

Hu nota tal-pizta’ kull annimal. Injetta 250 pL ta’ soluzzjonita' ilma bil-melh
ibbaferjata bil- fosfat (phosphate-buffered saline, PBS) sterili li fih 20 pCi
(7.4x10° Bq) ta’ CH)-metiltimidin ittritjat fil- grieden kollha tat-test u tal-
kontroll permezz tal- vina fid-denb. Inkella, injetta 250 pL PBS sterili li fih

2 uCi (7.4x10* Bq) ta’ '**I-jododeossiuridin u 10°M fluworodeossiuridin fil-
grieden kollha permezz tal-vina fid-denb. Hames (5) sighat wara, oqtol I-
annimali b>’mod uman. Aqta’ n-noduli limfati¢iawrikolari li jnixxu minn kull
widna tal-grieden u pprocessa flimkien fPBS ghal kull annimal (metodu
b’annimali individwali); inkella aqta’ u igbor in-noduli limfati¢i minn kull
widna 'PBS ghal kull grupp ta’ trattament (metodu bi gruppi ta’ trattament
migbura). Id-dettalji u d-djagrammi tal-identifikazzjoni u d-dissezzjoni tan-
noduli limfati¢i tinsab fir-referenza (12). Sabiex tkompli tissorvelja r-reazzjoni
lokali tal- gilda fl-istudju ewlieni, jistghu jigu inkluzi parametri ohrajn bhall-
ghoti ta’ punti ghall-eritema fil-widna jew il-kejl tal-hxuna tal-widna (miksuba
kemm permezz ta’ gejg tal-hxuna, kif ukoll permezz tad-determinazzjonijiet
tal-pizijiet bl-immarkar tal-widna fl-awtopsja) fil-protokoll tal-istudju.

It-the jjija tas-sospensjonijiet tac-celloli

26. Sospensjoni ta’ ¢ellola wahda ta’ ¢elloli tan-noduli limfati¢i (LNC) maqtugha minn
zewg nahat permezz tal-metodu b’annimali individwali jew inkella, il-metodu bi gruppi ta’
trattament migbura tithejja permezz ta’ dizaggregazzjoni mekkanika hafifa minn go garza ta’
200 micron-tal-azzar inossidabbli jew teknika accettabbli ohra ghall- generazzjoni ta’
sospensjoni ta’ ¢ellola wahda. L-LNC jinhaslu darbtejn b’eccess ta’ PBS u d-DNA jigi
sseparat b’5 % acidu trikloroacetiku (TCA) £4°C ghal 18-il siegha (3). Il-pelits jew jigu
sospizi mill-gdid £1mL TCA u trasferiti f’kunjetti ta’ xintillazzjoni li jkun fihom 10mL ta’
likwidu ta’ xintillazzjoni ghall-ghadd ta’ *H, jew trasferiti direttament ftubi ghall-ghadd tal-
gamma ghall- ghadd ta’ '*°1.

Determinazzjoni tal-proliferazzjoni ta¢-celloli (radjuattivita inkorporata)

27. L-inkorporazzjoni ta’ *H-metiltimidin titkejjel bl-ghadd ta’ xintillazzjoni p bhala
dizintegrazzjonijiet kull minuta (DPM). L-inkorporazzjoni ta’ '**I-jododeossiuridin titkejjel
bl-ghadd ta’ '*°I u hija espressa wkoll bhala DPM. Skont il-metodu uzat, kinkorporazzjoni
hija espressa bhala DPM/gurdien (metodu b’annimali individwali) jew DPM/grupp ta’
trattament (metodu bi gruppi ta’ trattament migbura).

LLNA mnaqqas

28. F’certi sitwazzjonijiet, meta jkun hemm htiega regolatorja li tkun ikkonfermata I-
previzjoni negattiva tal-potenzjal ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda, jista’ jintuza protokoll
fakultattiv ta’ rLLNA (16) (17) (18) b’ingas annimali, sakemm ikun hemm konformita mal-
ispecifikazzjonijiet l-ohrajn kollha tal-protokoll tal- LLNA f’dan it-TM. Qabel ma jigi applikat
l-approc¢ ta’ rLLNA, ghandhom jigu pprovduti gustifikazzjonijiet ¢ari u logika xjentifika
ghall-uzu tieghu. Jekk jinkiseb rizultat pozittiv jew ekwivoku, jista’ jkun mehtieg aktar
ittestjar sabiex is-sejba tigi interpretata jew icCarata.



29. It-tnaqqis fl-ghadd ta’ gruppi ta’ dozi huwa l-unika differenza bejn il-protokolli tal-
metodi tat-testjiet LLNA u rLLNA u ghal din wr-raguni FrLLNA ma tipprovdix
informazzjoni dwar id-doza u r-reazzjoni. Ghalhekk, FrLLNA ma ghandhiex tintuza meta
tkun mehtiega informazzjoni dwar id-doza u r-reazzjoni. Bhal-LLNA b’diversi dozi, il-
kon¢entrazzjoni tas-sustanza tat-test ivvalutata fl-rLLNA ghandha tkun il-kon¢entrazzjoni
massima li ma tikkawzax tossicita sistemika evidenti w/jew irritazzjoni lokali e¢c¢essiva tal-
gilda fil- gurdien (ara l-paragrafu 18).

OSSERVAZZJONUIET
Osservazzjonijiet klinici

30. Kull gurdien ghandu jkun osservat b’attenzjoni mill-inqas darba kuljum ghal
kwalunkwe sinjal kliniku, kemm ta’ irritazzjoni lokali fil-post tal-applikazzjoni jew ta’
tossicita sistemika. L-osservazzjonijiet kollha jigu rregistrati b’mod sistematiku u jinzammu
rekords ghal kull gurdien. Il-pjanijiet ta’ sorveljanza ghandhom jinkludu kriterji sabiex jigu
identifikati mill-ewwel dawk il-grieden li juru tossicita sistemika, irritazzjoni lokali e¢¢essiva
tal-gilda, jew tmermir tal-gilda ghall-ewtanazja (37).

Pizijiet tal-gisem

31. Kif iddikjarat fil-paragrafu25, il-pizijiet tal-gisem tal-annimali individwali
ghandhom jitkejlu fil-bidu tat-test u fil-qatla b’mod uman li tkun skedata.

KALKOLU TAR-RIZULTATI

32. Ir-rizultati ghal kull grupp ta’ trattament huma espressi bhala I-SI. Meta jintuza I-
metodu b’annimali individwali, I-SI jinstab billi wiehed jiddividi d-DPM/gurdien medju fkull
grupp tas-sustanza tat-test, u lgrupp PC, bid-DPM/gurdien medju ghall-grupp tas-
solvent/VC. L-SI medju ghall-VCs imbaghad ikun wiehed. Meta jintuza l-metodu bi gruppi
ta’ trattament migbura, 1-SI jinstab billi wiehed jiddividi I- inkorporazzjoni radjuattiva migbura
ghal kull grupp ta’ trattament bl- inkorporazzjoni tal- grupp VC migbur; dan jaghti ST medju.

33. Il-process ta’ de¢izjoni jqis rizultat pozittiv meta I-SI > 3. Madankollu, il-qawwa tad-
doza-reazzjoni, is-sinifikat statistiku u l-konsistenza tas-solvent/mezz u r-reazzjonijiet tal-PC
jistghu jintuzaw ukoll sabiex wiehed jiddetermina jekk rizultat marginali jigix iddikjarat
pozittiv (4)(5)(6).

34, Jekk ikun jehtieg li jigu ccarati r-rizultati miksuba, ghandhom jigu kkunsidrati d-
diversi karatteristiCi tas-sustanza tat-test, inkluz jekk ghandhiex relazzjoni strutturali ma’
sustanzi maghrufa li joholqu sensitizzazzjoni fil-gilda, jekk tikkawzax irritazzjoni lokali
eccessiva fil-gilda tal-gurdien, u n-natura tar-relazzjoni bejn id-doza u r-reazzjoni osservata.
Dawn u kunsiderazzjonijiet ohrajn huma diskussi fid-dettall f’parti ohra (7).

35. Il-gbir ta’ dejta dwar ir-radjuattivita fil-livell tal-gurdien individwali jippermetti
analizi statistika ghall-prezenza u l-grad ta’ relazzjoni bejn id-doza u r-reazzjoni fid-dejta.
Kull evalwazzjoni statistika tista’ tinkludi valutazzjoni tar-relazzjoni bejn id-doza u r-
reazzjoni kif ukoll tqabbil aggustat kif xieraq tal-gruppi tat-test (ez. grupp iddozat f'pari ma’
tqabbil ta’ VC simultanji). L-analizijiet statisti¢i jistghu jinkludu, ez regressjoni lineari jew it-
test ta’ William ghall-evalwazzjoni tat-tendenzi tad-doza u tar-reazzjoni, u t-test ta’ Dunnett
ghal tqabbil tal-pari. Meta jaghzel metodu xieraq ghall-analizi statistika, ir-ricerkatur ghandu



jkun konxju mill-inugwaljanzi possibbli tad-differenzi u problemi ohrajn relatati li jistghu
jehtiegu trasformazzjoni tad-dejta jew analizi statistika mhux parametrika. Fi kwalunkwe kaz
ir-ricerkatur jista’ jehtieg li jaghmel kalkoli tal-SI u analizijiet statisti¢i bi jew minghajr certi
punti ta’ dejta (1i xi drabi jissejhu “anomaliji” (outliers)).

DEJTA U RAPPURTAR
Dejta
36. Id-dejta ghandha titgassar ftabelli. Meta wiehed juza Imetodu b’annimali

individwali, ghandu juri l-valuri DPM tal-annimal individwali, il-medja DPM/annimal tal-
grupp, it-terminu tal-izball assocjat taghha (ez SD, SEM), u I-SI medju ghal kull grupp ta’
doza meta mgabbel mal-grupp VC simultanju. Meta jintuza I-metodu bi gruppi ta’ trattament
migbura, wiehed ghandu juri I-medja tad-DPM u I-SI medju ghal kull grupp ta’ doza mqabbel
mal-grupp VC simultanju.

Rapport tat-test
37. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi I-informazzjoni li gejja:
Sustanzi tat-test uta’ kontroll:

— dejta dwar l-identifikazzjoni (ez in-numru tal-CAS u tal-KE, jekk disponibbli;
is-sors; il-purita; -impuritajiet maghrufa; in-numru tal-lott);

— in-natura fizika u lpropretajiet fizikokimi¢i (ez. volatilita, stabbilta,
solubbilta);

— fkaz ta' tahlita, i-kompozizzjoni u l-percentwali relattivi tal-komponenti;

Solvent/mezz:
— dejta dwar l-identifikazzjoni (purita; koncentrazzjoni, fejn xieraq; il-volum
uzat);
— raguni ghall- ghazla tal-mezz;

Annimali tat-test:

is-sors tal- grieden CBA;

stat mikrobijologiku tal-annimali, meta jkun maghruf;

l-ghadd u l-eta tal-annimali;

— is-sors tal-annimali, ikkundizzjonijjiet tal-gageg, id-dieta, ecc.;

Kundizzjonijiet tat-test:

— dettalji dwar it-thejjija u lapplikazzjoni tas-sustanza tat-test;

— raguni ghall- ghazla tad-doza (inkluzi rizultati mit-test ta’ qabel l-iskrinjar, jekk
ikun sar);

— il-kon¢entrazzjonijiet tal-mezz u tas-sustanza tat-test uzati, u l-ammont totali
tas-sustanza tat-test applikata;

— dettalji dwar il-kwalita tal-ikel u tal-ilma (inkluz it-tip/is-sors tad-dieta, is-sors
tal-ilma);

— dettalji dwar l-iskedi tat-trattament u tat-tehid ta’ kampjuni;

—  metodi ta’ kejl tat-tossicita;
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kriterji li ntuzaw sabiex I-istudji jigu kkunsidrati pozittivi jew negattivi,
dettalji dwar kwalunkwe devjazzjoni mill-protokoll u spjegazzjoni dwar kif id-
devjazzjoni taffettwa d-disinn u r-rizultati tal-istudju;

Kontroll tal-affidabbilta:

Rizultati:

sommarju tar-rizultati tal-ahhar kontroll tal-affidabbilta, inkluza informazzjoni
dwar is-sustanza tat-test, il-kon¢entrazzjoni u - mezz uzat;

dejta dwar PC simultanju wjew storiku u dwar NC simultanju ghal-laboratorju
li ged jaghmel it-test;

jekk ma kienx inkluz PC simultanju, id-dejta u r-rapport tal-laboratorju ghall-
aktar PC perjodiku re¢enti u rapport li jaghti dettalji dwar id-dejta tal-PC
storiku ghal-laboratorju li jiggustifika l-bazi ghaliex ma sarx PC simultanju;

pizijiet individwali tal- grieden fil-bidu tad-dozar u mal-qatla skedata; kif ukoll
il-medja u t-terminu ta’ Zball asso¢jat (ez. SD, SEM) ghal kull grupp ta’
trattament;

ikhin tal-bidu u tas-sinjali ta’ tossicita, inkluza l-irritazzjoni tal-gilda fil-post
fejn inghatat id-doza, jekk ikun hemm, ghal kull annimal,

tabella tal-valuri DPM u tal-valuri SI ghal kull gurdien (metodu b’annimali
individwali) jew medji (metodu bi gruppi ta’ trattament migbura) ghal kull
grupp ta’ trattament;

il-medja u t-terminu ta’ zball assoc¢jat (ez. SD, SEM) ghad-DPM/gurdien ghal
kull grupp ta’ trattament u r-rizultati tal-analizi tal-anomaliji ghal kull grupp ta’
trattament meta jintuza l-metodu b’annimali individwali;

I-SI kkalkulat u kejl xieraq ta’ varjabbilta 1i jikkunsidra l-varjabbilta bejn I-
annimali kemm fis-sustanza tat-test kif ukoll fil-gruppi ta’ kontroll meta
jintuza l-metodu b’annimali individwali;

ir-relazzjoni bejn id-doza u r-reazzjoni;

analizijiet statistici, fejn xieraq;

Diskussjoni tar-rizultati:

kumment qasir dwar ir-rizultati, lanalizi tad-doza u r-reazzjoni, u analizijiet
statisti¢i, fejn xieraq, b’konkluzjoni dwar jekk is-sustanza tat-test ghandhiex
titqies li tikkawza s-sensitizzazzjoni tal- gilda.
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Appendici 1

STANDARDS TAL-PRESTAZZJONI GHALL-VALUTAZZJONI TA’ METODI TA’
TTESTJAR LLNA (LOCAL LYM PH NODE ASSAY) SIMILI JEW MODIFIKATI
GHAS-SENSITIZZAZZJONI TAL-GILDA

INTRODUZZJONI

1. L-ghan tal-Istandards tal-Prestazzjoni (Performance Standards, PS) huwa li
jikkomunikaw il-bazi li fugha I-metodita’ ttestjar, kemm ta’ spec¢jalita (jigifieri bid-dritt tal-
awtur, bil-marka kummercjali, rregistrati) kif ukoll generici jistghu jigu ddeterminati li
ghandhom bizzejjed precizjoni u affidabbilta ghal ragunijiet specificita’ ttestjar. Dawn il-PS,
ibbazati fuq metodi ta’ ttestjar validati u accettati, jistghu jintuzaw sabiex jevalwaw I-
affidabbilta u l-precizjoni ta’ metodi simili ohra (li fil-lingwagg tat-tahdit komuni jissejhu
testijiet “me-too”) i huma bbazati fuq prin¢ipji xjentific¢isimili u sabiex ikejlu jew ibassru I-
istess effett bijologiku jew tossiku (14).

2. Qabel l-adozzjoni tal-metodi modifikati (jigifieri, titjib potenzjali propost ghal metodu
ta’ ttestjar approvat), ghandu jkun hemm evalwazzjoni sabiex jigi ddeterminat l-effett tal-
bidliet proposti fuq il-prestazzjoni tat-test u sa fejn dawn il-bidliet jaffettwaw I-informazzjoni
disponibbli ghall-komponenti l-ohra tal-process ta’ validazzjoni. Skont I-ghadd u t-tip ta’
bidliet proposti, id-dejta u d-dokumentazzjoni ta’ prova ggenerati ghal dawk il-bidliet, dawn
ghandhom ikunu jew soggetti ghall-istess process ta’ validazzjonikif spjegat ghal test gdid,
jew, jekk dan ikun xieraq, ghal valutazzjoni limitata ta’ affidabbilta u rilevanza billi jintuzaw
il-PS stabbiliti (14).

3. Metodisimili jew modifikati proposti ghall-uzu f’dan it-TM (Test Method) ghandhom
jigu evalwati sabiex jigu ddeterminati l-affidabbilta u l-pre¢izjoni taghhom billi jintuzaw
sustanzi kimici li jirrapprezentaw il-firxa shiha tar-rizultati tal- LLNA. Sabiex jigi evitat -uzu
mhux nec¢essarju ta’ annimali, huwa ferm rakkomandat li l-izviluppaturi tal- mudell
jikkonsultaw lill-awtoritajiet xierqa qabel ma jibdew l-istudji ta’ validazzjoni, f’konformita
mal-PS u I- gwida pprovduti f’dan it-TM.

4. Dawn il-PS huma bbazati fuq il-PS (12) armonizzati tal- US-ICCVAM, I-EC-ECVAM
u -JaCV AM-Gappuniz, sabiex jigu vvalidati verzjonijiet simili jew modifikati tal- LLNA. I}
PS jikkonsistu fil-komponenti essenzjali tal-metodi ta’ ttestjar, is-sustanzi ta’ referenza
rakkomandati u l-istandards ghall-precizjoni u l-affidabbilta li - metodu propost ghandu jilhaq
jew jagbez.

1. Komponenti essenzjali tal-metodi ta’ ttestjar

5. Sabiex jigi zgurat li metodu tal- LLNA simili jew modifikat huwa analogu b’mod
funzjonali u mekkanistiku ghal- LLNA u jkejjel l-istess effett bijologiku, il-komponenti li
gejjin ghandhom jigu inkluzi fil-protokoll tal- metodu ta’ ttestjar:

o Is-sustanza tat-test ghandha tigi applikata b’mod topiku fuq iz-zewg widnejn tal-
gurdien;

e [l-proliferazzjoni tal-limfociti ghandha titkejjel fin-nodi limfati¢i li jkunu ged inixxu
mill-post tal-applikazzjoni tas-sustanza tat-test;
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[l-proliferazzjoni tal-limfo¢iti ghandha titkejjel waqt il-fazi ta’ induzzjoni ta’
sensitizzazzjoni tal- gilda;

Ghas-sustanzi tat-test, loghla doza maghzula ghandha tkun il-kon¢entrazzjoni
massima li ma tipprovokax tossi¢ita sistemika u/jew irritazzjoni eccessiva tal-gilda
lokali fil- gurdien. Ghal sustanzi kimi¢i ta’ referenza pozittivi, bhala minimu, l-oghla
doza ghandha tkun gholja dags il-valuri tal-EC3 (Konc¢entrazzjoni Stmata 3) tal-
LLNA tas-sustanzi kimici ta’ referenza korrispondenti (ara t-Tabella 1) minghajr ma
tigi prodotta tossicita sistemika w/jew irritazzjoni eccessiva tal-gilda lokali tal-
gurdien;

VC simultanju ghandu jigu inkluz f'kull studju u, fejn xieraq, ghandu jintuza PC
simultanju wkoll;

Ghandu jintuza minimu ta’ erba’ annimali ghal kull grupp ta’ dozi;

Tista’ tingabar dejta individwali jew inkella fi grupp dwar l-annimali.

F’kaz li ma jintlahaqx xi wiehed minn dawn il-kriterji, dawn il-PS ma jistghux jintuzaw ghall-
validazzjoni ta' metodu simili jew modifikat.

II. Lista minima ta’ sustanzi kimici ta’ referenza

6.

I1-PS (12) armonizzati tal-US-ICCVAM, - EC-ECVAM u I-JaCV AM-Gappuniz

identifikaw 18-il sustanza kimika ta’ referenza minimi li ghandhom jintuzaw u erba’ sustanzi
kimici ta’ referenza fakultattivi (jigifieri sustanzi li jew ipproducew rizultati pozittivi foloz
jew inkella negattivi foloz fl-LLNA, meta mqgabbla ma’ rizultati fuq il-bnedim u fuq fniek tal-
Indi (B.6, jew il-Linja Gwida 406 tat-Test tal-OECD) (13), u ghaldagstant, jipprovdu I-
opportunita li tintwera prestazzjoni tajba daqs I-LLNA jew ahjar) li huma inkluzi fil-PS tal-
LLNA. Il-kriterji tal- ghazla ghall-identifikazzjoni ta’ dawn is-sustanzi kimi¢ikienu:

e [l-lista ta’ referenza tas-sustanzi kimi¢i rrapprezentat it-tipi ta’ sustanzi tipikament

ittestjati ghall-potenzjal ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda u ghall-firxa ta’ reazzjonijiet li
I-LLNA kapac¢i jkejjel jew ibassar;

e Is-sustanzi kellhom strutturi kimic¢i definiti sew;

e [d-dejta tal- LLNA minn testijiet fuq hnieZer tal-Indi (jigifieri B.6; il-Linja Gwida 406

tat-Test tal-OECD) (13) u (fejn possibbli) id-dejta mill-bnedmin kienet disponibbli
ghal kull sustanza; u

e Is-sustanzikienu disponibbli minn sors kummer¢jali.

Is-sustanzi kimici ta’ referenza rakkomandati huma elenkati fit-Tabella 1. L-istudji i juzaw
is-sustanzi kimic¢i ta’ referenza proposti ghandhom jigu evalwati fil-mezz li huma elenkati
mieghu fit-Tabella 1. Fis-sitwazzjonijiet fejn sustanza elenkata ma tistax tkun disponibbli,
jistghu jintuzaw sustanzi ohra li jissodisfaw il-kriterji tal- ghazla msemmija, b’ gustifikazzjoni
adegwata.
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TABELLA 1: SUSTANZI KIMICI TA’ REFERENZA RAKKOMANDATI GHALL-PS TAL-LLNA.

Firxa LLNA LLNA
Nru tal- Form 0.5x-2.0x attwali tal- | vs. Fenek Vs.
Numru Sustanzi kimici' CAS a Mezz* EC3 %° | N* EC3 EC3 tal-Indi Bniedem

1 gﬁ‘g&iﬁ;‘%ﬁ?ﬁo ?1{‘/1'13);"“ (CMIY 2361;22_'33_'2/ Lik | DMF | 0009 | 1 | 00045-0.018 NC i+ Wt
2 DNCB 97-00-7 Sol AOO 0.049 15 0.025-0.099 0.02-0.094 +/+ +/+
3 4-Fenilendiammina 106-50-3 Sol AOO 0.11 0.055-0.22 0.07-0.16 +/+ +/+
4 Klorur tal-kobalt 7646-79-9 Sol DMSO 0.6 0.3-1.2 0.4-0.8 +/+ +/+
5 Isoewgenol 97-54-1 Lik AOO 1.5 47 0.77-3.1 0.5-3.3 ++ ++
6 2-Merkaptobenzotijazol 149-30-4 Sol DMF 1.7 1 0.85-3.4 NC ++ ++
7 Citral 5392-40-5 Lik AOO 9.2 6 4.6-18.3 5.1-13 ++ +/+
8 HCA 101-86-0 Lik AOO 9.7 21 4.8-19.5 4.4-147 +/+ +/+
9 Ewgenol 97-53-0 Lik AOO 10.1 11 5.05-20.2 49-15 +/+ +/+
10 Fenilbenzoat 93-99-2 Sol AOO 13.6 3 6.8-27.2 1.2-20 +/+ +/+
11 Alkohol ¢innamiku 104-54-1 Sol AOO 21 1 10.5-42 NC +/+ +/+
12 Urea tal-imidazolidinil 39236-46-9 Sol DMF 24 1 12-48 NC +/+ +/+
13 Metakrilat tal-metil 80-62-6 Lik AOO 90 1 45-100 NC ++ ++
14 Klorobenzen 108-90-7 Lik AOO 25 1 NA NA -/- -/*
15 Isopropanol 67-63-0 Lik AOO 50 1 NA NA -/- -/+
16 Acidu lattiku 50-21-5 Lik DMSO 25 1 NA NA -/- -/*
17 Sali¢ilat tal-metil 119-36-8 Lik AOO 20 9 NA NA -/- -/-
18 Acidu saliciliku 69-72-7 Sol AOO 25 1 NA NA -/- -/-
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Firxa LLNA LLNA
Nru tal- Form 0.5x-2.0x attwali tal- | vs. Fenek VS.
Numru Sustanzi kimici' CAS a Mezz> | EC3 %° | N* EC3 EC3 tal-Indi | Bniedem
Sustanzi fakultattivi sabiex Tintwera Prestazzjoni Mtejba Relatata mal-LLNA
19 Sodju lauril sulfat 151-21-3 Sol DMF 8.1 5 4.05-16.2 1.5-17.1 +- +/-
20 Dimetakrilat tal-etilen glikol 97-90-5 Lik MEK 28 1 14-56 NC +/- +/+
21 Ksilen 1330-20-7 Lik AOO 95.8 1 47.9-100 NC +/** +/-
22 Klorur tan-nikil 7718-54-9 Sol DMSO 5 2 NA NA -+ -/+

Tagsiriet: AOO = acetun: zejt taz-zebbuga (4:1, v/v); Nru tal-CAS = Numru tal-Chemical Abstracts Service; DM F = N .N-dimetilformammid; DM SO = dimetil sulfossidu; DNCB = 2.,4-
dinitroklorobenzen; EC3 = stima ta’ koncentrazzjoni mehtiega sabiex jigi prodott indi¢i ta’ stimolazzjoni ta’ 3; GP = rizultat tat-test fuq il-fenek tal-Indi (jigifieri B. 6 jew il-Linja Gwida 406
tat-Test tal-OECD) (13); HCA = ezil ¢innamaldeid; Lik = likwida; LLNA = rizultat tal-Analizi tan-Nodula tal-Limfa Lokali tal-grieden (jigifieri B. 42 jew il-Linja Gwida 429 tat-Test tal-
OECD) (1); MEK = metil etil keton; NA = mhux applikabbli peress li -indi¢i ta’ stimulazzjoni huwa ta’ <3; NC = mhux ikkalkolata peress li d-dejta nkisbet minn studju wiehed; Sol = solida;
Veh = mezz tat-test.

! Is-sustanzi kimi¢i ghandhom jithejjew ta’ kuljum sakemm id-dejta ta’ stabbilta ma turix l-aééettabilita tal-hzin.
2 Minhabba l-impatt potenzjali ta’ mezzi differenti fuq il-prestazzjoni tal-LLNA, ghandu jintuza l-mezz rakkomandat ghal kull sustanza kimika ta’ referenza (24) (32).
3 Tl-valur medju fejn kien hemm disponibbli aktar minn valur wiehed tal-EC3. Ghal sustanzi negattivi (jigifieri bl-indi¢i ta’ stimolazzjoni <3), hija pprovduta l-oghla koncentrazzjoni ttestjata.
4 Ghadd ta’ studji tal-LLNA li minnhom inkisbet id-dejta.
> Kummercjalment disponibbli bhala Kathon CG (Nru tal-CAS 55965-84-9), li hija tahlita ta’ 3:1 ta> CMT uMTI. Tl-konéentrazzjonijiet relattivi ta’ kull firxa ta’ komponenti minn 1.1 % sa
1.25 % (CMID) u 0.3 %sa 0.45 % M1I). [I-komp onenti inattivi huma sustanzi tal-melh tal-manjezju (21.5 % sa 24 %) u nitrat tar-ram (0.15 % sa 0.17 %), bil-formulazzjoni li jifdal ta’ 74 % sa
77 % ilma. Kathon CG hija disponibbli minnufih minghand Sigma-Aldrich u Rohm and Haas (issa, Dow Chemical Corporation).

* = Gie supponut li s-sustanza mhijiex sensitizzatur fil-bnedmin minhabba I-fatt li ma nstabu l-ebda rizultati mit-test kliniku bl-impjastri (clinical patch test), mhijiex inkluza bhala aller gen fis-
sett tat-test bl-impjastri, u ma nstabu l-ebda rapporti ta’ kazijiet ta’ sensitizzazzjoni fil-bnedmin.

** = Mhijiex disponibbli d-dejta mill-GP (fenek tal-Indi).
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II1. Standards ta’ affidabbilta u prec¢izjoni ddefiniti

7. Il-prec¢izjoni ta’ metodu LLNA simili jew modifikat ghandha tissodisfa jew tagbez dik
tal-PS tal- LLNA meta dan jigi evalwat permezz tat-18-il sustanza kimika ta’ referenza minimi
li ghandhom jintuzaw. Il-metodu I- gdid jew modifikat ghandu jirrizulta fil-klassifikazzjoni
korretta fuq il-bazi ta’ de¢izjoni ta’ “iva jew le”. Madankollu, il-metodu I- gdid jew modifikat
jista’ ma jikklassifikax b’mod korrett is-sustanzi kimici ta’ referenza minimi kollha li
ghandhom jintuzaw. Jekk, perezempju, wiehed mis-sensitizzaturi dghajfa jigi kklassifikat
hazin, tista’ titqies raguni ghall-klassifikazzjoni zbaljata u dejta addizzjonali adattata
(perezempju rizultati tat-test li jipprovdu klassifikazzjonjjiet korretti ghal sustanzi ohra
b’karatteristic¢i fizi¢i, kimici u sensitizzanti simili ghal dawk tas-sustanza kimika ta’ referenza
klassifikata hazin) sabiex tintwera prestazzjoni ekwivalenti. F’dawn i¢-¢irkostanzi, l-istatus

ta’ validazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar LLN A l-gdid jew modifikat jigi evalwat kaz b’kaz.
Riproducibbilta intralaboratorja

8. Sabiex tigi stabbilita r-riproducibbilta intralaboratorja, metodu LLNA gdid jew
modifikat ghandu jigi ezaminat billi tintuza sustanza sensitizzanti li hija karatterizzata sew fl-
LLNA. Ghaldagstant, il-PS tal-LLNA huma bbazati fuq il-varjabbilta tar-rizultati minn
testijiet ripetuti ta’ ezil ¢innamaldeid (HC A). Sabiex tigi ezaminata l-affidabbilta
intralaboratorja, il-limitu stmat ta’ kon¢entrazzjoni (ECt — treshold Estimated Concentration)
ghall- HCA ghandhom jingiebu minn erba’ okkazjonijiet separati tal-inqas b’ gimgha bejn it-
testijiet. Riproduc¢ibbilta intralaboratorja accettabbli hija indikata mill-abbilta tal-1aboratorju li
f’kull test tal- HCA jikseb il-valuri tal- ECt ta’ bejn 5 % u 20 %, li jirrapprezentaw il- firxa ta’
0.5-2.0 darbiet I-EC3 medja specifikata ghall HCA (10 %) fl-LLNA (ara t-Tabella 1).

Riproducibbilta interlaboratorja

9. Ir-riproducibbilta interlaboratorja ta’ metodu LLNA gdid jew modifikat ghandha tigi
ezaminata billi jintuzaw zewg sustanzi sensitizzanti li huma karatterizzati sew fl- LLNA. II-PS
tal-LLNA huma bbazati fuq il- varjabbilta tar-rizultati minn testijiet tal- HCA u2.,4-
dinitroklorobenzen (DNCB) f’laboratorji differenti. Il- valuri tal-ECt ghandhom jingiebu
b’mod indipendenti minn studju wiehed imwettaq tal-inqas fi tliet laboratorji separati. Sabiex
tintwera r-riproducibbilta interlaboratorja accettabbli, kull laboratorju ghandu jikseb il-valuri
tal-ECt ta’ 5 % sa 20 % ghall- HCA u ta’ 0.025 % sa 0.1 % ghad-DNCB, li jirrapprezentaw il-
medja ta’ 0.5-2.0 darbiet i-konc¢entrazzjonijiet medji tal-EC3 specifikati ghall- HCA (10 %) u
d-DNCB (0.05 %), rispettivament, fl-LLNA (ara t-Tabella 1).
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Appendici 2

DEFINIZZJONUJIET

Precizjoni: II-vicinanza tal-qbil bejn ir-rizultati tal-metodu ta’ ttestjar u l-valuri ta’ referenza
accettati. Hija mizura ta’ prestazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar u aspett wiehed ta’ rilevanza.
Spiss it-terminu jintuza b’mod alternanti ma’ “konkordanza™ sabiex ifisser il-proporzjonta’
rizultati korretti ta’ metodu ta’ ttestjar (14).

Sustanza ta’ riferiment: Sustanza sensitizzanti jew mhux sensitizzanti uzata bhala standard
ghat-tqabbil ma’ sustanza tat-test. Is-sustanza ta’ riferiment ghandu jkollha I-karatteristici li
gejjin; (1) sors(i) konsistenti u affidabbli; (ii) similarita strutturali u funzjonali ghall-klassi ta’
sustanzi li jkunu qed jigu ttestjati; (iii) karatteristici fizikokimi¢i maghrufa; (iv) dejta ta’
appogg dwar effetti maghrufa, u (v) potenza maghrufa fil-firxa ta’ rispons mixtieq.

Limitu stmat ta’ kon¢entrazzjoni (ECt): Koncentrazzjoni stmata ta’ sustanza tat-test
mehtiega sabiex jigi prodott indici ta’ stimolazzjoni li huwa indikattiv ta’ rispons pozittiv.

Konéentrazzjoni stmata ta’ tlieta (EC3): Kon¢entrazzjoni stmata ta’ sustanza tat-test
mehtiega sabiex jigi prodott indi¢i ta’ stimolazzjoni ta’ tlieta.

Negattiv falz: Sustanza tat-test identifikata hazin bhala negattiva jew mhux attiva b’metodu
ta’ ttestjar, meta fil- fatt hija pozittiva jew attiva.

Pozittiv falz: Sustanza tat-test identifikata hazin bhala pozittiva jew attiva minn test, meta fil-
fatt hija negattiva jew mhux attiva.

Periklu: [l-potenzjal ghal effett avvers ghas-sahha jew ghall-ambjent. L-effett avvers jidher
biss jekk hemm esponiment ta’ livell suffi¢jenti.

Riproducibbilta interlaboratorja: Kejl sa fejn il-laboratorji kwalifikati differenti, li juzaw I-
istess protokoll u li jittestjaw l-istess sustanzi tat-test, jistghu jipproducu rizultati li huma
simili b’mod kwalitattiv u kwantitattiv. Ir-riproducibbilta interlaboratorja hija ddeterminata
matul il-proc¢essi ta’ validazzjoni u ta’ validazzjoni minn gabel, utindika sa fejn test jista’ jigi
trasferit b’success bejn laboratorji, u tissejjah ukoll riproducibbilta bejn laboratorji (14).

Riproducibbilta intralaboratorja: Determinazzjoni ta’ kemm il-persuni kwalifikati fi hdan
l-istess laboratorju jista’ jirnexxilhom jirreplikaw ir-rizultati billi juzaw protokoll specifiku fi
zminijiet differenti. Din tissejjah ukoll riprodu¢ibbilta fi hdan il-laboratorju (14).

Test “me-too”: Espressjoni li tinghad fit-tahdit komuni ghal metodu ta’ ttestjar li huwa
strutturalment u funzjonalment simili ghal metodu ta’ ttestjar ta’ referenza validat u accettat.
Metodu ta’ ttestjar bhal dan ikun kandidat ghal validazzjoni rapida (“catch-up validation”).
Jintuza b’mod alternanti ma’ metodu ta’ ttestjar simili (14).

Outlier: Outlier hija osservazzjoni li hija mmarkata differenti minn valuri ohra fkampjun
aleatorju minn popolazzjoni.

Standards ta’ Prestazzjoni (PS): Standards, ibbazati fuq metodu ta’ ttestjar validu, li
jipprovdu bazi ghall-evalwazzjoni tal-komparabbilta ta’ metodu ta’ ttestjar propost li huwa
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simili b’mod funzjonali u mekkanistiku. Hemm inkluzi; (i) komponenti essenzjali tal-metodi
ta’ ttestjar; (ii) lista minima ta’ Sustanzi Kimic¢i ta’ Referenza maghzula minn fost is-sustanzi
kimic¢i uzati sabiex tintwera l-prestazzjoni accettabbli tal-metodu ta’ ttestjar validat; u (iii) il-
livelli simili ta’ precizjoni u affidabbilta, ibbazati fuq x’inkiseb ghall-metodu ta’ ttestjar
validat, li F metodu ta’ ttestjar propost ghandu juri meta jigi evalwat billi tintuza I-lista minima
ta’ Sustanzi Kimici ta’ Referenza (14).

Metodu ta’ ttestjar ta’ specjalita: Metodu ta’ ttestjar li - manifattura u d-distribuzzjoni
tieghu huma ristretti minn privattivi, drittijiet tal-awtur, marki kummercjali, ec¢.

Garanzija tal-kwalita: Process ta’ gestjoni li skontu jigu vvalutati l-aderenza mal-istandards
ta’ ttestjar tal-laboratorji, ir-rekwiziti u l-pro¢eduri ta’ zamma tar-rekords u l-pre¢izjoni tat-
trasferiment tad-dejta minn individwi li huma indipendenti minn dawk li jwettqu I-ittestjar.

Sustanzi kimi¢i ta’ referenza: Sustanzi kimi¢i maghzula ghall-uzu fil-process ta’
validazzjoni, li ghalihom huma diga maghrufa r-reazzjonijiet fis-sistema ta’ ttestjar ta’
referenza in vitro jew in vivo jew l-ispecita’ interess. Dawn is-sustanzi kimi¢i ghandhom
ikunu rapprezentanti tal-klassijiet ta’ sustanzi kimi¢i li ghalihom huwa mistenni jintuza I-
metodu ta’ ttestjar, u dawn ghandhom jirrapprezentaw il- firxa shiha ta’ reazzjonijiet li jistghu
jkunu mistennija mis-sustanzi kimici li ghalihom huwa mistenni li jintuza dan il-metodu ta’
ttestjar, minn qawwija, ghal dghajfa, sa negattivi. Settijiet differentita’ sustanzi kimici ta’
referenza jistghu jkunu mehtiega ghall-istadji differenti tal-process ta’ validazzjoni, u ghal
metodi ta’ ttestjar u uzi tat-testijiet differenti (14).

Rilevanza: Deskrizzjoni tar-relazzjoni tat-test ghall-effett ta’ interess u jekk huwiex
sinifikanti u utli ghal skop partikolari. Din tiddetermina kemm it-test ghandu I-hila jkejjel jew
ibassar b’mod korrett l-effett bijologiku ta’ interess. Ir-rilevanza tinkorpora l-konsiderazzjoni
tal-precizjon (konkordanza) ta’ metodu ta’ ttestjar (14).

Affidabbilta: Kejl 1i jiddetermina kemm il-metodu ta’ ttestjar jista’ jitwettaq b’mod
riproducibbli fi hdan ubejn il-laboratorji maz-zmien, meta dan jitwettaq billi jintuza l-istess
protokoll. Din hija ezaminata billi tigi kkalkolata r-riproducibbilta intralaboratorja u dik
interlaboratorja (14).

Sensitizzazzjoni tal-gilda: Process immunologiku li jitfacca meta individwu suxxettibbli
jkun espost b’mod topiku ghal allergen kimiku induttur, 1i jipprovoka rispons immuni fil- gilda
li jista’ ywassal ghall-izvilupp ta’ sensitizzazzjoni mal-kuntatt.

Indiéi ta’ Stimolazzjoni (SI): Valur kkalkolat sabiex jezamina l-potenzjal ta’
sensitizzazzjoni tal- gilda ta’ sustanza tat-test 1i huwa l-proporzjon tal-proliferazzjoni fil-
gruppi ttrattati ghal dik fil- grupp ta’ kontroll ta’ mezz simultanju.

Sustanza tat-test (li hija msemmija wkoll sustanza kimika tat-test): Kwalunkwe sustanza
jew tahlita ttestjata billi jintuza dan it-TM.

Metodu ta’ ttestjar validat: Metodu ta’ ttestjar li ghalih tlestew studji ta’ validazzjoni sabiex
jigu ddeterminati r-rilevanza (inkluza l-precizjoni) u l-affidabbilta ghal skop spec¢ifiku. Huwa
importanti li jigi osservat li metodu ta’ ttestjar validat jista’ ma jkollux prestazzjoni suffi¢jenti
f’termini ta’ precizjoni u affidabbilta sabiex jitqies accettabbli ghall-iskop propost (14).”
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2. [-Kapitolu B.46 huwa mibdul b’li gej:

“B.46 Irritazzjoni tal-Gilda In Vitro: Metodu ta’ Ttestjar tal-Epidermide Umana
Rikostruwita

INTRODUZZJONI

1. Irritazzjoni tal-gilda tirreferi ghall-produzzjoni ta’ hsara riversibbli fil- gilda wara I-
applikazzjoni ta’ sustanza kimika tat-test ghal massimu ta’ 4 sighat [kif iddefinit mis-Sistema
Globalment Armonizzata tal-Klassifikazzjoni u I-Ittikettar ta' Sustanzi Kimic¢i (GHS -
Globally Harmonized System of Classification and Labelling of Chemicals) tan-Nazzjonjjiet
Uniti (NU) u mir-Regolament (KE) Nru 1272/2008 tal-Parlament Ewropew u tal-Kunsill tas-
16 ta’ Dicembru 2008 dwar il-klassifikazzjoni, I-ittikkettar u l-imballagg tas-sustanzi u t-
tahlitiet (1)(3)]. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar (TM) jipprovdi proc¢edura in vitro litista’ tintuza
ghall-identifikazzjoni tal-periklu ta’ sustanzi kimi¢i irritanti (sustanzi u tahlitiet) f’konformita
mal-GHS tan-NU u -Kategorija 2 tas-CLP tal-UE (1) (2) (3). FI-UE u f’regjuni ohra, li ma
adottawx i-Kategorija 3 (sustanzi irritanti minuri) tal-GHS tan-NU, dan it-TM jista’ jintuza
wkoll sabiex jidentifika sustanzi kimi¢i mhux klassifikati, jigifieri dawk ta’ “L-Ebda
Kategorjja” fil- GHS tan-NU u fis-CLP tal-UE (1)(3). Dan it-TM jista’ jintuza sabiex
jiddetermina l-irritazzjoni fuq il- gilda tas-sustanzi kimic¢ibhala test sostitut wahdieni ghall-
ittestjar ta’ irritazzjoni tal-gilda in vivo fi hdan strategija ta’ ttestjar imtarrga (il-Kapitolu4 u I-
Kapitolu B.4 f'dan I- Anness).

2. Generalment, il-valutazzjoni tal-irritazzjoni tal-gilda kienet tinvolvi l-uzu tal-
annimali tal-laboratorju [il-Linja Gwida 404 tat-Test talOECD; il-Kapitolu B.4 fdan |-
Anness] (4). Fir-rigward tal-kwistjonijiet relatati mal-benesseri tal-annimali, i-B.4 gie rivedut
f1-12004 u sar jippermetti li tigi ddeterminata lkorruzjoni/irritazzjoni tal-gilda billi tigi
applikata strategija ta’ ttestjar imtarrga, billi jintuzaw metodi ta’ ttestjar in vitro jew ex vivo, u
ghalhekk jigu evitati l-ugigh u t-tbatija tal-annimali. Tliet metodi ta’ ttestjar in vitro validati
gew adottati bhala Linji Gwida 430, 431 u 435 (5) (6) (7) tat-Test tallOECD u tnejn minnhom
bhala -Kapitoli B.40 u B.40bis ta’ dan I- Anness, li ghandhom jintuzaw ghall-parti korruziva
tal-istrategija ta’ ttestjar imtarrga tal-B.4 jew tal-Linja Gwida (4) tat-Test tall OECD.

3. Dan it-TM jindirizza l-irritazzjoni tal-gilda tal-punt tat-tmiem tas-sahha umana.
Huwa bbazat fuq epidermide umana rikostruwita (RhE - Reconstructed human Epidermis), li
fid-disinn globali taghha (l-uzu tal-keratinoc¢iti mhux trasformati mnissla mill-epidermide
umana bhala sors ta¢-¢elloli u l-uzu ta’ tessut u ¢itoarkitettura rapprezentattivi) tixbah hafna
lill-karatteristici bijokimi¢i u fizjologici tas-saffi tal-wic¢ tal-gilda umana, jigifieri |-
epidermide. Dan it-TM jinkludi wkoll sett ta’ Standards ta’ Prestazzjoni (Appendici 2) ghall-
valutazzjoni ta’ metodi simili u modifikati bbazati fuq -RhE Zviluppati mill-EC-ECVAM
(European Centre for the Validation of Alternative Methods) (8), fkonformita mal-prin¢ipji
tad-Dokument ta’ Gwida Nru 34 tal-OECD (9).

4. Hemm tliet metodi validati li jaderixxu ma’ dan it-TM. L-istudji ta’ prevalidazzjoni,
l-ottimizzazzjoni u lvalidazzjoni tlestew ghal metodu in vitro (10) (11) (12) (13) (14) (15)
(16) (17) (18) (19) (20), i juzaw mudell tal-RhE, disponibbli kummerc¢jalment bhala
EpiSkin™ (iddezinjat il-Metodu ta’ Referenza Validat — VRM - Validated Reference
Method). Zewg metodi ohra tal-RhE kummeré¢jalment disponibbli ta’ irritazzjoni tal-gilda in
vitro wrew rizultati simili ghal-VRM skont il-validazzjoni bbazata fuq il-PS (21), u dawn
huma l-metodi ta’ EpiDerm™ SIT (EPI-200) u ta’ SkinEthic™ RHE (22).
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5. Qabel ma jkun jista’ jintuza metodu RhE in vitro simili jew modifikat propost ghajr il-
metodi tal-RHE ta’ VRM, ta’ EpiDerm™ SIT (EPI-200) jew ta’ SkinEthic™ RHE ghal
skopijiet regolatorji, ghandhom jigu stabbiliti l-affidabbilta, ir-rilevanza (prec¢izjoni) u -
limitazzjonijiet tieghu ghall-uzu mahsub sabiex jigi zgurat li dan jista’ jitqies bhala wiched
simili ghal dak tal-VRM, skont ir-rekwiziti tal-PS stabbiliti fdan it- TM (Appendici 2). Barra
minn hekk, huwa rakkomandat li jigi kkonsultat id-Dokument ta’ Sfond ta’ Spjegazzjoni tal-
OECD dwar l-ittestjar ta’ irritazzjoni tal- gilda in vitro qabel l-izvilupp u l-validazzjoni ta’
metodu RhE in vitro simili jew modifikat u gabel ma dan jigi sottomess ghal adozzjoni
regolatorja (23).

DEFINIZZJONIJIET
6. Id-definizzjonijiet uzati huma pprovduti fl-Appendici 1.

KUNSIDERAZZJONUJIET INIZJALI U LIMITAZZJONIJIET

7. Limitazzjoni tat-TM, kif muri mill-istudju ta’ validazzjoni (16), huwa li dan ma
jippermettix il-klassifikazzjoni ta’ sustanzi kimi¢i ghall-Kategorija 3 (sustanzi irritanti minuri)
fakultattiva tal-GHS tan-NU (1). Meta jintuza bhala test sostitut parzjali, jista’ jkun mehtieg
ittestjar in vivo ta’ segwitu sabiex jigi karatterizzat il-potenzjal shih ta’ irritazzjoni tal- gilda
(i-Kapitolu 4 u FKapitolu B.4 ta’ dan I Anness). Huwa rikonoxxut li Fuzu ta’ gilda umana
huwa soggett ghal kunsiderazzjonijiet u kundizzjonijiet eti¢ci nazzjonali u internazzjonali.

8. Dan it-TM jindirizza l-komponent ta’ irritazzjoni tal- gilda in vitro tal-istrategija ta’
ttestjar imtarrga tal-B.4 (Il-Linja Gwida 404 tat-Test tallOECD) dwar I-irritazzjoni/il-
korruzjoni dermali (4). Filwaqt li dan it-TM ma jipprovdix informazzjoni adegwata dwar il-
korruzjoni tal-gilda, ghandu jigi nnotat li -B.40 bis (Linja Gwida 431 tat-Test tallOECD)
dwar il-korruzjoni tal-gilda huwa bbazat fuq l-istess sistema ta’ ttestjar tal-RhE, ghad 1i juza
protokoll iehor (il-Kapitolu B.40 bis). Dan il-metodu huwa bbazat fuq il-mudelli tal-RhE billi
jintuzaw keratinoc¢iti umani, li ghaldagstant jirrapprezenta b’mod in vitro l-organu fil-mira tal-
ispec¢i ta’ interess. Barra minn hekk, dan ikopri direttament il-pass inizjali tal-
katina/mekkanizmu infjammatorja/u tal-azzjoni (hsara lic-celloli u lit-tessut li tirrizulta fi
trawma lokalizzata) li ssehh/jsehh waqt l-irritazzjoni in vivo. Giet ittestjata firxa wiesgha ta’
sustanzi kimici fil-validazzjoni li hija l-bazi ta’ dan it-TM u lbazi ta’ dejta empirika tal-
istudjuta’ validazzjoni kienet tammonta ghal total ta’ 58 sustanza kimika (16)(18)(23). Huwa
applikabbli ghal solidi, likwidi, semisolidi u xama’. Il-likwidi jistghu jkunu milwiema jew
mhux milwiema; is-solidi jistghu jkunu jinhallu jew ma jinhallux fl-ilma. Kull meta dan kun
possibbli, is-solidi ghandhom jintahnu fi trab fin gqabel l-applikazzoni; mhuwa mehtieg l-ebda
trattament minn gabel tal-kampjun. Il-gassijiet u l-aerosols ghadhom ma gewx ezaminati fi
studju ta’ validazzjoni (24). Filwaqt li huwa mithum li dawn jistghu jigu ttestjati billi tintuza
t-teknologija tal-RhE, it-TM attwali ma jippermettix l-ittestjar ta’ gassijiet u aerosols. Ghandu
Jigi nnotat ukoll Ii sustanzi kimi¢i ferm ikkuluriti jistghu jinterferixxu mal-kejl tal-vijabbilta
tac-cellola u jehtiegu l-uzu ta’ kontrolli adattati ghal korrezzjonijiet (ara l-paragrafi 24-26).

9. Sessjoni wahda ta’ ttestjar maghmula minn tliet tessuti replikati ghandha tkun
bizzejjed ghal sustanza kimika tat-test meta Il-klassifikazzjoni tkun inekwivokabbli.
Madankollu, f’kazijiet ta’ rizultati li joqorbu hafna lejn il-limitu, bhal perezempju kejl replikat
mhux konkordanti u/jew viabbilta tal-percentwal medju daqs 50+ 5 %, ghandha tigi
kkunsidrata t-tieni sessjoni, kif ukoll it-tielet wahda f’kaz ta’ rizultati mhux konkordanti bejn
l-ewwel Zewg sessjonijiet.
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PRINCIPJU TAT-TEST

10. Is-sustanza kimika tat-test hija applikata b’mod topiku ghal mudell tal-RhE
tridimensjonali, ifformata minn keratino¢iti mhux trasformati mnissla mill-epidermide umana,
li ffurmaw ruhhom f'mudell b’diversi saffi, ferm differenzjat ta’ epidermide umana. Din
tikkonsisti f'saff tal-qiegh, saff spinuz u saff granulari organizzati, u stratum corneum
b’diversi saffi li jkun fih saffi lipidi lamellari inter¢ellolari li jirrapprezentaw il-klassijiet lipidi
ewlenin b’mod analogu ghal dawk i jinstabu in vivo.

11. Irritazzjoni tal- gilda pprovokata minn sustanzi kimici, murija permezz ta’ eritema u
edema, hija r-rizultat ta’ katina ta’ avvenimenti li bdew mill-penetrazzjoni tal-istratum
corneum u khsara lis-saffi ta’ taht il-keratinociti. Il-keratinociti li jkunu qed imutu jirrilaxxaw
medjaturi li jibdew il-katina inflammatorja li jagixxu fuq i¢-Celloli fid-dermis, b’mod
partikolari ¢-¢elloli stromali u endoteljali. Hija d-dilatazzjoni u l-permeabilita akbar tac-celloli
endoteljali li jipproducu l-eritema u l-edema osservati (24). [l-metodi bbazati fuq I-RhE jkejlu
l-avvenimenti tal-bidu tal-katina.

12. Il-vijabbilta tac-celloli fi-mudelli tal-RhE titkejjel minn konverzjoni enzimatika tal-
kulur vitali MTT [3-(4,5-Dimetiltijazol-2-1il)-2,5-bromur tad-difeniltetrazolju, Thiazoljl blu;
numru tal-CAS 298-93-1 fmelh formazan blu li huwa mkejjel b’mod kwantitattiv wara I
estrazzjoni mit-tessuti (25). Sustanzi kimi¢i huma identifikati mill-abbilta taghhom li jnagqsu
l-vijabbilta tac-cellola taht il-livelli massimi definiti (jigifieri < 50 %, ghall-GHS tan-NU/
Kategorija 2 tas-CLP tal-UE). Skont il-qafas regolatorju li fih jintuzaw ir-rizultati ta’ dan it-
TM, is-sustanzi kimici li jipproducu vijabbiltajiet tac-cellola oghla mil-livell massimu definit,
jistghu jitqiesu bhala mhux irritanti (jigifieri> 50 %, L-Ebda Kategorija).

WIRI TAL-PROFICJENZA

13. Qabel l-uzu ta’ rutina ta’ kwalunkwe mit-tliet metodi validati li jaderixxu ma’ dan it-
TM, il-laboratorji ghandhom juru profi¢jenza teknika, billi juzaw I- ghaxar Sustanzi Kimici ta’
Referenza elenkati fit-Tabella 1. Ghal metodi simili Zviluppati skont dan it-TM jew ghal
modifiki ta’ kwalunkwe mit-tliet metodi validati, ghandhom jigu ssodisfati r-rekwiziti tal-PS
spjegati fl-Appendi¢i 2 ta’ dan it- TM gabel ma jintuza l-metodu ghall-ittestjar regolatorju.

14. Bhala parti mill-eZer¢izzju tal-profi¢jenza, huwa rrakkomandat li l-utent jivverifika
l-karatteristici ta’ protezzjoni tat-tessuti wara li dawn jigu ricevuti kif spe¢ifikat mill-produttur
tal-mudell tal-RhE. Dan huwa ta’ importanza partikolari jekk it-tessuti jintbaghtu minn
distanzi twal jew jekk idumu biex jaslu. Ladarba metodu jkun gie stabbilit b’suc¢cess u tkun
intweriet proficjenza fl-uzu tieghu, verifika bhal din ma ghandhiex tkun mehtiega fuq bazi ta’
rutina. Madankollu, meta jintuza metodu b’rutina, huwa rrakkomandat li jibqghu jigu
vvalutati FkaratteristiCi ta’ protezzjoni f intervalli regolari.
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Tabella 1: Sustanzi K imi¢i ta’ Referenza'

Sustanza Kimika Nru tal- Rizultat Stat fiziku GHS tan-
CAS in vivo' NU/Kategorija tas-
CLP tal-UE
acidu naftilacetiku 86-87-3 0 Solidu L-ebda Kat.
isopropanol 67-63-0 0.3 Likwidu L-ebda Kat.
stearate tal- metil 112-61-8 1 Solidu L-ebda Kat.
1.7 Likwidu L-ebda Kat.
(Kat. 3
butirat tal-ettil 5870-93-9 fakultattiva)>*
2 Likwidu L-ebda Kat.
(Kat. 3
salicilat tal-ezil 6259-76-3 fakultattiva)**
¢iklamen tal-aldeid 103-95-7 2.3 Likwidu Kat. 2
1-bromoezan 111-25-1 2.7 Likwidu Kat. 2
idrossidu tal-potassju (5% 3 Likwidu Kat. 2
soluzzjoni milwiema) 1310-58-3
1-metil-3-fenil-1- 5271-27-2 33 Solidu Kat. 2
piperazina
Ettanal 111-71-7 34 Likwidu Kat. 2

' Dawn is-Sustanzi Kimi¢i ta’ Referenza huma sottosett tas-Sustanzi Kimi¢i ta’ Referenza uzati fl-
istudju ta’ validazzjoni.

* Ir-rizultat in vivo skont i-B.4 u FLinja Gwida 404 tat-Test taOECD (4).

* Taht dan i-Metodu ta’ Ttestjar, i-Kategorija 3 (irritanti minuri) fakultattiva tal-GHS tan-NU (1) hija
meqjusa bhala L-Ebda Kategorija.

*Il-Kategorija 3 fakultattiva tal-GHS tan-NU mhijiex applikabbli skont is-CLP tal-UE.

PROCEDURA

15. Din li gejja hija deskrizzjoni tal-komponenti u l-proceduri ta’ metodu tal-RhE ghal
ezami ta’ irritazzjoni tal-gilda. Mudell tal-RhE ghandu jigi rikostruwit, u jista’ jithejja mill-
persunal impjegat jew inkella miksub b’mod kummer¢jali. Hemm disponibbli proc¢eduri
Standard ta’ Operat (SOPs - Standard Operating Procedures) ghal EpiSkin™, EpiDerm™ SIT
(EPI-200) u SkinEthic™ RHE (26)(27)(28). L-ittestjar ghandu jitwettaq skont dawn li gejjin:

Komponenti tal-METODU TA’ TTESTJAR tal-RHE
Kundizzjonijiet generali

16. Keratino¢iti umani mhux trasformati ghandhom jintuzaw sabiex jergghu jibnu I-
epitelju. Is-safti multipli ta’ ¢elloli epitelji vijabbli (saff tal-qiegh, stratum spinosum, stratum
granulosum) ghandhom ikunu prezenti taht stratum corneum funzjonali. L-istratum corneum
ghandu jkollu saffi multipli i jkun fihom il-profil lipidu essenzjali sabiex jipproducu
protezzjoni funzjonali robusta sabiex tirrezisti l-penetrazzjoni rapida ta’ sustanzi kimici
markaturi ¢itotossici, perezempju dode¢ilsulfat tas-sodju (SDS - Sodium Dodecyl Sulphate)
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jew Triton X-100. Il-funzjoni ta’ protezzjoni ghandha tintwera u tista’ tigi ezaminata jew
permezz ta’ determinazzjoni tal-kon¢entrazzjoni li fiha s-sustanza kimika markatrici tnaqqas
il-vijabbilta tat-tessuti b’50 % (ICsp) wara hin ta’ esponiment fiss, jew permezz ta’
determinazzjoni tal-hin ta’ esponiment mehtieg sabiex il-vijabbilta tac¢-cellola titnagqas
b’50% (ETs0) wara l-applikazzjoni tas-sustanza kimika markatri¢i b’kon¢entrazzjoni specifika
u fissa. Il-karatteristici ta’ trazzin tal-mudell tal-RhE ghandhom iwaqqfu l-passagg ta’
materjal madwar l-istratum corneum ghat-tessut vijabbli, i nkella jwassal ghal immudellar ta’
livell baxx talesponiment tal-gilda. Il-mudell tal-RhE ghandu jkun hieles minn
kontaminazzjoni minn batterji, vajrusijiet, majkoplasma, jew fungi.

Kundizzjonijiet funzjonali
Vijabbilta

17. L-analizi uzata ghad-determinazzjoni tad-daqgs tal-vyjabbilta hija l-analizi takMTT
(25). L-utenti tal-mudell tal-RhE ghandhom jizguraw li kull lott mill-mudell tal-RhE uzat
jissodisfa l-kriterji definiti ghall-kontroll negattiv (NC - Negative Control). Id-densita ottika
(OD - Optical Density) tas-solvent ta’ estrazzjoni wahedha ghandha tkun zghira bizzejjed,
jigifieri OD <0.1. Firxa ta’ accettabilita (l-oghla limitu jew il-limitu inferjuri) ghall-valuri tal-
OD ta’ kontroll negattiv (fikkundizzjonijiet tal-Metodu ta’ Ttestjar ta’ Irritazzjoni tal-Gilda)
hija stabbilita mill-izviluppatur/fornitur tal-mudell tal-RhE, u I-firxiet ta’ accettabilita ghat-
tliet metodi validati huma pprovduti fit- Tabella 2. Ghandu jigi dokumentat li t-tessuti ttrattati
bl-NC huma stabbli fil-kultura (jipprovdu kejl tal-vijabbilta simili) sakemm idum il-perjodu
tat-test ta’ esponiment.

Tabella 2: Firxiet ta’ ac¢ettabilita ghall-valuri negattivi tal-OD ta’ kontroll

Limitu inferjuri ta’ L-oghla limitu ta’
accettabilita accettabilita
EpiSkin"™ (SM) >0.6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) >1.0 <25
SkinEthic™ RHE >1.2 <25
Funzjoni ta’ protezzjoni
18. L-istratum corneum u lkompozizzjoni lipida tieghu ghandhom ikunu bizzejjed

sabiex jirrezistu l-penetrazzjoni rapida tas-sustanzi kimi¢i markaturi ¢itotossici, ezempju SDS
jew Triton X-100, kif stmat minn ICso jew ETso (Tabella 3).

Morfologija

19. Ghandu jitwettaq ezami istologiku tal-mudell tal-RhE i juri struttura li tixbah lill-
epidermide umana (inkluz l-istratum corneum b’safti multipli).

Riproducibbilta

20. Ir-rizultati tas-sustanza kimika ta’ kontroll pozittiv (PC — Positive Control) u I-

kontrolli negattivi (NC) tal-metodu ta’ ttestjar ghandhom juru riproduc¢ibbiltd maz-zmien.
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Kontroll tal-kwalita (QC — Quality Control)

21. L-izviluppatur/il- fornitur tal-mudell tal-RhE ghandu jizgura u juri li kull lott mill-
mudell tal-RhE uzat jissodisfa l-kriterji tat-tnedija tal-produzzjoni definiti, fosthom dawk
ghall-vijabbilta (paragratu17), il-funzjoni ta’ protezzjoni (paragratul8) u l-morfologija
(paragrafu 19) huma l-aktar rilevanti. Din id-dejta ghandha tigi pprovduta lill-utenti tal-
metodu, sabiex ikunu jistghu jinkludu din l-informazzjoni fir-rapport tat-test. Firxa ta’
accettabilita (l-oghla limitu jew il-limitu inferjuri) ghall-ICso jew ghall-ETsy ghandhom jigu
stabbiliti mill-izviluppatur/fornitur tal-mudell tal-RhE (jew l-investigatur meta jintuza |-
mudell imfassal mill-persunal imhaddem). Dawk ir-rizultati li huma prodotti b’tessuti
kkwalifikati biss jistghu jigu accettati ghal tbassir affidabbli ta’ klassifikazzjoni ta’
irritazzjoni. Bhal perezempju, il-firxiet ta’ accettabilita ghat-tliet metodi validati huma
pprovduti fit- Tabella 3.

Tabella 3: Ezempji ta’ kriterji tal-QC ta’ rilaxx tal-lott

Limitu inferjuri ta’ L-oghla limitu ta’

accettabilita accettabilita
EpiSkin™ (SM) ICso = 1.0 mg/ml ICs0 = 3.0 mg/ml
(trattament ta’ 18-il siegha b’
SDS)(26)
EpiDerm™ SIT (EPI-200) ETso =4.8 hr ETso =8.7 hr
(1% Triton X-100)(27)
SkinEthic™ RHE ETso =4.0 hr ETso =9.0 hr
(1% Triton X-100)(28)

Applikazzjoni tas-Sustanzi Kimici tat-Test u ta’ Kontroll

22. Tal-ingas ghandhom jintuzaw tliet repliki ghal kull sustanza kimika tat-test u ghall-
kontrolli fkull sessjoni. Ghal-likwidi kif ukoll ghas-solidi, ghandu jigi applikat ammont
sufficjenti ta’ sustanza kimika tat-test sabiex ikopri b’mod uniformi lwic¢ tal-epidermide
filwaqt li tigi evitata doza infinita, jigifieri ghandu jintuza minimu ta’ 25 pL/cm’ jew
25 mg/en?’. Ghal solidi, il-wic¢ talepidermide ghandu jixxarrab b’ilma dejonizzat jew
distillat gqabel l-applikazzjoni, sabiex jitjieb il-kuntatt bejn is-sustanza kimika tat-test u l-wic¢
tal-epidermide. Kull meta dan ikun possibbli, is-solidi ghandhom jigu ttestjati bhala trab fin.
Fi tmiem il-perjodu ta’ esponiment, is-sustanza kimika tat-test ghandha tinhasel bir-reqqa
mill-wic¢ tal-epidermide b’bafer milwiem, jew b’0.9 % NaCl Skont liema wiehed mit-tliet
metodi tal-RhE validati jintuza, il-perjodu ta’ esponiment ivarja bejn 15-i minuta u 60
minuta, u t-temperatura ta’ inkubazzjoni bejn 20 u 37°C. Dawn il-perjodi u t-temperaturi ta’
esponiment huma ottimizzati ghal kull metodu tal-RhE u jirrapprezentaw karatteristici
intrinsi¢i differenti tal-metodi, izda ghad-dettalji ara I-Pro¢eduri Standard ta’ Operazzjoni
(SOPs) ghall-metodi (26)(27)(28).

23. F’kull sessjoni ghandhom jintuzaw NC u PC simultanji sabiex juru li l-vijabbilta

(mal-NC), il-funzjoni ta’ protezzjoni u s-sensittivita tat-tessut li tirrizulta (mal-PC) tat-tessuti
huma fi hdan firxa ta’ accettabilita storika definita. II-PC issuggerit huwa ta’ SDS 5 %
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milwiemi. Is-sustanzi kimi¢i tal-NC huma ilma jew ilma bil-melh ibbaferjat bil-fosfat (PBS -
Phosphate Buffered Saline).

Kejl tal-Vijabbilta tac-Celloli

24, L-aktar element importanti tal-procedura tat-test huwa li I-kejl tal-vijabbilta ma jsirx
immedjatament wara l-esponiment ghas-sustanzi kimi¢i tat-test, izda wara perjodu, ta’
inkubazzjoni ta’ wara t-trattament tat-tessuti mlahalha fmezz gdid, twil bizzejjed. Dan il-
perjodu jippermetti kemm lirkupru minn effetti citotossi¢ci dghajfa kif ukoll il
manifestazzjoni tal-effetti ¢itotossici b’mod car. Il-fazi ta’ ottimizzazzjoni tat-test (11) (12)
(13) (14) (15) uriet li perjodu ta’ inkubazzjoni ta’ 42 siegha wara t-trattament kien wiehed
ottimali.

25. L-analizi MTT hija metodu kwantitattiv validat li ghandu jintuza sabiex ikejjel il-
vijabbilta ta¢-cellola taht dan it-TM. Hija kompatibbli maluzu fbini ta’ tessut
tridimensjonali. Il-kampjun tat-tessut jitqieghed fsoluzzjoni MTT b’koncentrazzjoni xierqa
(ezempju 0.3 - 1 mg/mL) ghal 3 sighat. Imbaghad, il-prodott fromazan blu pre¢ipitat jigi
estratt mit-tessut billi jintuza solvent (ezempju isopropanol, isopropanol ac¢iduz), u I-
kon¢entrazzjoni tal- formazan titkejjel billi tigi determinata I-OD ta’ 570 nm billi jintuza filtru
ta’ faxx ta’ frekwenza ta’ massimu ta’ + 30 nm.

26. Il-karatteristi¢i otti¢i tas-sustanza kimika ta’ ttestjar jew l-azzjoni kimika taghha fuq
I-MTT jistghu jinterferixxu mal-analizi u dan iwassal ghal stima falza tal- vijabbilta (ghax is-
sustanza kimika tat-test tista’ tipprevjeni jew tregga’ lura l-generazzjoni tal-kulur kif ukoll
tikkawzaha). Dan jista’ jsehh meta sustanza kimika tat-test specifika ma titnehhiex
kompletament mit-tessut bi tlahlih jew meta din tippenetra l-epidermide. Jekk sustanza kimika
tat-test tagixxi direttament fuq FMTT (tnaqqas -MTT), ikollha kulur naturali, jew issir
ikkulurita matul it-trattament tat-tessut, ghandhom jintuzaw kontrolli addizzjonali sabiex jigu
identifikati u kkoreguti l-interferenzi tas-sustanzi kimic¢i tat-test mat-teknika ta’ kejl tal-
vijabbilta. Spjegazzjoni dettaljata dwar kif ghandhom jigu kkoreguti tnaqqis u interferenzi
diretti tall MTT permezz ta’ agenti li jaghtu l-kulur hija disponibbli f-SOPs ghat-tliet metodi
validati (26)(27)(28).

Kriterji ta’ accettabilita

27. Ghal kull metodu li juza lottijiet tal-mudell tal-RhE validi (ara lparagrafu 21), it-
tessuti ttrattati bl-NC ghandhom jimmanifestaw OD Ii tirrefletti l-kwalita tat-tessuti li segwew
il-passi ta’ kunsinna u ricevuta u l-proc¢essi kollha tal-protokoll. Valuri ta’ kontroll talFOD ma
ghandhomx ikunu aktar baxxi mil-limiti storikament stabbiliti. B’'mod simili, it-tessuti ttrattati
bil-PC, jigifieri SDS 5 % milwiema, ghandhom jirreflettu l-abbilta taghhom li jirreagixxu ghal
sustanza kimika irritanti taht il-kundizzjonijiet tat-TM (26) (27) (28). Ghandhom jigu ddefiniti
l-mizuri assoc¢jati u adattati ta’ varjabbilta bejn ir-repliki tat-tessuti (ezempju jekk jintuzaw
devjazzjonijiet standard (SD - Standard Deviations) dawn ghandhom ikunu fi hdan l-intervall
ta’ tolleranza unilaterali ta’ 95 % ikkalkolat mid-dejta storika; ghall-SD tal- VRM < 18 %)).

Interpretazzjoni tal-Mudell tar-Rizultati u Thassir

28. [l-valuri tal-OD miksuba minn kull sustanza kimika tat-test jistghu jintuzaw sabiex
jigi kkalkolat il-percentwal ta’ vijabbilta normalizzat ghall-NC, li huwa stabbilit ghal 100 %.
[l-valur ta’ limitu ta’ per¢entwal tal-vijabbilta ta’ ¢ellola 1i jiddistingwi sustanzi kimici tat-test
irritanti minn dawk mhux klassifikati u l-procedura/i statistika/statistici uzata/i sabiex jigu
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evalwati r-rizultati u jigu identifikati s-sustanzi kimi¢i irritanti ghandhom jigu ddefiniti u
dokumentati b’mod ¢ar u ghandu jintwera li dawn huma xierqa. Il-valuri ta’ limitu ghat-
tbassir tal-irritazzjoni huma pprovduti hawn taht:

Is-sustanza kimika tat-test hija kkunsidrata bhala irritanti ghall- gilda skont il- GHS
tan-NU/il-Kategorija2 tas-CLP tal-UE jekk il-vijabbilta tat-tessut wara I
esponiment u linkubazzjoni ta’ wara t-trattament tkun inqas minn jew dags (<)
50 %.

Skont il-gafas regolatorju li fih jintuzaw ir-rizultati ta’ dan it-TM, is-sustanza
kimika tat-test tista’ titqies bhala mhux irritanti ghall-gilda skont L-Ebda
Kategorija tal-GHS tan-NU/is-CLP tal-UE jekk il-vijabbilta tat-tessut wara I-
esponiment u l-inkubazzjoni ta’ wara t-trattament tkun aktar minn (>) 50 %.

DEJTA U RAPPORTAR
Dejta
29. Ghal kull sessjoni, dejta minn tessuti replikati individwali (perezempju valuri tal-OD

u dejta dwar il-percentwal ikkalkolat ta’ vijabbilta tac-cellola ghal kull sustanza kimika tat-
test, inkluza l-klassifikazzjoni) ghandha tigi rrapportata f forma tabulari, inkluza d-dejta minn
esperimenti ripetuti, kif ikun xieraq. Barra minn hekk, ghandhom jigu rrapportati I-
SD + medji ghal kull sessjoni. Interazzjonijiet osservati mar-reagent u s-sustanzi kimici tat-
test ikkuluriti tal-MTT ghandhom jigu rrapportati ghal kull sustanza kimika ttestjata.

Rapport tat-test
30. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi I-informazzjoni li gejja:

Sustanzi Kimic¢i tat-Test u ta’ Kontroll:

-L-isem/I-ismijiet tas-sustanzi kimi¢i bhall-isem u n-numru tal-CAS, l-isem u n-numru
tal-KE, jekk dawn ikunu maghrufa;

-Il-purita u -kompozizzjoni tas-sustanza kimika (f’percentwal(i) skont il-piz);

-Karatteristici fizic’kimici rilevanti ghat-twettiq tal-istudju (perezempju l-istat fiziku, I-
istabbilta, il-volatilita, il-pH u s-solubilita fl-ilma jekk dawn ikunu maghrufa);

-Trattament tas-sustanzi kimici tat-test/ta’ kontroll gabel l-ittestjar, jekk applikabbli
(perezempju tishin, thin);

-Kundizzjonijiet ta’ hzin;
Gustifikazzjoni tal-mudell tal-RhE u tal-protokoll uzati

Kundizzjonijiet tat-Test:
-Sistema ta’ ¢elloli uzati;

-Informazzjoni ta’ appogg kompluta ghall-mudell tal-RhE specifiku uzat inkluza I-
prestazzjoni tieghu. Din l-informazzjoni ghandha tigi inkluza, izda ma ghandhiex tkun
limitata ghal dawn;

1) vijabbilta
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Rizultati:

ii) funzjonita’ protezzjoni

iii) morfologija

v) riproducibbilta u prevedibbilta

v) Kontrolli tal-kwalita (QC) tal-mudell
-Dettalji tal-pro¢edura tat-test uzata;

-Dozi tat-test uzati, dewmien tal-esponiment u l-perjodu ta’ inkubazzjoni wara t-
trattament;

-Deskrizzjoni ta’ kwalunkwe modifika tal-procedura tat-test;

-Referenza ghad-dejta storika tal-mudell. Din ghandha tinkludi, izda ma ghandhiex tkun
limitata ghal:

1) accettabilita tad-dejta tal-QC b’referenza ghad-dejta storika tal-lottijict

ii) accettabilita tal-valurita’ kontroll pozittivi u negattivi b’referenza ghall-mezzi u I-
meded ta’ kontroll pozittivi u negattivi

-Deskrizzjoni tal-kriterji ta’ evalwazzjoni uzati, inkluza l-gustifikazzjoni ghall-ghazla tal-
punt (i) ta’ limitu ghall-mudell ta’ tbassir;

- Referenza ghad-dejta storika ta’ kontroll;

-Tqgassim tad-dejta f’forma tabulari minn sustanzi kimici tat-test individwali ghal kull
sessjoni u ghal kull kejl ta’ replika;

-Indikazzjoni tal-kontrolli uzati ghal sustanzi kimici diretti li jnaqqsu F-MTT uw/jew
sustanzi kimi¢i tat-test i jerhu I-kulur;

-Deskrizzjoni ta’ effetti ohra osservati,

Diskussjoni dwar ir-rizultati

Konkluzjoni
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Appendiéi 1
DEFINIZZJONUJIET

Precizjoni: II-vicinanza tal-gbil bejn ir-rizultati tal-metodu ta’ ttestjar u l-valuri ta’ referenza
accettati. Hija mizura ta’ prestazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar u aspett wiehed ta’ rilevanza.
Spiss it-terminu jintuza b’mod alternanti ma’ “konkordanza” sabiex ifisser il-proporzjonta’
rizultati korretti ta’ metodu ta’ ttestjar (14).

Sustanza ta’ riferiment: Sustanza sensitizzanti jew mhux sensitizzanti uzata bhala standard
ghat-tqabbil ma’ sustanza tat-test. Is-sustanza ta’ riferiment ghandu jkollha I-karatteristici li
gejjin; (1) sors(i) konsistenti u affidabbli; (ii) similarita strutturali u funzjonali ghall-klassi ta’
sustanzi li jkunu qed jigu ttestjati; (iii) karatteristici fizikokimi¢i maghrufa; (iv) dejta ta’
appogg dwar effetti maghrufa, u (v) potenza maghrufa fil-firxa ta’ rispons mixtieq.

Limitu stmat ta’ kon¢entrazzjoni (ECt): Koncentrazzjoni stmata ta’ sustanza tat-test
mehtiega sabiex jigi prodott indici ta’ stimolazzjoni li huwa indikattiv ta’ rispons pozittiv.

Konéentrazzjoni stmata ta’ tlieta (EC3): Kon¢entrazzjoni stmata ta’ sustanza tat-test
mehtiega sabiex jigi prodott indi¢i ta’ stimolazzjoni ta’ tlieta.

Negattiv falz: Sustanza tat-test identifikata hazin bhala negattiv jew mhux attiva b’metoduta’
ttestjar, meta fil- fatt hija pozittiva jew attiva.

Pozittiv falz: Sustanza tat-test identifikata hazin bhala pozittiva jew attiva minn test, meta fil-
fatt hija negattiva jew mhux attiva.

Periklu: [l-potenzjal ghal effett avvers ghas-sahha jew ghall-ambjent. L-effett avvers jidher
biss jekk hemm esponiment ta’ livell suffi¢jenti.

Riproduc¢ibbilta interlaboratorja: Kejl sa fejn il-laboratorji kwalifikati differenti, li juzaw I-
istess protokoll u li jittestjaw l-istess sustanzi tat-test, jistghu jipproducu rizultati li huma
simili b’mod kwalitattiv u kwantitattiv. Ir-riproducibbilta interlaboratorja hija determinata
matul il-processi ta’ validazzjoni u ta’ validazzjoni minn gabel, utindika sa fejn test jista’ jigi
trasferit b’success bejn laboratorji, u tissejjah ukoll riproducibbilta bejn laboratorji (14).

Riproducibbilta intralaboratorja: Determinazzjoni ta’ kemm il-persuni kwalifikati fi hdan
l-istess laboratorju jista’ jirnexxilhom jirreplikaw ir-rizultati billi juzaw protokoll specifiku fi
zminijiet differenti. Din tissejjah ukoll riprodu¢ibbilta fi hdan il-laboratorju (14).

Test “me-too”: Espressjoni li tinghad fit-tahdit komuni ghal metodu ta’ ttestjar li huwa
strutturalment u funzjonalment simili ghal metodu ta’ ttestjar ta’ referenza validat u accettat.
Metodu ta’ ttestjar bhal dan ikun kandidat ghal validazzjoni rapida (“catch-up validation”).
Jintuza b’mod alternanti ma’ metodu ta’ ttestjar simili (14).

Outlier: Outlier hija osservazzjoni li hija mmarkata differenti minn valuri ohra fkampjun
aleatorju minn popolazzjoni.

Standards ta’ Prestazzjoni (PS): Standards, ibbazati fuq metodu ta’ ttestjar validu, li
jipprovdu bazi ghall-evalwazzjoni tal-komparabbilta ta’ metodu ta’ ttestjar propost li huwa
simili b’mod funzjonali u mekkanistiku. Hemm inkluzi; (i) komponenti essenzjali tal- metodi
ta’ ttestjar; (ii) lista minima ta’ Sustanzi Kimic¢ita’ Referenza maghzula minn fost is-sustanzi
kimi¢i uzati sabiex tintwera l-prestazzjoni acéettabbli tal-metodu ta’ ttestjar validat; u (iii) il-
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livelli simili ta’ pre¢izjoni u affidabbilta, ibbazati fuq x’inkiseb ghall-metodu ta’ ttestjar
validat, li F metodu ta’ ttestjar propost ghandu juri meta jigi evalwat billi tintuza I-lista minima
ta’ Sustanzi Kimici ta’ Referenza (14).

Metodu ta’ ttestjar ta’ s pecjalita: Metodu ta’ ttestjar li I-manifattura u d-distribuzzjoni
tieghu huma ristretti minn privattivi, drittijiet tal-awtur, marki kummercjali, ecc.

Garanzija tal-kwalita: Process ta’ gestjoni li skontu l-aderenza mal-istandards ta’ ttestjar tal-
laboratorji, ir-rekwiziti u l-proceduri ta’ Zamma tar-rekords u l-pre¢izjoni tat-trasferiment tad-
dejta jigu vvalutati minn individwi li huma indipendenti minn dawk li jwettqu I-ittestjar.

Sustanzi kimiéi ta’ referenza: Sustanzi kimi¢i maghzula ghall-uzu fil-process ta’
validazzjoni, li ghalihom huma diga maghrufa r-reazzjonijet fis-sistema ta’ ttestjar ta’
referenza in vitro jew in vivo jew l-ispecita’ interess. Dawn is-sustanzi kimic¢i ghandhom
ikunu rapprezentanti tal-klassijiet ta’ sustanzi kimi¢i li ghalihom huwa mistenni jintuza l-
metoduta’ ttestjar, u dawn ghandhom jirrapprezentaw il-firxa shiha ta’ reazzjonijiet li jistghu
jkunu mistennija mis-sustanzi kimic¢i li ghalihom huwa mistenni li jintuza dan il-metodu ta’
ttestjar, minn qawwija, ghal dghajfa, sa negattivi. Settijiet differentita’ sustanzi kimici ta’
referenza jistghu jkunu mehtiega ghall-istadji differenti tal-process ta’ validazzjoni, u ghal
metodi ta’ ttestjar u uzi tat-testijiet differenti (14).

Rilevanza: Deskrizzjoni tar-relazzjoni tat-test ghall-effett ta’ interess u jekk huwiex
sinifikanti u utli ghal skop partikolari. Din tiddetermina kemm it-test ghandu I-hila jkejjel jew
ibassar b’mod korrett l-effett bijologiku ta’ interess. Ir-rilevanza tinkorpora konsiderazzjoni
tal-precizjon (konkordanza) ta’ metodu ta’ ttestjar (14).

Affidabbilta: Kejl li jiddetermina kemm il-metoduta’ ttestjar jista’ jitwettaq b’mod
riproducibbli fi hdan ubejn il-laboratorji maz-zmien, meta dan jitwettaq billi jintuza l-istess
protokoll. Din hija ezaminata billi tigi kkalkolata r-riproducibbilta intralaboratorja u dik
interlaboratorja (14).

Sensitizzazzjoni tal-gilda: Process immunologiku li jitfacca meta individwu suxxettibbli
jkun espost b’mod topiku ghal allergen kimiku induttur, i jipprovoka rispons immuni fil- gilda
li jista’ jwassal ghall-izvilupp ta’ sensitizzazzjoni mal-kuntatt.

Indiéi ta’ Stimolazzjoni (SI): Valur ikkalkolat sabiex jezamina l-potenzjal ta’
sensitizzazzjoni tal- gilda ta’ sustanza tat-test i huwa l-proporzjon tal-proliferazzjoni fil-
gruppi ttrattati ghal dik fil- grupp ta’ kontroll ta’ mezz simultanju.

Sustanza tat-test (li hija msemmija wkoll sustanza kimika tat-test): Kwalunkwe sustanza
jew tahlita ttestjata billi jintuza dan it-TM.

Metodu ta’ ttestjar validat: Metodu ta’ ttestjar li ghalih tlestew studji ta’ validazzjoni sabiex
jigu ddeterminati r-rilevanza (inkluza l-prec¢izjoni) u l-affidabbilta ghal skop spec¢ifiku. Huwa

importanti li jigi osservat li metodu ta’ ttestjar validat jista’ ma jkollux prestazzjoni suffi¢jenti
f’termini ta’ precizjoni u affidabbilta sabiex jitqies accettabbli ghall-iskop propost (14).”
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Appendici 2

STANDARDS TA’ PRESTAZZJONI GHALL-VALUTAZZJONI TA’ METODI TA’
EPIDERMIS UMANA RIKOSTRUWITA (RhE) IN VITRO SIMILI JEW
IMMODIFIKATI PROPOSTI GHALL-IRRITAZZJONI TAL-GILDA

INTRODUZZJONI

1. L-ghan tal-Istandards tal-Prestazzjoni (PS) huwa li tigi kkomunikata l-bazi li permezz
taghha metodi godda, kemm proprjetarji (jigifieri, bidrittijiet tal-awtur, b'marka kummer¢jali,
irregistrati) kif ukoll mhux proprjetarji jistghu jitqiesu li ghandhom prec¢izjoni u affidabbilta
sufficjenti ghal skopijiet specifici ta’ ttestjar. Dawn il-PS, ibbazati fuq metodi vvalidati u
accettati, jistghu jintuzaw ghall-evalwazzjoni tal-affidabbilta u l-precizjoni ta’ metodianalogi
ohrajn (maghrufin bhala testijiet “me-too”) li huma bbazati fuq prin¢ipji xjentifici simili u
jkejlu jew ibassru l-istess effett bijologiku jew tossiku (9).

2. Qabel l-adozzjoni ta” metodi mmodifikati, jigifieri titjib potenzali propost ta’ metodu
approvat, ghandu jkun hemm evalwazzjoni sabiex ikun stabbilit l-effett tal-bidliet proposti fuq
ir-rendiment tat-test u sa liema punt dawn il-bidliet jaffettwaw I-informazzjoni disponibbli
ghall-komponenti l-ohrajn tal-process ta’ validazzjoni. Skont I- ghadd u t-tip ta’ bidliet
proposti, id-dejta ggenerata u d-dokumentazzjoni ta’ appogg ghal dawk il-bidliet, dawn jew
ghandhom ikunu soggetti ghall-istess process ta’ validazzjoni kif deskritt ghal test gdid, kif
ukoll, jekk xieraq, ghal evalwazzjoni limitata tal-affidabbilta u r-rilevanza permezzta’ PS
stabbiliti (9).

3. Metodi simili (me-too) jew immodifikati ta’ kwalunkwe wiehed mit-tliet metodi
vvalidati [ EpiSkin™ (Metodu ta’ Referenza Vvalidat (Validated Reference Method — VRM)),
EpiDerm™ SIT (EPI-200) u SkinEthic™ RHE] proposti ghall-uzu taht dan it-TM ghandhom
jigu evalwati sabiex jigu stabbiliti l-affidabbilta u l-pre¢izjoni taghhom permezz ta’ sustanzi
kimici li jirrapprezentaw il-firxa shiha tal-punteggi ta’ rritazzjoni Draize. Meta jigu evalwati
permezz tal-20 Sustanza kimika ta’ Referenza rrakkomandatital-PS (Tabella 1), i-metodi
simili jew immodifikati proposti ghandu jkollhom valuri ta’ affidabbilta u prec¢izjoni li jkunu
komparabbli jew aqgwa minn dawk li hargu mill-VRM (Tabella 2) (2) (16). Il-valuri ta’
affidabbilta u precizjoni li ghandhom jinkisbu huma pprovduti fil-paragrafi 8 sa 12 ta’ dan I-
Appendi¢i. Sustanzi kimi¢i mhux ikklassifikati (Ebda Kategorija tal- UN GHS/EU CLP) u
kklassifikati (Kategorija 2 tal-UN GHS/EU CLP) (1), li jirrapprezentaw klassijiet differenti
ta’ sustanzi kimi¢i huma inkluzi, sabiex l-affidabbilta u l-prec¢izjoni (is-sensittivita, I-
ispecificita u l-prec¢izjoni generali) tal-metodu propost jistghu jitgabblu ma’ dawk tal-VRM.
L-affidabbilta tal-metodu, kif ukoll il-kapacita tieghu li jidentifika tajjeb sustanzi kimici
irritanti fil-Kategorija 2 tal-UN GHS/EU CLP u, skont il-qafas regolatorju li ghalih tigi
prodotta d-dejta, il-kapacita tieghu wkoll li jidentifika tajjeb sustanzi kimici ta’ Ebda
Kategorija tal-UN GHS/EU CLP (ghandha tigi stabbilita qabel I-uzu tieghu ghall-ittestjar ta’
sustanzi kimi¢i tat-test godda.

4. Dawn il-PS huma bbazati fuq il-PS tal- EC-ECVAM (8), aggornati skont is-sistemi
dwar il-klassifikazzjoni u t-tikkettar tal- UN GHS u tal-EU CLP (1) (3). II-PS originali kienu
definiti wara li tlesta l-istudju ta’ validazzjoni (21) u kienu bbazati fuq is-sistema ta’
klassifikazzjoni tal-UE kif stipulata fid-Direttiva tal-Kummissjoni 2001/59/KE tas-

6 ta’ Awwissu 2001 li tadatta ghall-progress tekniku ghat-28 darba d-Direttiva tal-Kunsill
Nru 67/548/KEE dwar l-approssimazzjoni tal-ligijiet, ir-regolamenti u d-dispozizzjonijiet
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amministrattivi rigward il-klassifikazzjoni, I-imballagg u l-ittikkettjar tas-sustanzi perikoluzi .

Minhabba l-adozzjoni tas-sistema UN GHS ghall-klassifikazzjoni u t-tikkettar fl- UE (EU
CLP) (3), li sehhet bejn il-finalizzazzjoni tal-istudju ta’ validazzjoni u t-tlestija ta’ dan it-TM,
i-PS gew aggornati (8). Dan l-aggornament jirrigwarda l-aktar il-bidliet (1), fis-sett ta’ PS
ghas-Sustanzi Kimic¢i ta’ Referenza; u (ii), il- valuri definiti ta’ affidabbilta u prec¢izjoni (2)
(23).

' GU L 225, 21.8.2001, p. 1.
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STANDARDS TA’ PRESTAZZJONI GHAL METODI TA’ TTESTJAR IN VITRO
TAL-RhE GHALL-IRRITAZZJONI TAL-GILDA

5. II-PS jinkludi dawn it-tliet elementi (9):
I) Komponenti Essenzjali tal-Metodu ta’ Ttestjar

II) Lista Minima ta’ Sustanzi Kimic¢ita’ Referenza

III) Valuri Definiti ta’ Affidabbiltd u Prec¢izjoni

I) Komponenti Essenzjali tal-Metodu ta’ Ttestjar

6. Dawn jikkonsistu f’elementi essenzjali strutturali, funzjonali u pro¢edurali ta’ metodu
vvalidat 1i ghandhom ikunu inkluzi fil-protokoll ta’ metodu mekkanikament u funzjonalment
simili jew immodifikat propost. Dawn il-komponenti jinkludu karatteristici unici tal-metodu,
dettalji procedurali kriti¢i, u mizuri ta’ kontroll tal-kwalita. Il-konformitd mal-komponenti
essenzjali tal-metodu ta’ ttestjar tghin sabiex tizgura li metodu propost iehor simili jew
immodifikat ikun ibbazat fuq l-istess kuncetti bhall-VRM korrispondenti (9). [l-komponenti
essenzjali tal-metodu ta’ ttestjar huma deskritti fid-dettall fil-paragrafi 16 sa 21 tat-TM u |-
ittestjar ghandu jsir skont dan li gej:

[l-kundizzjonijiet generali (paragrafu 16)

[l-kundizzjonijiet funzjonali, li jinkludu:

- vijabbilta (paragrafu 17);

- funzjoni ta’ barriera (paragrafu 18);
- morfologija (paragrafu 19);

- riproducibbilta (paragrafu 20); u,

- kontroll tal-kwalita (paragrafu21)

IT) Lista Minima ta’ Sustanzi Kimici ta’ Referenza

7. Is-Sustanzi Kimici ta” Referenza jintuzaw sabiex jigi stabbilit jekk l-affidabbilta u -
prec¢izjonita’ metodu simili jew immodifikat propost, ippruvat li huwa strutturalment u
funzjonalment simili bizzejjed ghall- VRM, jew li jirrapprezenta modifika zghira ta’ wiehed
mit-tliet metodi vvalidati, humiex komparabbli jew agwa minn dawk tal-VRM (2) (8) (16)
(23). L-20 Sustanza Kimika ta’ Referenza rrakkomandati elenkati fit- Tabella 1 jinkludu
sustanzi kimici li jirrapprezentaw klassijiet differenti ta’ sustanzi kimici (jigifieri kategoriji ta’
sustanzi kimi¢ibbazati fuq gruppi funzjonali), u jirrapprezentaw il- firxa shiha ta’ punteggi ta’
irritazzjoni Draize (minn xejn irritanti ghal ferm irritanti) Is-sustanzi kimici inkluzi fil-lista
jinkludu ghaxar (10) sustanzi kimici tal- Kategorija 2 tal-UN GHS/EU CLP u ghaxar (10)
sustanzi kimi¢i mhux kategorizzati, 1i minnhom tlieta huma sustanzi kimi¢i fakultattivi tal-
Kategorija 3 tal-UN GHS. Taht dan il-Metoduta’ Ttestjar, il-Kategorija 3 fakultattiva hija
meqjusa bhala Ebda Kategorija. Is-sustanzi kimi¢i elenkati fit-Tabella 1 huma maghzula mis-
sustanzi kimic¢i uzati fil-fazi ta’ ottimizzazzjoni li segwiet il-prevalidazzjoni u fl-istudju tal-
validazzjoni tal-VRM, fir-rigward tal- funzjonalita kimika u l-istat fiziku (14) (18). Dawn is-
Sustanzi Kimi¢i ta’ Referenza jirrapprezentaw l-inqas ghadd ta’ sustanzi kimic¢i li ghandhom
jintuzaw ghall-evalwazzjoni tal-precizjoni u l-affidabbilta ta’ metodu simili jew immodifikat
propost, izda ma ghandhomx jintuzaw ghall-izvilupp ta’ metodi godda. F’sitwazzjonijiet fejn
sustanza kimika elenkata ma tkunx disponibbli, jistghu jintuzaw sustanzi kimic¢iohrajn li
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ghalihom hemm disponibbli dejta ta’ referenza in vivo adegwata, prin¢ipalment mis-sustanzi
kimi¢i uzati fil-fazi ta’ ottimizzazzjoni li segwiet il-prevalidazzjoni u fl-istudju tal-
validazzjoni tal- VRM. Jekk ikun mixtieq, sustanzi kimic¢iohrajn li jirrapprezentaw klassijiet
ta’ sustanzi kimi¢iohrajn u li ghalihom hemm disponibbli dejta ta’ referenza in vivo adegwata
jistghu jizdiedu mal-lista minima ta’ Sustanzi Kimici ta’ Referenza sabiex il-precizjoni tal-
metodu propost tigi evalwata aktar.
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Tabella 1: Lista Minima ta’ Sustanzi Kimicita’ Referenza ghad-Determinazzjoni
tal-Valuri tal-Precizjoni u - Affidabbilta ghal Metodi Simili jew Immodifikatita’
RhE ghall-irritazzjoni tal-Gilda'

Sustanza Kimika Nu gust al- Flszt:;(tu Plglfi't:g K;:;";n Ka(t;’.I_iIr; /v];;o éa]l::N
vivo VRM
1-bro mo-4-klorobutan 6940-78-9 Likwidu 0 Kat. 2 Ebda Kat.
ftalat tad-dietil 84-66-2 Likwidu 0 Ebda Kat. Ebda Kat.
acidu naftil acetiku 86-87-3 Solidu 0 Ebda Kat. Ebda Kat.
fenossiacetat tal-allil 7493-74-5 Likwidu 0.3 Ebda Kat. Ebda Kat.
isopropanol 67-63-0 Likwidu 0.3 Ebda Kat. Ebda Kat.
4-metil-tijo-benzaldeid 3446-89-7 Likwidu 1 Kat. 2 Ebda Kat.
stearat tal-metil 112-61-8 Solidu 1 Ebda Kat. Ebda Kat.
butirat tal-ettil 5870-93-9 | Likwidu | 17 | EbdaKat. Fbda Kat.
salicilat tal-ezil 6259-76-3 Likwidu 2 Ebda Kat. Fbda Kat.
Cinnamaldeid 104-55-2 | Likwidu | 2 Kat. 2 EbdaKat.
(Kat. 3 Fakultattiva)
I-dekanol’ 112-30-1 Likwidu 2.3 Kat. 2 Kat. 2
aldeid ta¢-¢iklamen 103-95-7 Likwidu 2.3 Kat. 2 Kat. 2
1-bromoezan 111-25-1 Likwidu 2.7 Kat. 2 Kat. 2
> é‘tl;’sr;’i‘;‘ggﬁjl‘{dci‘lmt“"" 86604753 | Solidu | 2.7 Kat. 2 Kat. 2
disulfur tata’—di—n—propil2 629-19-6 Likwidu 3 Ebda Kat. Kat. 2
idrossidu tal-potassju (5% | 1310583 | Likwidu | 3 Kat. 2 Kat. 2
soluzzjoni milwiema)
zfngﬁélgﬁ;;r(;etlﬂ 7340-90-1 | Likwidu | 3.3 Kat. 2 Kat. 2
1-metil-3-fenil- 1-piperazina 5271-27-2 Solidu 3.3 Kat. 2 Kat. 2
Ettanal 111-71-7 Likwidu 3.4 Kat. 2 Kat. 2
Tetrakloroetilen 127-18-4 Likwidu 4 Kat. 2 Kat. 2

' L-ghazla tas-sustanzi kimici hija bbazata fuq il-kriterji li gejjin (i), is-sustanzi kimi¢i huma
disponibbli kummerc¢jalment; (ii), jirapprezentaw il-firxa shiha ta’ punteggi ta’ irritazzjoni
Draize (minn xejn irritanti ghal ferm irritanti); (iii), ghandhom struttura kimika definita sew;
(iv), jirrapprezentaw il-funzjonalita kimika uzata fil-process ta’ validazzjoni; u (v), mhumiex
assocjati ma’ profil estremament tossiku (ez. kar¢inogenici jew tossici ghas-sistema
riproduttiva) u mhumiex assocjati ma’ spejjez projbittivi tar-rimi.

? Sustanzi kimici irritanti fil-fenek izda li ghalihom hemm evidenza affidabbli li mhumiex irritanti

fil-bnedmin (31) (32) (33).

* Taht iFUN GHS, mhux f-EU CLP

III) Valuri Definiti ta’ Affidabbilta u Precizjoni

41




8. Ghall- finijiet tal-istabbiliment tal-affidabbilta u r-rilevanza ta’ metodi proposti simili
jew immodifikati li ghandhom jigu trasferiti bejn il-laboratorji, 120 Sustanza Kimika ta’
Referenza fit-Tabella 1 ghandhom jigu ttestjati mill-inqas fi tliet laboratorji. Madankollu, jekk
il-metodu propost ser jintuza f’laboratorju wiehed biss ma jkunx mehtieg ittestjar f’diversi
laboratorji ghall-validazzjoni. Madankollu huwa essenzjali li dawn l-istudji ta’ validazzjoni
jiguevalwatib’mod indipendenti minn entitajiet ta’ validazzjoni rikonoxxuti
internazzjonalment, bigbil ma’ linji gwida internazzjonali (9). F’kull laboratorju, 1-20
Sustanza Kimika ta’ Referenza kollha ghandhom ikunu ttestjati fi tliet sensiliet ta’ testijiet
indipendenti maghmula b’lottijiet ta’ tessut differenti u f hinijiet spazjati bizzejjed
bejniethom. Kull sensiela ta’ testijiet ghandha tikkonsisti minn minimu ta’ tliet repliki ta’
tessut ittestjati fl-istess hin ghal kull sustanza kimika tat-test inkluza, NC u PC.

9. Il-kakolu tal-valuri tal-affidabbilta u tal-prec¢izjoni tal- metodu propost ghandu jsir bil-
kunsiderazzjoni tal-erba’ kriterji hawn taht flimkien, filwaqt li jigi zgurat li l-valuri ghall-
affidabbilta ur-rilevanza jigu kkalkulati b’mod konsistenti u definit minn qabel:

l. Id-dejta minn sensiliet ta’ testijiet minn sekwenzi shah ta’ sensiliet ta’ testijiet

biss tikkwalifika ghall-kalkolu tal-metodu u tal-varjabbilta u l-kapacita ta’
previzjoni fil-laboratorju u bejn il- laborator;ji (prec¢izjoni).

2. Il-klassifikazzjoni finali ghandha tinkiseb billi jintuza l-valur medju tal-
vijabbilta fuq is-sensiliet differenti ta’ sekwenza shiha ta’ sensiela ta’ testijiet.

3. Id-dejta miksuba ghal sustanzi kimi¢i li ghandhom sekwenzi shah ta’ sensiliet

ta’ testijiet fil-laboratorjiparteCipanti kollha biss tikkwalifika ghall-kalkolu tal-
metodu ta’ varjabbilta bejn il- laboratorji.

4. I[l-kalkolu tal-valuri ta’ precizjoni ghandu jsir fuq il-bazi ta’ previzjonijiet tal-
laboratorju individwali miksuba ghall-20 Sustanza ta’ Kimika ta’ Referenza
mil- laboratorji parte¢ipanti differenti.

F’dan il-kuntest, sekwenza ta’ sensiela ta’ testijiet tikkonsisti fi tliet sensiliet ta’ testijiet
indipendenti minn laboratorju wiehed ghal sustanza kimika tat-test wahda. Sekwenza shiha
ta’ sensiela ta’ testijiet hija sekwenza ta’ sensiela ta’ testijiet minn laboratorju wiehed ghal
sustanza kimika tat-test wahda fejn it-tliet sensiliet ta’ testijiet ikunu validi. Dan ifisser li kull
sensiela invalida tinvalida sekwenza shiha ta’ sensiela ta’ testijiet ta’ tliet sensiliet.

Riproducibbilta fil-laboratorju

10.  Il-valutazzjoni tar-riproducibbilta fil-laboratorju ghandha turi konkordanza ta’
klassifikazzjonijiet (Kategorija 2 jew Ebda Kategorija tal-UN GHS/EU CLP) miksuba
f’sensiliet ta’ testijiet differenti u indipendenti tal-20 Sustanza Kimika ta’ Referenza
f’laboratorju wiehed ugwali ghal jew aktar (=) minn 90 %.

Riproducibbilta bejn il-laboratorji

11. [l-valutazzjoni tar-riproducibbilta bejn il- laboratorji mhijiex mehtiega jekk il-metodu
propost se jintuza f’laboratorju wiehed biss. Ghall-metodi li ghandhom jigu ttrasferiti bejn il-
laboratorji, i-konkordanza bejn il-klassifikazzjonijiet (Kategorija 2 jew Ebda Kategorija tal-
UN GHS/EU CLP) miksuba f’sensiliet ta’ testijiet differenti u indipendenti tal-20 Sustanza
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Kimika ta’ Referenza preferibbilment minn mill-inqgas tliet laboratorji ghandha tkun ugwali
ghal jew aktar (=) minn 80 %.

Kapacita ta’ previzjoni (precizjoni)

12. [l-pre¢izjoni (sensittivita, specificita u precizjoni generali) tal-metodu simili jew
immodifikat propost ghandha tkun komparabbli jew aqwa minn dik tal-VRM, filwaqt I tigi
kkunsidrata informazzjoni addizzjonali relatata mar-rilevanza fl-ispecijiet ta’ interess
(Tabella 2). Is-sensittivita ghandha tkun ugwali ghal jew oghla (=) minn 80 % (2) (8) (23).
Madankollu, hemm restrizzjoni specifika ohra li tapplika ghas-sensittivita tal-metodu in vitro
propost inkwantu zewg sustanzi kimic¢i tal-Kategorija 2 in vivo, I-dekanol u disulfur tad-di-n-
propil, jistghu jigu kklassifikati hazin bhala Ebda Kategorija minn aktar minn laboratorju
wiched parte¢ipant. L-ispecificita ghandha tkun ugwali ghal jew oghla (>) minn 70 % (2) (8)
(23). Mhemmx aktar restrizzjonijiet rigward l-ispecificita tal-metodu in vitro propost, jigifieri,
kull laboratorju partecipant jista’ jikklassifika hazin kwalunkwe sustanza kimika in vivo ta’
Ebda Kategorija sakemm l-ispecificita finali tal-metodu ta’ ttestjar tkun f’ firxa accettabbli. L-
precizjoni generali ghandha tkun ugwali ghal jew oghla (>) minn 75 % (2) (8) (23).
Ghalkemm is-sensittivita tal- VRM ikkalkulata ghall-20 Sustanza Kimika ta’ Referenza
elenkati fit-Tabella 1 hija ugwali ghal 90 %, il-valur ta’ sensittivitd minimu definit mehtieg
ghal kwalunkwe metodu simili jew immodifikat sabiex ikun ikkunsidrat validu huwa stabbilit
ghal 80 % minhabba li kemm /-dekanol (sustanza kimika marginali) u disulfur tad-di-n-
propil (negattiv falz tal- VRM) huma maghrufa li mhumiex irritanti fil-bnedmin (31) (32) (33),
ghalkemm huma identifikati bhala irritanti fit-test fuq il- fenek. Minhabba li I-mudelli tal-RhE
huma bbazati fuq ¢elloli ta’ origini mill-bniedem, jistghu jbassru dawn is-sustanzi kimi¢i
bhala mhux irritanti (Ebda Katergorija tal-UN GHS/EU CLP).

Tabella 2. Valuri ta’ tbassir mehtiega ghas-sensittivita, |-
ispecificita u lprecizjoni generali ghal kull metodu simili jew
immodifikat sabiex jigi kkunsidrat validu.

Sensittivita Specificita Precizjoni
Generali
> 80% > 70% > 75%

Kriterji ta’ Accettazzjoni tal-Istudju

13. Huwa possibbli li test wiched jew aktar fuq sustanza kimika wahda jew aktar ma
jissodisfax/jissodisfawx il-kriterji ta’ acCettazzjoni tat-test ghat-test u ghas-sustanzi kimici ta’
kontroll jew ma jkunx/jkunux ac¢cettabbli ghal ragunijiet ohrajn. Biex dejta nieqsa tigi
kkumplimentata, ghal kull sustanza kimika ta’ test huwa ammissibbli ghadd massimu ta’
zewg testijiet ohrajn (“ittestjar mill- gdid”). B’mod aktar pre¢iz, minhabba li fil-kaz tal- ittestjar
mill- gdid i-PC u I-NC ukoll ghandhom ikunu ttestjati fl-istess hin, jista’ jsir ghadd massimu
ta’ zewg sensiliet ta’ testijiet ohra ghal kull sustanza kimika tat-test.

14.  Huwa koncepibbli li anki wara l-ittestjar mill- gdid, - ghadd minimu ta’ tliet sensiliet
ta’ testijiet validi mehtiega ghal kull sustanza kimika ttestjata ma jinkisibx ghal kull Sustanza
Kimika ta’ Referenza fkull laboratorju partecipant, li jwassal ghal matri¢i tad-dejta mhux
kompluta. F’dawn il-kazijiet it-tliet kriterji li gejjin ghandhom jigu ssodisfati kollha sabiex il-
gabriet tad-dejta jitqiesu accettabbli:

1. Kull wahda mill-20 Sustanza Kimika ta’ Referenza ghandu jkollha mill-ingas
sekwenza wahda shiha ta’ sensiela ta’ testijiet.
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F’kull wiehed minn mill-inqas tliet laboratorji parte¢ipanti, minimu ta’ 85 %
tas-sekwenzi tas-sensiliet ta’ testijiet ghandhom ikunu shah (ghal 20 sustanza
kimika, jigifieri3 sekwenzita’ sensiela ta’ testijiet invalidi huma permessi
f’laboratorju wiehed).

Minimu ta’ 90 % tas-sekwenzi kollha ta’ sensiliet ta’ testijiet minn mill-inqas
tliet laboratorji ghandhom ikunu shah (ghal 20 sustanza kimika ttestjati fi tliet
laboratorji; jigifieri sitt sekwenzi ta’ sensiela ta’ testijiet invalidi huma
permessi b’kollox)."
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3. [I-Kapitoli li gejjin huma mizjuda

"B.49 Test tal-Mikronukleu taé-Cellola Mammifera In Vitro

INTRODUZZJONI

l. L-analizi tal-mikronukleu in vitro (MNvit) hija test ta’ genotossicitda ghall-
individwazzjoni ta’ mikronuklei (MN) fi¢-¢itoplazma ta’ celloli fl-interfazi. Il-mikronuklei
jistghu joriginaw minn frammenti ta’ kromozomi acentrici (jigifieri 1i ma ghandhomx
¢entromer), jew kromozomi shah li ma jistghux jemigraw lejn il-poli waqt -istadju ta’ anafazi
tad-divizjoni tac¢-cellola. L-analizi tindividwa I-attivita ta’ sustanzi kimi¢i klastogeni¢i u
anewgeni¢i (sustanzi u tahlitiet) (1) (2) f¢elloli li ghaddew mid-divizjoni ta¢-celloli wara I-
esponiment ghas-sustanza tat-test. Dan il-Metodu ta’ Ttestjar (TM) jippermetti l-uzu ta’
protokolli bl-inibitur ta¢-¢itokalazina B tal-polimerizzazzjoni tal-attina (actin polymerisation
inhibitor cytochalasin B, cytoB) u minghajr dan l-inibitur. [Z-Zieda ta’ cytoB qabel il-mitozi
mmirata tippermetti l-identifikazzjoni u l-analizi selettiva tal-frekwenza tal-mikronuklei
f’¢elloli i temmew mitozi wahda peress li dawn i¢-celloli ghandhom Zzewg nuklei (3) (4). Dan
it-TM jippermetti wkoll luzu ta’ protokolli minghajr imblokkatur ta¢-citokinezi, sakemm
ikun hemm evidenza li l-popolazzjoni ta’ ¢elloli analizzati ghaddiet minn mitozi.

2. Minbarra l-uzu tal-analizi tal- MNvit sabiex jigu identifikati sustanzi kimici (sustanzi
u tahlitiet) i jinduéu Fmikronuklei, luzu ta’ imblokkatur tac¢-c¢itokinezi, it-tikkettar
immunokimiku ta’ kinetochores, jew I-ibridizzazzjoni b’sondi c¢entromeric¢i/telomerici
(bridizzazzjoni in situ ta’ fluworexxenza (fluorescence in situ hybridisation - FISH)), ukoll
jistghu jipprovdu informazzjoni dwar il-mekkanizmi ta’ hsara fikkromozomi u tal-
formazzjoni ta’ mikronuklei (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16). Il-proceduri
ta’ tikkettar u ibridizzazzjoni jistghu jintuzaw meta jkun hemm zieda fil-formazzjoni ta’
mikronuklei u l-investigatur ikun jixtieq jiddetermina jekk izzieda kinitx ir-rizultat ta’
avvenimenti klastogenici u/jew anewgenici.

3. Il-mikronuklei jirrapprezentaw hsara li giet trazmessa lil ¢elloli ggenerati (daughter
cells), filwaqt li aberrazzjonijiet tal-kromozomi maghduda fic-celloli f'metafazi jistghu ma
jigux trazmessi. Minhabba li I-mikronuklei fic-¢elloli fl-interfazi jistghu jigu evalwati b’mod
relattivament oggettiv, il-persunal tal-laboratorju jehtieg li jiddetermina biss jekk ic-celloli
ddividewx u kemm-il ¢ellola fiha mikronukleu. Ghalhekk, il-preparazzjonijiet jistghu
jinghaddu relattivament malajr u l-analizi tista’ tigi awtomatizzata. Dan jaghmilha prattika i
eluf minflok mijiet ta’ ¢elloli jinghaddu f’kull trattament, biex b’hekk tizdied il-qawwa tal-
analizi. Fl-ahhar nett, minhabba li l-mikronuklei jistghu johorgu minn kromozomi tardivi,
hemm il-potenzjal 1i wiehed jindividwa sustanzi li jindu¢u anewplojdi i huma difficli i
wiehed jistudjahom f’testijiet konvenzjonali tal-aberrazzjoni tal-kromozomi, ez Linja gwida
tal-Ittestjar 473 tal-FOECD (Kapitolu B.10 ta’ dan - Anness) (17). Madankollu, l-analizi tal-
MNvit ma tippermettix ghad-divrenzjar ta’ sustanzi kimici li jinducu poliplojdi minn dawk li
jinducu klasto genic¢ita minghajr teknikispecjali bhall-FISH deskritta fil-paragrafu 2.

4. L-analizi tal MNvit hija metodu in vitro li tipikament tuza celloli tal-bniedem jew
tal-annimali gerriema kkultivati. Hija tipprovdi bazi komprensiva ghall-investigazzjoni tal-
potenzjal ta’ hsara tal-kromozomi in vitro minhabba li jistghu jigu individwati kemm -
anewgeni kif ukoll il-klastogeni.
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5. L-analizi talkMNvit hija b’sahhitha u effettiva f'varjeta ta’ tipi ta’ cellol, u fil-
prezenza jew fin-nuqqas ta’ cytoB. Hemm dejta estensiva li tappogga I-validita tal-analizi tal-
MNvit permezz ta’ diversi linji ta’ ¢elloli tal-annimali gerriema (CHO, V79, CHL/IU, u
L5178Y) u limfociti tal-bniedem (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) (29)
(30) (31). Dawn jinkludu, b’mod partikolari, l-istudji ta’ validazzjoni internazzjonali
kkoordinati mis-Société Francaise de Toxicologie Génétique (SFTG) (18) (19) (20) (21) (22)
u r-rapporti tal- Grupp ta' Hidma Internazzjonali dwar I-Ittestjar tal-Genotossi¢ita (4) (16). Id-
dejta disponibbli giet evalwata mill- gdid fi studju ta’ validazzjoni retrospettiv skont il-piz tal-
evidenza mi¢-Centru Ewropew ghall-Validazzjoni ta> Metodi Alternattivi (ECVAM) tal-
Kummissjoni Ewropea, u l-metodu tat-test gie approvat bhala xjentifikament validu mill-
Kumitat Xjentifiku Konsultattiv tal ECVAM (ESAC) (32) (33) (34). Gie deskritt l-uzu tal
linja ta’ ¢elloli tal-bniedem limfoblastojdi TK6 (35), ¢elloli HepG2 (36) (37) u¢elloli primarji
tal- Embriju tal- Hemster Sirjan (38), ghalkemm ma ntuzawx fi studjita’ validazzjoni

DEFINIZZJONIJIET
6. Definizzjonjjiet uzati huma pprovduti f” Appendici 1.

KUNSIDERAZZJONUJIET INIZJALI

7. It-testijiet li jsiru in vitro generalment ikunu jehtiegu luzu ta’ sors ezogenu ta’
attivazzjoni metabolika diment 1i ¢-¢elloli ma jkunux metabolikament kompetenti fir-rigward
tas-sustanzi li jkunu qeghdin jigu ttestjati. Is-sistema ezogena ta’ attivazzjoni metabolika ma
timitax ghal kollox il-kundizzjonijiet in vivo. Ghandha tinghata attenzjoni wkoll sabiex jigu
evitati kundizzjonjjiet li jwasslu ghal rizultati pozittivi artefattwali Ii ma jirriflettux
mutageni¢ita intrinsika, u li jistghu johorgu minn fatturi bhal bidliet cari fikpH jew
osmolalita, jew permezz ta’ livelli gholjin ta’ ¢itotossicita (39) (40) (41). Jekk is-sustanza
sustanza kimika tat-test tohloq bidla fil-pH tal-mezz fil-hin taz-zieda, i-pH ghandu jigi
aggustat, preferibbilment permezz tal-ibbaffjar tas-soluzzjoni tal-istokk sabiex il-volumi
kollha tal-kon¢entrazzjonijiet kollha tat-test, u ghall-kontrolli kollha, jibqghu I-istess.

8. Biex wiehed janalizza l-induzzjoni tal-mikronuklei, huwa essenzjali li l-mitozi tkun
sehhet kemm fil-kultivazzjonijiet ittrattati kif ukoll fdawk mhux ittrattati. L-iktar stadju
informattiv ghall-ghadd tal-mikronuklei huwa f’¢elloli li temmew mitozi wahda waqt jew
wara t-trattament bis-sustanza tat-test.

PRINCIPJU TAT-TEST

9. [-kultivazzjonijiet ta¢-celloli ta’ origini mill-bniedem jew mill-mammiferi huma
esposti ghas-sustanza tat-test kemm b'sors ezogenu ta' attivazzjoni metabolika kif ukoll
minghajr dan is-sors diment li ma jintuzawx celloli b’kapac¢ita metabolizzanti adegwata.
Sustanzi kimi¢i simultanji ta’ solvent/mezz (VC) u ta’ kontroll pozittiv (PC) huma inkluzi fit-
testijiet kollha.

10. Wagqt jew wara l-esponiment ghas-sustanza tat-test, ic-celloli jitkabbru ghal perjodu
sufficjenti sabiex il-hsara fil-kromozomi jew fil-maghzel twassal ghall-formazzjoni tal-
mikronuklei f'¢elloli fl-interfazi. Ghall-induzzjoni tal-anewplojdi, is-sustanza tat-test ghandha
normalment tkun prezenti waqt il-mitozi. Celloli fl-interfazi migbura u mlewna jigu analizzati
ghall-prezenza ta’ mikronuklei. Idealment, il-mikronuklei ghandhom jinghaddu biss f'dawk
ic-celloli Ii jkunu temmew il-mitozi waqt l-esponiment ghas-sustanza tat-test jew waqt il-
perjodu ta’ wara l-esponiment, jekk jintuza wiehed. F’kultivazzjonjiet li gew ittrattati
b’imblokkatur ta¢-¢itokinezi, dan jinkiseb billi jinghaddu biss i¢-¢elloli b’zewg nuklei. Fin-
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nuqqas ta’ imblokkatur ta¢c-¢itokinezi, huwa importanti li jintwera li ¢-¢elloli analizzati aktarx
li ghaddew mid-divizjoni tac-celloli waqt jew wara l-esponiment ghas-sustanza tat-test. Ghall-
protokolli kollha, huwa importanti li jintwera li l-proliferazzjoni tac-celloli sehhet kemm fil-
kultivazzjonijiet ta’ kontroll kif ukoll f"dawk ittrattati, u I-grad ta’ ¢itotossicita jew Citostazi

kkawzata mis-sustanza tat-test ghandu jigi vvalutat fil-kultivazzjonijiet (jew
f’kultivazzjonijiet paralleli) li jinghaddu ghall- mikronuklei

DESKRIZZJONI TAL-ANALIZI
Preparazzjonijiet

11. Jistghu jintuzaw limfociti primarji kkultivati periferici tad-demm tal-bniedem (5)
(19) (42) (43) u ghadd ta’ linji ta’ ¢elloli tal-annimali gerriema bhal CHO, V79, CHL/IU, u
celloli L5178Y (18) (19) (20) (21) (22) (25) (26) (27) (28) (30). L-uzu ta’ linji u tipi ohrajn ta’
¢elloli ghandu jkun iggustifikat abbazi tal-prestazzjoni taghhom murija fl-analizi, kif deskritt
fit-tagsima dwar il-Kriterji ta’ Accettazzjoni Minhabba 1i I-frekwenza tal-isfond tal-
mikronuklei tinfluwenza s-sensittivita tal-analizi, huwa rrakkomandat li jintuzaw tipi ta’
¢elloli bi frekwenza ta’ sfond baxxa u stabbli ta’ formazzjoni ta’ mikronuklei.

12. Il-limfoc¢iti periferici tad-demm tal-bniedem ghandhom jinkisbu minn individwi
zghazagh (ta’ madwar 18-35sena), b’sahhithom, ma jpejpux u li huma maghrufa i
reCentement ma kinux esposti ghal sustanzi kimi¢i genotossici jew ghar-radjazzjoni. Jekk
jingabru celloli ghall-uzu minghand aktar minn donatur wiehed, I-ghadd ta’ donaturi ghandu
jkun specifikat. Il-frekwenza tal-mikronuklei tizdied mal-eta u din it-tendenza hija aktar cara
fin-nisa milli fl-wrgiel (44) u dan ghandu jigi kkunsidrat fl-ghazla ta’ celloli ghall-gbir minn
donaturi

II-kundizzjonijiet tal- mezzi u tal-kultivazzjoni

13. Kundizzjonijiet xierqa tal-mezz ta’ kultivazzjoni u tal-inkubazzjoni (kontenituri ta’
kultivazzjoni, koncentrazzjoni ta’ CO,, temperatura, u umditd) ghandhom jintuzaw ghaz-
zamma tal-kultivazzjonijiet. Linji u razez ta’ celloli stabbiliti ghandhom jigu ¢cekkjati
regolarment ghall-istabilita tal-ghadd ta’ kromoZomi modali u n-nuqqas ta’ kontaminazzjoni
ta’ majkoplazma, u ma ghandhomx jintuzaw jekk ikunu kkontaminati jew jekk I-ghadd ta’
kromozomi modali jkun inbidel. Il-hin normali ta¢-ciklu tac-celloli ghall-kundizzjonijiet ta’
kultivazzjoni uzati fil-laboratorju tal-ittestjar ghandu jkun maghruf. Jekk jintuza l-metodu ta’
imblukkar ta¢-¢itokinezi allura lkoncentrazzjoni tal-inibitur ta¢-c¢itokinezi ghandha tkun
ottimizzata ghat-tip partikolari ta¢c-cellola u ghandha tintwera li tipproduc¢i rendiment tajjeb ta’
¢elloli b’zewg nuklei ghall- ghadd.

Preparazzjoni tal-kultivazzjonijiet

14. Linji urazez ta’ ¢elloli stabbiliti: i¢-¢elloli jitnisslu minn kultivazzjonijiet stokkjati,
imqieghda filmezz ta’ kultivazzjoni fdensita tali li l-kultivazzjonijiet ma jilhqux
konfluwenza fsaffi uni¢i, u l-kultivazzjonijiet ta’ sospensjoni ma jilhqux densita eccessiva
gabel ma jingabru, ujigu inkubati f'temperatura ta’ 37°C.

15. Limfoc¢iti: demm shih ittrattat b’antikoagulanti (ez. eparina), jew limfociti separati,
huma kkultivati filkprezenza ta’ mitogenu ez fitoemagglutinina (PHA) qabel l-esponiment
ghas-sustanza tat-test u cytoB.

47



Attivazzjoni metabolika

16. Ghandhom jintuzaw sistemi ezogeni ta’ metabolizzazzjoni meta jintuzaw celloli
b’kapacita metabolika endogena inadegwata. Is-sistema li tintuza l-aktar hija frazzjoni
postmitokondrijali ssupplimentata b’kofattur (S9) imhejjija mill-fwied ta’ annimali gerriema
ttrattati b’sustanzi li jinducu lenzimi bhall- Aroclor 1254 (45) (46) jew kombinazzjoni ta’
fenobarbiton u B-nafloflavon (46) (47) (48) (49). Din il-kombinazzjoni ma tmurx kontra I-
Konvenzjoni ta’ Stokkolma dwar il-Pollutanti Organi¢i Persistenti (50) u r-Regolament (K E)
Nru 850/2004 dwar il-Pollutanti Organi¢i Persistenti (66) u ntweriet li hija dagstant effettiva
dags l-Aroclor 1254 ghall-induzzjoni ta’ ossidazi b’ funzjoni mhallta (46) (47) (48) (49). 1l-
frazzjoni S9 tintuza normalment f’koncentrazzjoniiet li jvarjaw minn 1-10 % (v/v) fi-mezz
tat-test finali. Il-kundizzjoni ta’ sistema ta’ attivazzjoni metabolika tista’ tiddependi mill-
klassi ta’ sustanza kimika li qieghda tigi ttestjata u f’certi kazijiet jista’ jkun xieraq li wiehed
juza aktar minn kon¢entrazzjoni wahda ta’ S9.

17. Linji ta’ c¢elloli mfassla genetikament 1i jesprimu enzimi attivanti specifici tal-
bniedem jew tal-annimali gerriema jistghu jeliminaw il-htiega ta’ sistema ta’ attivazzjoni
metabolika ezogena, u jistghu jintuzaw bhala ¢-¢elloli tat-test. F’dawn il-kazijiet l-ghazla tal-
linji tac-celloli uzati ghandha tkun iggustifikata xjentifikament, ez skont ir-rilevanza tal-
ossidazi b’funzjoni mhallta ghall-metabolizmu tas-sustanza tat-test (51), u r-reazzjoni
taghhom ghal klastogeni u anewgeni maghrufa (ara t-tagsima separata dwar il-Kriterji ta’
Accettabbilta). Ghandu jkun rikonoxxut li s-sustanza li qieghda tigi ttestjata tista’ ma tkunx
metabolizzata mill-ossidazi b’ funzjoni mhallta espressa; f'dan il-kaz, ir-rizultati negattivi ma
jindikawx li s-sustanza tat-test ma tistax tinduc¢i mikronuklei.

Preparazzjoni tas-sustanza tat-test

18. Sustanzi kimi¢i solidi ghandhom jinhallu fsolventi jew mezzi xierga u dilwiti, jekk
ikun xieraq, qabel it-trattament tac-celloli. Sustanzi kimic¢i likwidi jistghu jizdiedu direttament
fis-sistemi tat-test wjew dilwiti qabel it-trattament. Gassijiet jew sustanzi kimi¢i volatili
ghandhom jigu ttestjati permezz ta’ modifikazzjonijiet xierqa ghall-protokolli standard, bhat-
trattament f’kontenituri ssigillati (52) (53). Ghandhom jintuzaw preparazzjonijiet friski tas-
sustanza tat-test sakemm dejta ta’ stabilita ma turix li jistghu jinhaznu.

Kundizzjonijiet tat-test
Solventi/mezzi

19. Is-solvent/mezz ma ghandux jirreagixxi mas-sustanza tat-test, jew ikun
inkompatibbli mas-sopravivenza tac-celloli jew mazzamma tal-attivita tal-S9 fil-
kon¢entrazzjoni uzata. Jekk jintuzaw solventi/mezzi ohrajn minflok dawk stabbiliti sew (ez.
ilma, mezz ta’ kultivazzjoni ta¢-celloli, sulfossidu tad-dimetil), l-uzu taghhom ghandu jkun
appoggat minn dejta li tindika l-kompatibbilta taghhom mas-sustanza tat-test u n-nuqqas ta’
tossicita genetika taghhom. Huwa rrakkomandat Ii, kull fejn ikun possibbli, -ewwel ghandu
jigikkunsidrat Fuzu ta’ solvent/mezz likwidu.

L-uzu ta’ cytoB bhala imblokkatur ta¢-¢itokinezi
20. Wahda mill-aktar kunsiderazzjonijiet importanti fil-prestazzjoni tal-analizi tal-MN vit

hija lizgurar li ¢-¢elloli maghduda temmew il-mitozi waqt it-trattament jew il-perjodu ta’
inkubazzjoni wara t-trattament, jekk jintuza wiehed. CytoB hija s-sustanza li ntuzat l-aktar
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sabiex timblokka ¢-Citokinezi minhabba li tinibixxi I-gbir tal-attina, u b’hekk tipprevjeni s-
separazzjoni tac-celloli ggenerati (daughter cells) wara l-mitozi, li twassal ghall-formazzjoni
ta’ celloli b’zewg nuklei (5) (54) (55). L-ghadd tal-mikronuklei, ghalhekk, jista’ jkun illimitat
ghal ¢elloli Ii ghaddew minn mitozi waqt jew wara t-trattament. L-effett tas-sustanza tat-test
fuq il-kinetika tal-proliferazzjoni tac-celloli jista’ jitkejjel fl-istess hin. Is-cytoB ghandu
jintuza bhala imblokkatur tac-¢itokinezi meta I-limfociti tal-bniedem jintuzaw minhabba 1i -
hinijiet tac-¢ikli tac-¢elloli jkunu varjabbli fkultivazzjonijiet u fost id-donaturi u minhabba 1i
mhux il-limfoc¢iti kollha jirreagixxu ghall-PHA. Intuzaw metodi ohrajn fl-ittestjar ta’ linji ta’
¢elloli sabiex jigi stabbilit jekk i¢-¢elloli maghduda ngasmux; dawn huma indirizzati hawn
taht (ara l-paragrafu 26).

21. Il-kon¢entrazzjoni xierqa ta’ cytoB ghandha tkun stabbilita mil-laboratorju ghal kull
tip ta’ cellola sabiex tinkiseb il-frekwenza ottimali ta’ celloli b’zewg nuklei fil-
kultivazzjonijiet ta’ kontroll fis-solvent/mezz. Il-kon¢entrazzjoni xierqa ta’ cytoB normalment
tkunbejn3 u6 pg/ml.

Il-kejl tal-proliferazzjoni tac¢-celloli u ¢-Citotossicita u l-ghazla tal-koncentrazzjonijiet ta’
esponiment

22. Meta wiehed jiddetermina l-oghla kon¢entrazzjoni ta’ sustanza tat-test li ghandha
tkun ittestjata, il-koncentrazzjonijiet li ghandhom il-kapacita li jipproducu rispons pozittiv
artefattwali, bhal dawk 1i jipproducu ¢itotossicita eccessiva, il-pre¢ipitazzjoni fil-mezz tal-
kultivazzjoni, u bidliet ¢ari fil-pH jew osmolalita (39) (40) (41), ghandhom jigu evitati.

23. Il-kejl tal-proliferazzjoni tac-celloli jsir sabiex ikun zgurat i ¢-celloli ttrattati jkunu
ghaddew minn mitozi waqt l-analizi u li t-trattamenti jsiru fil-livelli xierqa ta’ ¢itotossicita
(ara l-Paragrafu 29). I¢-Citotossicita ghandha tkun stabbilita b'attivazzjoni metabolika jew
minghajrha f’¢elloli li jehtiegu attivazzjoni metabolika permezz tazzieda relattiva fl-ghadd
tac-celloli (RICC) jew wduppjar relattiv tal-popolazzjoni (RPD) (ara l-Appendici2 ghall-
formoli) sakemm ma tintuzax is-cytoB. Meta tintuza s-cytoB, i¢-c¢itotossicita tista’ tkun
stabbilita permezz tal-indici ta’ replikazzjoni (RI) (ara Appendici2 ghall-formola).

24. It-trattament tal-kultivazzjonijiet b’cytoB, u kkejl tal-frekwenzi relattivi ta’ celloli
b’nukleu wiehed, zewg nuklei jew diversi nuklei fil-kultivazzjoni, jipprovdi metodu ezatt tal-
kwantifikazzjoni tal-effett fuq il-proliferazzjoni tac-celloli u l-attivita Ccitotossika jew
¢itostatika ta’ trattament (5), ujizgura li ¢elloli li nqasmu waqt jew wara t-trattament biss jigu
maghduda.

25. Fi studji b’cytoB, i¢-¢itostazi/Citotossicita tista’ tigi kkwantifikata mill-indi¢i ta’
proliferazzjoni tal-imblokkatur tac-¢itokinezi (CBPI) (5) (26) (56) jew tista’ tinhareg mill-RI
minn mill-ingas 500 ¢ellola ghal kull kultivazzjoni (ara Appendi¢i2 ghall-formuli). Meta s-
cytoB jintuza ghall-valutazzjoni tal-proliferazzjoni tac-celloli, CBPI jew RI ghandhom jigu
stabbiliti minn mill-inqas 500 ¢ellola ghal kull kultivazzjoni. Dan il-kejl fost ohrajn jista’
jintuza sabiex tigi stmata ¢-Citotossicita billi jitqabblu l-valuri fil-kultivazzjonijiet ittrattati u
ta’ kontroll. Il-valutazzjoni ta’ indikaturi ohrajn ta’ Citotossic¢ita (ez konfluwenza, ghadd ta’
¢elloli, apoptozi, nekrozi, ghadd ta’ metafazi) tista’ tipprovdi informazzjoni utli

26. Fi studji minghajr cytoB, jehtieg li jintwera 1i ¢-celloli maghduda fil-kultivazzjoni
inqasmu waqt jew wara t-trattament bis-sustanza tat-test, inkella jistghu jigu prodotti
reazzjonijiet negattivi foloz. Metodi li ntuzaw sabiex ikun zgurat li ¢-¢elloli maqsuma qeghdin
jinghaddu jinkludu I-inkorporazzjoni u l-individwazzjoni sussegwenti tal-bromodeossiuridina
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(BrdU) ghall-identifikazzjoni ta’ ¢elloli li rreplikaw (57), il-formazzjoni ta’ kloni meta ¢-
¢elloli minn linji ta’ celloli permanenti jigu ttrattati u maghduda in situ fuq slajd tal-
mikroskopju (Indi¢i ta’ Proliferazzjoni (PI)) (25) (26) (27) (28), jew il-kejl ta’ Rduppjar
Relattiv tal-Popolazzjoni (RPD) jew Zieda Relattiva fl-Ghadd taé-Celloli (RICC) jew metodi
ohrajn ippruvati (16) (56) (58) (59) (ara Appendici2 ghall-formoli). Il-valutazzjoni ta’
indikaturi ohrajn ghac-citotossicita jew cCitostazi (ez konfluwenza, ghadd ta’ ¢elloli, apoptozi,
nekrozi, ghadd ta’ metafazi) tista’ tipprovdi informazzjoni utli.

27. Ghallingas ghandhom jigu evalwati tliet kon¢entrazzjonijiet ta’ test analizzabbli
Sabiex jinkiseb dan, jista’ jkun mehtieg li jsir l-esperiment permezz ta’ ghadd akbar ta’
kon¢entrazzjonijiet spazjati vic¢in xulxin u li tigi analizzata I-formulazzjoni ta’ mikronuklei
f’dawk il-koncentrazzjonijiet li jipprovdu I-firxa xierqa ta’ cCitotossicitajiet. Strategija
alternattiva hija li jsir test preliminari ta’ Ccitotossi¢ita sabiex tonqos il-firxa ghat-test
definittiv.

28. L-oghla koncentrazzjoni ghandha timmira li tipproduci 55 £ 5 % ¢itotossicita. Livelli
oghla jistghu jinducu hsara fil-kromozomi bhala effett sekondarju ta’ ¢itotossicita (60). Meta
ssehh ¢itotossicita, i-koncentrazzjonijiet tat-test maghzula ghandhom ikopru firxa minn dik li
tipproduci 55 £ 5 % citotossicita, sa ftit i xejn jew l-ebda ¢itotossicita.

29. Jekk ma tkun osservata l-ebda citotossi¢ita jew precCipitat, l-oghla konc¢entrazzjoni
tat-test ghandha tikkorrispondi ghal 0.01 M, 5 mg/mL jew 5 ul/mL, skont liema hija l-aktar
baxxa. Il-kon¢entrazzjonijiet maghzula ghall-analizi ghandhom, generalment, ikunu separati
minn spazju ta’ mhux aktar minn 10. Ghal sustanzi tat-test li juru kurva ta’ koncentrazzjoni-
reazzjoni wieqfa, jista’ jkun mehtieg li l-koncentrazzjonijiet tas-sustanza tat-test jigu spazjati
aktar vicin xulxin sabiex il-kultivazzjonijiet fil-firxiet moderati u baxxi tat-tossi¢itd jkunu
maghduda wkoll

30. Meta s-solubbilta tkun fattur li jillimita, i-konc¢entrazzjoni massima, jekk ma tkunx
limitata bic-Citotossicitd, ghandha tkun il-kon¢entrazzjoni l-aktar baxxa li fiha lprecipitat
minimu jkun vizibbli fil-kultivazzjonijiet, sakemm ma jkunx hemm interferenza bl-ghadd. L-
evalwazzjoni tal-pre¢ipitazzjoni ghandha ssir permezz ta’ metodi bhal mikroskopija hafifa, I-
innutar ta’ preCipitat i jippersisti, jew li jidher wagqt il-kultivazzjoni (sal-ahhar tat-trattament).

Kontrolli

31. Kontrolli simultanji pozittivi u b’solvent/mezz kemm b’attivazzjoni metabolika kif
ukoll minghajrha ghandhom ikunu inkluzi f’kull esperiment.

32. PC huma mehtiega sabiex juru l-abbilta tac-¢elloli uzati, u Fprotokoll tat-test, li jigu
identifikati l-klastogeni u lanewgeni, u sabiex tkun affermata l-kapacita metabolika tal-
preparazzjoni S9. I-PC ghandu juza indutturi maghrufa ta’ formazzjoni ta’ mikronuklei
f’koncentrazzjonijiet mistennija li jaghtu zidiet Zghar izda riproduc¢ibbli fuq l-isfond, u li juru
s-sensittivita tas-sistema ta’ ttestjar. [l-konc¢entrazzjonijiet tal-PC ghandhom jintghazlu b’mod
li l-effetti jkunu ¢ari izda ma jizvelawx minnufih lill-qarrej I-identita tal-islajds ikkodifikati.

33. Klastogenu li jehtieg attivazzjoni metabolika (ez ¢iklofosfammid; benzo[a]piren)
ghandu jintuza sabiex juri kemm il-kompetenza metabolika kif ukoll l-abbilta tas-sistema tal-
ittestjar li tindividwa lklastogeni. PC ohrajn jistghu jintuzaw jekk ikunu ggustifikati
Minhabba i ¢erti PC 1i jehtiegu attivazzjoni metabolika jistghu jkunu attivi minghajr
attivazzjoni metabolika ezogena taht certi kundizzjonijiet ta’ trattament jew fcerti linji ta’
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celloli, il-htiega ghal attivazzjoni metabolika, u l-attivita tal-preparazzjoni S9, ghandha tkun
ittestjata fil-linja ta’ ¢elloli maghzula u fil-kon¢entrazzjonijiet maghzula.

34. Fil-prezent, l-ebda anewgen ma huwa maghruf li jehtieg attivazzjoni metabolika
ghall-attivita genotossika tieghu (16). PC accettati bhalissa ghall-attivita anewgenika huma,
perezempju, kolkicina u vinblastina. Sustanzi kimi¢i ohrajn jistghu jintuzaw jekk jinducu
mikronuklei biss, jew primarjament, permezz ta’ attivita anewgenika. Sabiex tigi evitata I-
htiega ghal Zewg PC (ghall-klastogenicita u l-anewgenicita) minghajr attivazzjoni metabolika,
il-kontroll tal-anewgenicita jista’ jservi bhala -PC minghajr S9, u l-kontroll tal-klastogenicita
jista’ jintuza ghall-ittestjar tal-adegwatezza tas-sistema ta’ attivazzjoni metabolika uzata. PC
kemm ghall-klastogenic¢ita u l-anewgeni¢ita ghandu jintuza fic-¢elloli li ma jehtigux S9. II-PC
issuggeriti huma inkluzi fl- Appendici 3.

35. L-uzu ta’ PC relatati mal-klassi tas-sustanzi kimic¢i jista’ jigi kkunsidrat, meta jkunu
disponibbli sustanzi kimi¢i adattati. II-PC kollha uzati ghandhom ikunu xierqa ghat-tip ta’
¢ellola u l-kundizzjonijiet ta’ attivazzjoni.

36. Kontrolli ta’ solvent/mezz ghandhom ikunu inkluzi ghal kull hin ta’ gbir. Barra minn
hekk, NC mhux ittrattati (neqsin minn solvent/mezz) ghandhom jintuzaw ukoll diment li ma
jkunx hemm dejta ta’ kontroll storika ppubblikata jew tal-laboratorju li turi li l-ebda effett
genotossiku jew effett dannuz iehor ma jigi kkawzat mis-solvent maghzul fil-
kon¢entrazzjonijiet uzati.

PROCEDURA TAT-TEST
Skeda tat-Trattament

37. Sabiex tkun massimizzata l-probabbilta tal-identifikazzjoni ta’ anewgenu jew
klastogenu li jagixxu fi stadju specifiku fic-¢iklu ta¢-celloli, huwa importanti li ghadd
sufficjenti ta’ ¢elloli jigu ttrattati bis-sustanza tat-test matul I-istadji kollha ta¢-¢ikli tac-celloli
taghhom. Ghalhekk, l-iskeda tat-trattament ghal-linji tac-¢elloli u l-kulturi ta¢c-¢elloli primarji
jistghu jvarjaw kemmxejn minn dawk ghal-limfo¢iti, li jitolbu li l-istimulazzjoni mitogenika
tibda ¢-¢iklu tac-celloli taghhom, u dawn huma kkunsidrati fil-Paragrafi 41-43 (16).

38. [lkunsiderazzjonijiet teoreti¢i, flimkien mal-informazzjoni ppubblikata (18)
jindikaw 1i l-maggoranza talanewgeni u l-klastogeni ser jigu identifikati f’perjodu ta’
trattament ghal Zmien qasir ta’ 3 sa 6 sighat fil-prezenza u fin-nuqqas ta’ S9, segwiti mit-
tnehhijja tas-sustanza tat-test u perjodu ta’ tkabbir ta’ 1.5 — 2.0 ¢ikli ta’ ¢elloli (6). Ghandhom
jittiehdu kampjuni ta¢-¢elloli fi Zzmien ekwivalenti ghal madwar 1.5 — 2.0 darba aktar mit-tul
normali ta¢-¢iklu tac-celloli (i.e. mhux ittrattati) wara Fbidu jew wara t-tmiem tat-trattament
(Ara t-Tabella 1). Il-perjodi tat-tehid tal-kampjuni jew tal-irkupru jistghu jigu estizi jekk kun
maghruf jew suspettat 1i s-sustanza tat-test taffettwa l-perjodu ¢ikliku tac-celloli (perezempju
meta jigu ttestjati l-analogi nukleozidi).

39. Minhabba ¢-Citotossi¢ita potenzjali tal-preparazzjonijiet tal-S9 ghac¢-celloli
mammiferi kkultivati, trattament ta’ esponiment estiz ta’ 1.5 — 2.0 ¢ikli ta’ ¢elloli normali
jintuza biss fin-nuqqas ta’ S9. Fit-trattament estiz, jigu offruti ghazliet biex jippermettu t-
trattament tac-celloli bis-sustanza kimika tat-test fin-nuqqas jew fil-prezenza ta’ cytoB. Dawn
l-ghazliet jindirizzaw is-sitwazzjonijiet li jista’ jkun hemm thassib dwarhom fir-rigward tal-
interazzjonijiet possibbli bejn is-sustanza tat-test u s-cytoB.

51



40. L-iskedi ssuggeriti ghat-trattament tac-celloli huma pprezentati fit-Tabella 1. Dawn
l-iskedi ta’ trattament generali jistghu jigu mmodifikati skont l-istabilita jew ir-reattivita tas-
sustanza tat-test jew il-karatteristici ta’ tkabbir partikolari tac-celloli li jkunu qeghdin
jintuzaw. It-trattamenti kollha ghandhom jibdew u jintemmu waqt li ¢-¢elloli jkunu geghdin
jikbru b’mod esponenzjali. Dawn l-iskedi huma pprezentati faktar dettall fil-paragrafi 41-47
li gejjin.

Tabella 1. It-trattament tac-celloli u l-perjodi tal-hsad ghall-analizi tal- MNvit

Limfociti, ¢celloli +S9 Trattament ghal 3-6 sighat fil-prezenza ta’ S9;
primaijtu hnj,l a tnehhijja tal-S9 u - mezz tat-trattament;
¢elloli ttrattatib’cytoB

zieda ta’ mezz frisk ucytoB;

hsad ta’ 1.5 — 2.0 ¢ikli ta’ ¢elloli normali aktar tard.

-S9 Trattament ghal 3-6 sighat;
Esponiment | tnehhija tal-mezz tat-trattament;
qastr zieda ta’ mezz frisk ucytoB;

hsad ta’ 1.5 — 2.0 ¢ikli ta’ ¢elloli normali aktar tard.

-S9 Ghazla A: Trattament ghal 1.5 — 2 ¢ikli ta’ ¢elloli

Esponiment normali fil-preZenza tas-cytoB;

estiz hsad fi tmiem il-perjodu tal-esponiment.

Ghazla B: Trattament ghal 1.5 — 2.0 ¢ikli ta’ ¢elloli
normali;

tnehhija tas-sustanza tat-test;
zieda ta’ mezz frisk ucytoB;

hsad ta’ 1.5 — 2.0 ¢ikli ta’ ¢celloli normali aktar tard.

Linji ta’ ¢elloli ttrattati minghajr cytoB
(Identici ghall-iskedi tat-trattament deskritti hawn fuq bl-e¢¢ezzjoni li ma tizdied ebda cytoB)

Limfociti, celloli primarji u linji ta’ celloli b’cytoB

41. Ghal- limfoc¢iti, Faktar approc¢ efficjenti huwa i -esponiment ghas-sustanza tat-test
jinbeda £44-48 siegha wara l-istimulazzjoni tallPHA, meta tkun telget is-sinkronizzazzjoni
ta¢c-ciklu (5). Fl-analizi inizjali, i¢-¢elloli jigu ttrattati ghal 3 sa 6 sighat bis-sustanza tat-test
fin-nuqqas jew fil-prezenza ta’ S9. Il-mezz tat-trattament jitnehha u jigi sostitwit b’ mezz frisk
li jkun fih is-cytoB, u ¢-¢elloli jittiehdu wara 1.5 — 2.0 ¢ikli ta¢-¢elloli normali.

42. Jekk 1z-zewg testijiet inizjali tat-trattament qasir (3-6 sighat) ikunu negattivi jew
ekwivoci, ghandu jintuza trattament ta’ esponiment estiz sussegwenti minghajr S9. Hemm
zewg ghazliet ta’ trattament li huma disponibbli u ugwalment a¢¢ettabbli. Madankollu, jista’
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jkun aktar xieraq li tigi segwita I-Ghazla A ghal limfociti stimulati fejn it-tkabbir esponenzjali
jista’ jkun qieghed jonqos 96 siegha wara l-istimulazzjoni. Barra minn hekk, il-kulturi tac-
¢elloli ma ghandhomx ikunu lahqu konfluwenza sal-perjodu finali tat-tehid tal-kampjuni fl-
Ghazla B.

e Ghazla A: I¢-¢elloli jigu ttrattati bis-sustanza tat-test ghal 1.5 — 2.0 ¢ikli tac-celloli
normali, u jittiehdu fl-ahhar tal-perjodu tat-trattament.

e Ghazla B: I¢-celloli jigu ttrattati bis-sustanza tat-test ghal 1.5 — 2.0 ¢ikli tac-celloli
normali. [l-mezz tat-trattament jitnehha u jigi sostitwit b’mezz frisk, u ¢-celloli
jittiehdu wara 1.5 - 2.0 ¢ikli tac-¢elloli normali addizzjonali.

43. Ie-celloli primarji u l-linji tac-celloli ghandhom jigu ttrattati b>’mod simili ghal-
limfo¢iti, hlief li mhuwiex neéessarju li dawn jigu stimulatib’PHA ghal 44-48 siegha. Celloli
ohrajn minbarra I-limfo¢iti ghandhom ikunu esposti b’tali mod 1i fiz-Zmien tat-terminazzjoni
tal-istudju, ic-¢celloli jkunu ghadhom fil-fazi msejha ‘log-phase growth’.

Linji ta’ ¢elloli minghajr cytoB

44. I¢-celloli ghandhom jigu ttrattati ghal 3 sa 6 sighat fil-prezenza u fin-nuqqas ta’ S9.
Il-mezz tat-trattament jitnehha u jigi sostitwit b’mezz frisk, u ¢-celloli jittiehdu wara 1.5 — 2.0
¢ikli tac-celloli normali.

45. Jekk iz7zewg testijiet inizjali tat-trattament gasir (3-6 sighat) ikunu negattivi jew
ekwivo¢i, ghandu jintuza trattament ta’ esponiment estiz sussegwenti (minghajr S9). Hemm
zewg ghazliet ta’ trattament li huma disponibbli, li t-tnejn huma ugwalment ac¢ettabbli:

e Ghazla A: I¢-celloli jigu ttrattati bis-sustanza tat-test ghal 1.5 — 2.0 ¢ikli tac-celloli
normali, u jittiehdu fl-ahhar tal-perjodu tat-trattament.

e Ghazla B: I¢-celloli jigu ttrattati bis-sustanza tat-test ghal 1.5 — 2.0 ¢ikli tac-celloli
normali. I[l-mezz tat-trattament jitnehha u jigi sostitwit b’mezz frisk, u ¢-celloli
jittiehdu wara 1.5 - 2.0 ¢ikli tac-¢elloli normali addizzjonali.

46. Fil-monosaffi, i¢-celloli mitoti¢i (identifikabbli bhala 1i huma tondi u maqlugha mill-
wic¢) jistghu jkunu prezenti fl-ahhar tat-trattament ta’ bejn 3 u 6 sighat. Minhabba li dawn i¢-
¢elloli mitoti¢i jistghu jinqalghu facilment, huma jistghu jintilfu meta jitnehha I-mezz li jkun
fih is-sustanza tat-test. Ghandha tinghata attenzjoni ghall- gbir ta’ dawn meta jinhaslu -kulturi,
u li dawn jigu rritornati fil-kulturi, sabiex jigi evitat li jintilfu ¢elloli li jkunu f'mitozi, u li
jkunu f’riskju ghal mikronuklei, fiz-Zmien tal-hsad.

L-ghadd ta’ kulturi

47. Ghandhom jintuzaw kulturi doppji ghal kull kon¢entrazzjoni tas-sustanza tat-test u
ghall-mezz/solvent u lkulturi NC. Fejn tkun tista’ tintwera varjazzjoni minima bejn il-kulturi
doppji mill-informazzjoni storika tal-laboratorju, jista’ jkun accettabbli li jintuzaw kulturi
singoli. Jekk jintuzaw kulturi singoli, huwa rakkomandat li jigi analizzat ghadd akbar ta’
konc¢entrazzjonijiet.
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ll-hsad tac-celloli u l-preparazzjoni tal-lametti

48. Kull kultura tigi mahsuda u pprocessata separatament. Il-preparazzjoni tac-celloli
tista’ tinvolvi trattament ipotoniku, izda dan il-pass mhuwiex necessarju jekk jinkiseb tifrix
adegwat tac¢-celloli b’mod iehor. Jistghu jintuzaw tekniki differenti fil-preparazzjoni tal-
lametti sakemm jinkisbu preparazzjonijiet tac-celloli ta’ kwalitd gholja ghall-ghoti tal-punti.
Ie-citoplasma tac-celloli ghandha tinzamm sabiex tkun tista’ ssir I-iskoperta tal-mikronuklei u
l-identifikazzjoni affidabbli (fil- metodu cytokinesis-block) tac-celloli binukleati.

49. I-lametti jistghu jinghataw il-kulur bl-uzu ta’ metodi varji, bhal Giemsa jew zebghat
specifici fluworexxenti tad-DNA (59). L-uzu ta’ kulur specifiku ta’ DNA (perezempju
orangjo akridin (61) jew Hoechst 33258 plus pyronin-Y (62)) jista’ jelimina xi whud mill-
prodotti asso¢jati mal-uzu ta’ kulur spec¢ifiku mhux ta’ DNA. L-antikorpi antikinetokor, FISH
bi probes pancentromeri¢i tad-DNA, jew it-tikkettar primed in situ bi primers specifici
pan¢entromeri¢i, flimkien ma’ counterstaining xieraq tad-DNA, jistghu jintuzaw biex
jidentifikaw il-kontenuti (kromozomi/framment tal-kromozomi) tal-mikronuklei jekk I-
informazzjoni mekkanistika dwar il-formazzjoni taghhom tkun ta’ interess (15)(16). Jistghu
jintuzaw metodi ohrajn ghal divrenzjar bejn il-klastogeni u l-anewgeni jekk dawn ikunu wrew
li huma effettivi.

Analizi

50. [-lametti kollha, inkluzi dawk tas-solvent/mezz u l-kontrolli, ghandhom ikunu
kodifikati b’mod indipendenti qabel l-analizi mikroskopika. Inkella, il-kampjuni kkodifikati
jistghu jigu analizzati bl-uzu ta’ sistema vvalidata u awtomatizzata ta’ analizi tal-immagini
jew ta’ analizi tal- fluss ¢itometriku.

51. Fil-kulturi ttrattati b’cytoB, il-frekwenzi mikronuklei ghandhom jigu analizzati mill-
inqas 72000 cellola binukleata ghal kull kon¢entrazzjoni (mill-ingas 1000 ¢ellola binukleata
ghal kull kultura; zewg kulturi ghal kull kon¢entrazzjoni). Jekk jintuzaw kulturi singoli,
ghandhom jinghaddu mill-inqas 2000 ¢ellola binukleata ghal kull kon¢entrazzjoni minn dik il-
kultura. Jekk ghall-ghoti tal-punti f'kull kon¢entrazzjoni jkunu disponibbli sostanzjalment
inqas minn 1000 ¢ellola binukleata ghal kull kultura, jew 2000 f'kaz li tintuza kultura singola,
u jekk ma tigi osservata ebda zieda sinifikanti fil-mikronuklei, it-test ghandu jigi ripetut bl-
uzu ta’ aktar celloli, jew fkoncentrazzjonijiet inqas tossi¢i, skont xi jkun l-aktar xieraq.
Ghandha tinghata attenzjoni sabiex ma jinghaddux celloli binukleati b’forom irregolari jew
fejn iz-zewg nuklei jkunu jvarjaw hafna fid-daqs; langas ma ghandhom i¢-celloli binukleati
jigu mhawdin ma¢-celloli multinukleati mifruxa hazin. Celloli li jkun fihom aktar minn zewg
nuklei ewlenin ma ghandhomx jigu analizzati ghall-mikronuklei, minhabba li I-frekwenza
bazika tal-mikronukleu tista’ tkun oghla f’dawn i¢-celloli (63) (64) L-ghadd tac-celloli
mononukleati huwa accettabbli jekk is-sustanza tat-test turi li tinterferixxi mal-attivitd tas-
cytoB.

52. Fil-linji ta’ ¢elloli analizzati minghajr trattament tas-cytoB, il-mikronuklei ghandhom
jinghaddu mill-inqas £2000 c¢ellola ghal kull kon¢entrazzjoni (mill-inqas 1000 ¢ellola ghal
kull kultura; zZewg kulturi ghal kull kon¢entrazzjoni). Fejn tintuza kultura wahda biss ghal kull
kon¢entrazzjoni, ghandhom jinghaddu mill-inqas 2000 ¢ellola minn dik il-kultura.

53. Meta tintuza s-cytoB, ghandhom jigu stabbiliti CBPI jew RI sabiex tigi vvalutata I-

proliferazzjoni tac¢-celloli (ara l-Appendic¢i2) bl-uzu ta’ mill-inqas 500 ¢ellola ghal kull
kultura. Meta t-trattamenti jitwettqu fin-nuqqas ta’ cytoB, huwa essenzjali 1i tigi pprovduta
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evidenza li ¢-¢elloli li jkunu geghdin jinghaddu ghaddew minn proliferazzjoni, kif diskuss fil-
Paragrafi 24-27.

Kriterji ta’ accettabilita

54. Laboratorju li jipproponi li juza l-analizi tal-MNvit deskritta fit-TM ghandu juri I-
kapacita tieghu li josserva b’mod affidabbli u pre¢iz sustanzi kimici ta’ attivita anewgenika u
klastogenika maghrufa, b'attivazzjoni metabolika u minghajrha, kif ukoll sustanzi kimic¢i
negattivi, bluzu tas-sustanzi kimic¢i ta’ referenza fl-Appendi¢i 3. Bhala evidenza tal-abbilta
tieghu li jwettaq dan it-TM b’mod korrett, il-laboratorju ghandu jipprovdi evidenza li ¢-¢elloli
li jkunu geghdin jinghaddu ghal formazzjoni mikronuklea jkunu temmew divizjoni nukleari
wahda jekk it-test jitwettaq minghajr l-uzu ta’ cytoB.

55. Is-sustanzi kimici fl- Appendi¢i 3 huma rrakkomandati biex jintuzaw bhala sustanzi
kimi¢i ta’ referenza. Jistghu jigu inkluzi sustanzi kimici sostituti jew addizzjonali jekk I-
attivitd taghhom tkun maghrufa u jekk jindu¢u mikronuklei permezz tal-istess mekkanizmi ta’
azzjoni, u jekk dawn juru li huma rilevanti ghas-sustanzi kimic¢i li ghandhom jigu ttestjati bl-
uzu tal-pro¢edura MNvit. Gustifikazzjoni tista’ tinkludi studju ta’ validazzjoni li japplika
varjeta wiesgha ta’ sustanzi jew iffokat fuq spettru idjaq ibbazat fuq il-klassi kimika tas-
sustanza tat-test jew il-mekkanizmu ta’ dannu li jkun qieghed jigi studjat.

56. Il-kontroll tas-solvent/mezz u l-kulturi mhux ittrattati ghandhom jaghtu frekwenzi ta’
mikronuklei konsistenti u riprodu¢ibbilment baxxi (tipikament 5-25 mikronuklew/1000 ¢ellola
ghat-tipi tac-celloli identifikati fil-paragrafu 11). Tipi ohrajn ta’ ¢elloli jista’ jkollhom firxiet
differenti ta’ reazzjonijiet li ghandhom jigu stabbiliti meta jigu vvalidati biex jintuzaw fl-
analizi tal- MNvit. L-informazzjoni minn kontroll negattiv, solvent u PC ghandha tintuza biex
tistabbilixxi I- firxiet tal-kontroll storiku. Dawn il-valuri ghandhom jintuzaw sabiex tigi deciza
l-adegwatezza tal-NC/PC simultanju ghal esperiment.

57. Jekk ghall-analizi jigu proposti bidliet zghar fil-protokoll (ez. luzu ta’ tekniki ta’
ghoti ta’ punti awtomatizzati minflok manwali; l-uzu ta’ tip ta’ ¢ellola gdida) l-effikacja tal-
bidla ghandha tintwera qabel ma l-protokoll immodifikat ikun jista’ jitqies bhala ac¢cettabbli
biex jintuza. It-turija tal-effikacja tinkludi dimostrazzjoni li jistghu jigu osservati -
mekkanizmi ewlenin tal-ksur tal-kromozomi u lksib jew it-telf taghhom, u li jistghu jinkisbu
rizultati pozittivi u negattivi xierqa ghall-klassi tas-sustanza individwali, jew il-firxa wiesgha
ta’ sustanzi, li ghandhom jigu ttestjati.

INFORMAZZJONI U RAPPURTAR
It-trattament tar-rizultati

58. Jekk tintuza t-teknika cytokinesis-block, huma biss il- frekwenzi ta¢-celloli binukleati
b’mikronuklei (indipendenti mill-ghadd ta’ mikronuklei ghal kull cellola) li ghandhom
jintuzaw fl-evalwazzjoni tal-induzzjoni tal-mikronuklei L-ghadd tan-numri ta’ celloli
b’mikronuklea wahda, b'zewg mikronuklei jew b’aktar mikronuklei jista’ jipprovdi
informazzjoni utli, izda mhuwiex obbligatorju.

59. Ghandhom jigu stabbiliti mizuri simultanji ta’ Citotossi¢ita wjew citostazi ghall-
kulturi kollha ttrattati jew ta’ kontroll tas-solvent/mezz (58). Is-CBPI jew I-RI ghandhom jigu
kkalkolati ghall-kulturi kollha ttrattati u ta’ kontroll bhala kejl tad-dewmien tac-¢iklu tac-
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¢elloli meta jintuza l-metodu cytokinesis-block. Fin-nuqgas ta’ cytoB, ghandhom jintuzaw |-
RPD, -RICC jew il-PI (ara -Appendici2).

60. Ghandha tigi pprovduta informazzjoni dwar il-kultura individwali. Barra minn hekk,
l- informazzjoni kollha ghandha tingabar fil-qosor f’forma ta’ tabella.

61. Sustanzi kimi¢i li jindu¢u mikronuklei fl-analizi tal-MNvit jistghu jaghmlu dan
minhabba 1i jinduc¢u ksur tal-kromozomi, telf tal-kromozomi jew kombinazzjoni tat-tnejn.
Tista’ tintuza analizi ulterjuri li tuza antikorpi antikinetokor, ¢entromeri specifici fi probes in
situ jew metodi ohrajn sabiex jigi stabbilit jekk il-mekkanizmu tal-induzzjoni tal- mikronuklei
huwiex dovut ghal attivita klastogenika u/jew anewgenika.

Evalwazzjoni u interpretazzjoni tar-rizultati

62. Ma hemm ebda htiega ghal verifika permezz ta’ ttestjar addizzjonali ta’ reazzjoni
pozittiva jew negattiva cara. Ir-rizultati ekwivoci jistghu jigu kkjarifikati permezz ta’ analizi
ta’ 1000 cellola ohra mill-kulturi kollha sabiex jigi evitat it-telf tal-blinding. Jekk dan I
appro¢¢ ma jsolvix ir-rizultat, ikkunu jridu jsiru aktar testijiet. Il-modifika tal-parametri ta’
studju fuq firxa wiesgha jew dejqa ta’ kondizzjonijiet, kif xieraq, ghandha tigi kkunsidrata fl-
esperimenti ta’ segwitu. Il-parametri ta’ studju li jistghu jigu mmodifikati jinkludu l-ispazjar
tal-kon¢entrazzjoni tat-test, l-ghazla taz-zmien tat-trattament u l-hsad ta¢-celloli, wjew il
kondizzjonijiet tal-attivazzjoni metabolika.

63. Hemm bosta kriterji biex jigi stabbilit rizultat pozittiv, bhal ma hija Zieda relatata
mal-kon¢entrazzjoni jew zieda statistikkament sinifikanti fl-ghadd ta’ celloli li fihom
mikronuklei L-ewwel ghandha tigi kkunsidrata r-rilevanza bijologika tar-rizultati. Il-
kunsiderazzjoni ta’ jekk il- valuri osservati humiex fi hdan jew barra I-firxa ta’ kontroll storiku
tista’ tipprovdi gwida fl-evalwazzjoni tas-sinifikat bjjologiku tar-reazzjoni. Bhala ghajnuna
fil-valutazzjoni tar-rizultati tat-testijiet (65) jistghu jintuzaw metodi ta’ statistika. Madankollu,
ir-rizultati tat-testijiet statistici ghandhom jigu vvalutati fir-rigward tar-relazzjoni bejn id-doza
u r-reazzjoni. Fatturi ohrajn li ghandhom jigu kkunsidrati huma r-riproducibbilta u I
informazzjoni storika.

64. Ghalkemm kwazi l-esperimenti kollha jaghtu rizultati cari pozittivi jew negattivi,
f’kazijiet rari l-informazzjoni ssettjata ma tippermettix li jsir gudizzju definittiv dwar l-attivita
tas-sustanza tat-test. Ir-reazzjonijiet jistghu jibqghu ekwivoc¢i jew incerti irrispettivament mill-
ghadd ta’ drabi li jkun ripetut l-esperiment.

65. Ir-rizultati pozittivi mill-analizi takMNvit jindikaw li s-sustanza tat-test tohloq ksur
tal-kromozomi jew telf tal-kromozomi fic-¢celloli mammiferi kkulturati. Ir-rizultati negattivi
jindikaw li, taht il-kondizzjonijiet tat-test uzati, is-sustanza tat-test ma tohloq ebda ksur tal-
kromozomi w/jew ksib jew telf ta’ ¢elloli mammiferi kkulturati.

Rapport tat-Test

66. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi mill-inqas l-informazzjoni i gejja, jekk tkun
rilevanti ghat-twettiq tal-istudju:

Sustanza kimika tat-test:
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- informazzjoni dwar l-identifikazzjoni u n-Numru tar-Registru tal-Chemical

Abstract Services (CAS) u n-Numru tal-KE;

- in-natura u Fpurita fizika;

- ikkaratteristici fizikokimici rilevanti ghat-twettiq tal-istudju;

- r-reattivita tas-sustanza kimika tat-test mas-solvent/mezz jew il-mezzi tal-

kultura tac-celloli;

Solvent/Mezz:

- gustifikazzjoni ghall- ghazla tas-solvent/tal-mezz;

- is-solubilita u l-istabilita tas-sustanza tat-test fis-solvent/fil-mezz;

Celloli:

- it-tip u s-sors tac-celloli uzati,

- l-adattabilita tat-tip ta’ ¢elloli uzati;

- in-nuqqas ta’ majkoplasma, jekk applikabbli;

- informazzjoni dwar it-tul tac-¢iklu tac-celloli, I-irduppjar taz- zmien jew l-indici

tal-proliferazzjoni;

- fejn jintuzaw limfociti, is-sess, l-eta u - ghadd ta’ donaturi tad-demm, jekk

applikabbli;

- fejn jintuzaw limfociti, jekk id-demm shih jew il-limfociti separati humiex

esposti;

- l-ghadd ta’ passaggi, jekk applikabbli;

- il-metodi uzati ghall-manutenzjoni tal-kulturi ta¢-celloli, jekk applikabbli;

- in-numru modali tal-kromozomi;

- iz-zmien normali ta¢-¢iklu tac-¢elloli (kontroll negattiv);

Kondizzjonijiet tat-Test:

l-identita tac-citokinezi li timblokka s-sustanza (ez cytoB), jekk tintuza, u I-
konc¢entrazzjoni taghha, flimkien mat-tul tal-esponiment tac¢-celloli;

ir-raguni ghall-ghazla tal-konc¢entrazzjonijiet u lghadd ta’ kulturi, inkluzi
informazzjoni dwar i¢-¢itotossicita u I limitazzjonijiet tas-solubilita, jekk ikunu
disponibbli;

ikkompozizzjoni tal- mezzi, il-kon¢entrazzjoni tas-CO», jekk applikabbli,
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Ir-rizultati:

il-kon¢entrazzjonijiet tas-sustanza tat-test;

ikkonc¢entrazzjoni (w/jew il- volum) tal-mezz u s-sustanza tat-test mizjuda;
it-temperatura u -hin tal- inkubazzjoni;

it-tul tat-trattament;

il-hin tal-hsad wara t-trattament;

id-densita ta¢-celloli waqt l-injettar, jekk applikabbli;

it-tip u lkompozizzjoni tas-sistema tal-attivazzjoni metabolika, inkluzi I
kriterji tal-accettabilita;

is-sustanzi kimi¢i ta’ kontroll pozittiv u l-kontrolli negattivi;

il-metodi tal-preparazzjoni tal- lametti u t-teknika uzata ghall- ghoti tal-kulur;
il-kriterji ghall-identifikazzjoni tal- mikronuklei;

l-ghadd ta’ ¢elloli analizzati;

i-metodi ghall-kejl tac-¢itotossicita;

kwalunkwe informazzjoni supp limentari rilevanti ghac-¢itotossicita;
ikkriterji sabiex l-istudji jitqiesu bhala pozittivi, negattivi jew ekwivoci;
il-metodu/i tal-analizi statistika uzata;

il-metodi, bhall-uzu ta’ antikorp kinetochore, sabiex jikkaratterizzaw jekk il-
mikronuklei fihomx kromozomi shah jew frammentati, jekk applikabbli;

il-kejl tac-Citotossicita uzata, ez. CBPI jew RI fil-kaz tal-metodu cytokinesis-
block; RICC, RPD jew PI meta ma jintuzawx il-metodi ta’ cytokinesis-block;
osservazzjonijiet ohrajn meta applikabbli, ez konfluwenza tac-celloli,
apoptozi, nekrozi, I-ghadd tal-metafazi, il-frekwenza ta¢-celloli binukleati;
sinjali ta’ prec¢ipitazzjoni;

informazzjoni dwar il-pH u losmolalita tal-mezz tat-trattament, jekk ikun
stabbilit;

definizzjoni tac-celloli accettabbli ghall-analizi;

id-distribuzzjoni tac-celloli mononukleati, binukleati u multinukleati jekk
jintuza - metodu cytokinesis-block;

l-ghadd ta’ ¢elloli b’mikronuklei moghtija separatament ghal kull kultura
ttrattata u kkontrollata, u jekk hux minn ¢elloli binukleati jew mononukleati,
fejn xieraq;
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- ir-relazzjonibejn il-kon¢entrazzjoni u r-reazzjoni, fejn possibbli;

- informazzjoni kimika simultanja (kon¢entrazzjonijiet u solventi) dwar il-
kontroll negattiv (solvent/mezz) u pozittiv;

- informazzjoni kimika storika dwar kontroll negattiv (solvent/mezz) u pozittiv,
bil-meded, i-mezzi u lintervall standard ta’ devjazzjoni u kunfidenza (ez.
95%);

- analizi statistika; il-valuri p, jekk ikun hemm;

Diskussjoni tar-rizultati

Konkluzjonijiet
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Appendiéi 1
DEFINIZZJONUJIET

Ane wgenu: kwalunkwe sustanza jew process li, meta jinteraggixxu mal-komponenti tac-¢iklu
tad-divizjoni tac-¢ellola mitotika u mejotika, iwasslu ghal anewplojdija f’¢elloli jew
organizmi.

Anewplojdija: kwalunkwe devjazzjoni mill- ghadd ta’ diplojdi (jew aplojdi) normali ta’
kromozomi minn kromozomu wieched jew minn aktar minn kromozomu wiehed, izda mhux
mis-sett(ijiet) kollu/kollha ta’ kromozomi (poliplojdija).

Apoptozi: mewta tac-celloli kkaratterizzati minn serje ta’ passi li jwasslu ghal
dizintegrazzjoni tac-celloli fil-partikoli mwahhlin mal-membrana li jigu mbaghad eliminati
permezz ta’ fagocitozi jew permezz ta’ tixrid.

Proliferazzjoni tac¢-celloli: zieda fl- ghadd ta’ celloli bhala rizultat ta’ divizjoni mitotika tac-
celloli.

Centromer: regjun tad-DNA ta’ kromozomu wiehed fejn iz-zewg kromatidi jinzammu
flimkien u li fuqu hemm imwahhlin genb ma’ genb iz-ZzZewg kinetokori.

Klastogen: kull sustanza jew process li tikkawza aberrazzjonijiet kromosomali strutturali fil-
popolazzjoni ta’ ¢elloli jew organizmi.

Citokinez: il-process ta’ divizjoni ta¢-¢elloli minnufih wara mitozi sabiex jifforma zewg
¢elloli zghar, fejn kull wahda jkun fiha nukleu wiehed.

Indi¢i ta’ Proliferazzjoni Blokk taé¢-Citokinezi (Cytokinesis-Block Proliferation index
(CBP))): il-proporzjon ta’ ¢elloli tat-tieni divizjoni fil-popolazzjoni ttrattata fir-rigward tal-
kontroll mhux ittrattat (ara Appendi¢i 2 ghall-formula).

Citostazi: inibizzjoni tat-tkabbir ta¢-celloli (ara Appendi¢i2 ghallformula).

Citotossicita: effettita’ hsara ghall-istruttura jew ghall-funzjoni tac-¢elloli, Ii fl-ahhar mill-
ahhar jikkawzaw il-mewta tac-celloli.

Genotossiéita: terminu generali li jinkludikull tip ta’ hsara fid-DNA jew kromozoma, inkluz
ksur, riarrangamenti tal-adduttorji, mutazzjonijiet, aberrazzjonijiet tal-kromozomi, u
anewplojdija. Mhux it-tipi kollha ta’ effetti genotossici jirrizultaw f mutazzjonijiet jew hsara
fil-kromoZomi stabbli.

Celloli interfaz: ¢elloli li mhumiex fil- fazi mitotika.
Kinetochore: struttura li fiha l-proteini li tinghaqad fic-centromer ta' kromozoma fejn il- fibri
'spindle’ jasso¢jaw waqt id-divizjoni ta¢-¢elloli, u dan jippermetti moviment ordnat tal-

kromozomi li jfaqqsu (daughter chromosomes) ghall-poli tac-celloli li jfagqsu (daughter
cells).
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Mikronuklei: nuklei zghar, separati minn u addizzjonali ghan-nuklei prin¢ipali ta' ¢elloli,
prodotti waqt it-telofazi ta' mitozi jew mejozi permezz frammenti ta’ kromozomi li jibqa’ jew
kromozomi shah.

Mitozi: divizjoni tan-nukleu tac-¢elloli li normalment jingasam f’profazi, prometafazi,
metafazi, anafazi u telofazi

Indi¢i mitotiku: il-proporzjonta’ ¢celloli fil- metafazi divizi bl-ghadd totali ta’ ¢elloli osservati
f’popolazzjoni ta’ ¢elloli; indikazzjoni tal-ammont ta’ proliferazzjoni ta’ ¢elloli ta’ dik il-
popolazzjoni.

Mutageniku: jipproduci bidla ereditarja ta’ sekwenza(i) tal-pari tal-bazi tad-DNA { geni jew
tal-istruttura tal-kromozomi (aberrazzjonijiet tal-kromozomi).

Nondisgunzjoni: nuqgas min-naha tal-kromatidi f’pari milli jinfirdu u jissegregaw ruhhom
sew sabiex jizviluppaw celloli Zghar, u dan jirrizulta f'¢elloli Zghar b’ ghadd anormali ta’
kromozomi.

Poliplojdija: aberrazzjonijiet numerici tal-kromozomi f’¢elloli jew organizmi li jinvolvu
sett(ijiet) shih(shah) ta’ kromozomi, meta mgabbla mal-kromozomu jew kromozomi
individwali (anewplojdija).

Indici ta’ Proliferazzjoni (PI): metodu ghall-kejl ta¢-Citotossicita meta ma tintuzax cytoB
(ara Appendic¢i 2 ghall-formula).

Zieda Relattiva fl-Ghadd taé-Celloli (Relative Increase in Cell Count - RICC): metodu
ghall-kejl tac-Citotossi¢ita meta ma tintuzax cytoB (ara Appendici 2 ghall-formula).

Irduppjar Relattiv tal-Popolazzjoni (Relative Population Doubling - RPD): metodu ghall-
kejl tac-citotossicita meta ma tintuzax cytoB (ara Appendici2 ghall-formula).

Indi¢i tar-Replikazzjoni (RI): il-proporzjon tac¢-¢ikli tad-divizjoni tac-celloli mwettqa
f’kultura ttrattata, fir-rigward tal-kontroll mhux trattat, matul il-perjoduta’ esponiment u I-
irkupru (ara Appendici 2 ghall-formula).

Sustanza kimika tat-test (li ssir referenza ghaliha wkoll bhala s-sustanza tat-test):
Kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata billi jintuza dan it-TM.
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Appendici 2
FORMOLI GHAL VALUTAZZJONI TAC-CITOTOSSICITA

1. Meta tintuZa cytoB, l-evalwazzjoni tac-Citotossicita ghandha tkun ibbazata fuq I-Indici
ta’ Profilerazzjoni Blokk ta¢-Citokinezi (Cytokinesis-Block Proliferation Index - CBPI)
jew kIndi¢i Replikattiv (Replicative Index - RI) (16) (58). Is-CBPI jindika I-ghadd medju
ta’ ¢ikli tac-celloli ghal kull ¢ellola matul il-perjoduta’ esponiment ghal cytoB, u jista’ jintuza
biex jikkalkula l-proliferazzjoni tac-celloli. L-RI jindika l-ghadd relattiv ta’ nuklei fil-kulturi
ttrattati meta mgabbel mal-kulturi ta’ kontroll u jista’ jintuza biex jikkalkula 1-% ta¢-¢itostazi:

% ta’ Citostazi= 100-100{(CBPIt - 1) + (CBPIc- 1)}
U:
T = kultura tat-trattament kimiku biprova
C = kultura ta’ kontroll tal-mezz
Meta:

((Nruta’ celloli mononukleati) + (2 x Nru ta’ ¢elloli binukleati) + (3 x Nruta’ celloli
multinukleati))

OB P = — e

(Numru totali ta’ ¢elloli)

Ghaldagstant, CBPI ta’ 1 (i¢-¢celloli kollha huma mononukleati) huwa ekwivalenti ghal
¢itostazi ta’ 100%.

Citostazi = 100-RI

((Nruta’ celloli binukleati) + (2 x Nru ta’ ¢elloli multinukleati)) + (Numru totali ta’ ¢elloli)t

R = e e e e X 100

((Nruta’ cellolibinukleati) + (2 x Nru ta’ ¢elloli multinukleati)) + (Numru totali ta’ ¢elloli)c

T= kulturi ttrattati

C= kulturi ta’ kontroll

2. B’hekk, RI ta’ 53 % ifisser li, meta mqabbel mal-ghadd ta’ ¢elloli li jkunu nqasmu
biex jiffurmaw celloli binukleati u multinukleati fil-kultura ta’ kontroll, 53 % biss ta’ dan I-
ghadd gew divizi fil-kultura trattata, jigifieri Citostazi ta’ 47 %.
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3. Meta ma_tintuZax cytoB, h1]a rrakkomandata evalwazzjoni ta¢-Citotossicita fuq
il-bazi taz- Zieda Relattiva fl-Ghadd ta¢-Celloli (Relative Increase in Cell Counts - RICC)
jew fuq kIrduppjar tal-Popolazzjoni Relattiva (Relative Population Doubling - RPD)
(58), minhabba li t-tnejn iqisu l-proporzjon tal-popolazzjoni ta¢-celloli li tkun iddividiet
ruhha.

(Zieda fl-ghadd ta’ ¢elloli fil-kulturi ttrattati (finali— bidu))
RICC = - X100
(Zieda fl-ghadd ta’ ¢elloli fil-kulturi ta’ kontroll (finali — bidu))

(Nru ta’ rduppjar fil-Popolazzjoni fil-kulturi ttrattati)
RPD = e e e e e e - X100
(Nru ta’ rduppjar fil-Popolazzjoni fil-kulturi ta’ kontroll)

fejn:

Irduppjar tal-popolazzjoni = [log (Numru ta’ ¢elloli wara t-trattament + Numru ta’ ¢elloli
inizjali)] ~ log 2
4. B’hekk, RICC, jew RPD ta’ 53 % jindika 47 % ¢itotossicita/Citostazi.

5. Billi jintuza Indi¢i ta’ Proliferazzjoni (Proliferation Index - PI), i¢-CitotossiCita
tista’ tigi vvalutata pemrezz tal- ghadd (scoring) tan-numru ta’ kloni li jikkonsistu f’¢ellola 1
(cll), 2 ¢elloli (cI2), 3 sa 4 ¢celloli (cl4) u5 sa 8 ¢elloli (cI8)

((Ixcll)+ (2xc2)+ (3xcl4) + (4x clB))
Pl = oo e

(cll +c2 +cl +clB)

6. II-PI ntuza bhala parametru siewi u affidabbli tac-¢itotossic¢ita wkoll ghal linji ta’
¢elloli kkulturati in situ fin-nuqqas ta’ cytoB (25)(26)(27)(28).
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Appendici 3

SUSTANZI KIMICI TA’ REFERENZA RRAKKOMANDATI GHALL-
VALUTAZZJONI TAL-PRESTAZZJONI'

Kategorija Sustanza Kimika gzustal- Nrutal-KE
1. Klastogeni attivi minghajr attivazzjoni metabolika
Citosina arabinosida 147-94.4 205-705-9
Mitomic¢ina C 50-07.7 200-008-6
2. Klastogeni li jehtiegu attivazzjoni metabolika
Benzo(a)piren 50-32-8 200-028-5
Ciklofos fammid 50.18.0 200-015-4
3. Anewgeni
Kolki¢ina 64.86.8 200-598-5
Vinblastina 143.67.9 | 205-606-0
4. Sustanzi negattivi
Di-(2-etilezil)ftalat 117-81.7 204-211-0
Ac¢idu nalidissiku 380.08.2 206-864-7
Piren 129-00-0 204-927-3
Klorur tas-sodju 7647-14-5 | 231-598-3

I Is-sustanzi kimi¢i ta’ referenza huma s-sustanzi kimi¢i rrakkomandati ghall-uzu. Is-
sostituzzjoni jew iz-zieda ta’ sustanzi kimici fil- lista ta’ sustanzi kimi¢i ta’ referenza tista’ ssir
jekk Lattivita taghhom tkun maghrufa u jekk huma jinducu lill- mikronuklei bl-istess
mekkanizmi ta’ azzjoni, u jekk jintwerew li huma rilevanti ghas-sustanzi kimi¢i li jkunu sejrin
jigu ttestjati permezz tal-procedura MNvit. Skont x'ikun - ghan, il- gustifikazzjoni tista’
tinkludi wkoll studju ta’ validazzjoni li juza firxa wiesgha ta’ sustanzi jew iffukat fuq spettru
iktar dejjaq ibbazat fuq il-klassi tas-sustanza kimika jew il-mekkanizmu ta’ hsara li jkun
qieghed jigi studjat.
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B.50 Sensitizzazzjoni tal-Gilda: Analizi tan-Nodi tal-Limfa Lokali: DA
INTRODUZZJONI

1. Il-Linji gwida talOECD ghall-Ittestjar tas-Sustanzi Kimi¢i u -Metodi ta’ Ttestjar tal-
UE bbazati fughom jigu analizzati minn zmien ghal Zmien fid-dawl tal-progress xjentifiku,
htigijiet regolatorji li jinbidlu, u kunsiderazzjonijiet dwar il-benessri tal-annimali. L-ewwel
Metodu tat-Test (TM) (B.42) ghad-determinazzjoni tas-sensitizzazzjoni tal- gilda fil- gurdien,
l-Analizi tan-Nodital- Limfa Lokali (Local Lymph Node Assay - LLNA; Linja gwida 429 tat-
Test tal-OECD) gie rivedut (1). Id-dettalji tal-validazzjonital- LLNA u analizi tax-xoghol
assocjat gew ippubblikati (2)(3)(4)(5)(6)(7)(8)(9). FI-LLNA, tintuza t-timidina jew jojdu
radjoisotopiku biex titkejjel il-proliferazzjoni tal-limfo¢iti u ghaldagstant, l-analizi ghandha
uzu limitat fejn Fakkwizizzjoni, -uzu jew l-eliminazzjoni tar-radjuattivita huma problematici.
L-LLNA: DA (zviluppat minn Daicel Chemical Industries, Ltd.) huwa modifikazzjoni mhux
radjuattiva ghal-LLNA, li tikkwantifika l-kontenut tat-trifosfat tal-adenozina (adenosine
triphosphate, ATP) permezzta’ bijoluminexxenza bhala indikatur tal-proliferazzjoni tal-
limfo¢iti. [l-metodu ta’ ttestjar LLNA: DA gie vvalidat u analizzat u rakkomandat minn panil
internazzjonali ta’ analizi minn paribhala uth ghall-identifikazzjoni ta’ sustanzi kimic¢i
sensitizzanti u mhux sensitizzanti, b’¢erti limitazzjonijiet (10) (11) (12) (13). Dan it-TM huwa
mfassal ghall-valutazzjoni tal-potenzjal tas-sustanzi kimic¢i li jikkawzaw sensitizzazzjoni tal-
gilda (sustanzi u tahlitiet) fl-annimali. Kapitolu B.6 ta’ dan I-Anness u Linja Gwida 406 tat-
Test OECD juzaw fniek tal-Indi, b’mod partikolari t-test ta’ massimizzazzjoni tal- fniek tal-
Indi u t-test Buehler (14). L-LLNA (Kapitolu B.42 ta’ dan I-Anness; Linja Gwida 429 tat-Test
OECD) u z-zewg modifikazzjonijiet mhux radjuattivi, LLNA: DA (Kapitolu B.50 ta’ dan I-
Anness; Linja Gwida 442 A tat-Test OECD) u LLNA: BrdU-ELISA (Kapitolu B.51 ta’ dan |-
Anness; Linja Gwida 442 B tat-Test OECD), kollha jipprovdu vantagg fuq it-testijiet tal- fniek
tal-Indi £°B.6 u fil- Linja Gwida 406 tat-Test OECD (14) f'termini ta’ tnaqqis u rfinar tal-uzu
tal-annimali.

2. B’mod simili ghal-LLNA, LFLLNA:DA tistudja Ifazi ta’ induzzjoni ta’
sensitizzazzjoni tal- gilda u tipprovdi dejta kwantitattiva adattata ghall- valutazzjoni tad-doza u
r-reazzjoni. Barra minn hekk, abilita i jinkixfu sensitizzaturi tal- gilda minghajr il-htiega li
tintuza radjutikketta ghad-DNA telimina l-potenzjal ghal esponiment fuq il-post tax-xoghol
ghal kwistjonijiet ta’ radjuattivitd uta’ rimi ta’ skart. Min-naha tieghu, dan jista’ jippermetti
ghall-uzu mizjud ta’ grieden ghall-individwazzjoni ta’ sensitizzaturi tal-gilda, li jnaqqas
ulterjorment l-uzu tal-fniek tal-Indi ghal testijiet ghal potenzjal ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda
(jigifieri B.6; Linja Gwida 406 tat-Test OECD) (14).

DEFINIZZJONIJIET
3. Definizzjonjjiet uzati huma pprovduti f” Appendici 1.

KUNSIDERAZZJONUJIET INIZJALI U LIMITAZZJONIJIET

4. L-LLNA: DA huwa metodu tal- LLNA modifikat ghall-identifikazzjoni tal-potenzjal
ta’ sustanzi kimi¢i li jikkawzaw sensitizzazzjoni fil-gilda, b’limitazzjonijiet specifici. Dan
mhux necessarjament jimplika li fil-kazijiet kollha, FLLNA: DA ghandha tintuza minflok it-
testijiet fuq il-fniek tal-Indi (jigifieri B.6; Linja Gwida 406 tat-test OECD) (14), izda pjuttost
li l-analizi ghandha l-istess mertu u tista’ tintuza bhala alternattiva li fiha r-rizultati pozittivi u
negattivi generalment ma jkunux jehtiegu aktar konferma (10) (11). II-laboratorju tal- ittestjar
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ghandu jikkunsidra -informazzjoni disponibbli kollha fuq is-sustanza tat-test qabel iwettaq I-
istudju. Din l-informazzjoni ghandha tinkludi l-identita u listruttura kimika tas-sustanza tat-
test; il-karatteristici fizikokimic¢i taghha; ir-rizultati ta’ kwalunkwe test ta’ tossi¢ita in vitro
jew in vivo fuq is-sustanza tat-test; u dejta tossikologika dwar sustanzi kimici strutturalment
relatati. Din l-informazzjoni ghandha titqies sabiex wiched jiddetermina jekk -LLNA: DA
huwiex adattat ghas-sustanza (minhabba n-nuqqas ta’ kompatibbilta ta’ tipi limitati ta’
sustanzi kimi¢i mal-LLNA: DA [ara paragrafu 5]) usabiex tghin fl-ghazla tad-doza.

5. L-LLNA: DA huwa metodu in vivo u, b’konsegwenza ta’ dan, ma jeliminax luzu
tal-annimali fil-valutazzjoni ta’ attivita ta’ sensitizzazzjoni ta’ kuntatt allergiku. Huwa
ghandu, madankollu, il-potenzjal li jnaqqas l-ghadd ta’ annimali mehtiega ghal dan il-ghan
meta mqgabbel mat-testijiet fuq il-fniek tal-Indi (B.6; Linja Gwida 406 tat-Test tallOECD)
(14). Barra minn hekk, FLLNA: DA toffri rfinar sostanzali (inqas ugigh u dwejjaq) fil-mod
kif l-annimali jintuzaw ghal provi ta’ sensitizzazzjoni ta’ kuntatt allergiku, minhabba li
b’differenza mill-B.6 u mil-Linja Gwida 406 tat-Test tall OECD, I-LLNA: DA ma jehtiegx li
reazzjonijiet ta’ sensittivita eccessiva dermali indotti mill-isfida jigu indikati Minkejja I-
vantaggi tal-LLNA: DA fuq B.6 u lLinja Gwida 406 tat-Test OECD (14), hemm xi
limitazzjonijiet li jistghu jehtiegu l-uzu ta’ B.6 u l-Linja Gwida 406 tat-Test OECD (ez I
ittestjar ta’ ¢erti metalli, sejbiet pozittivi foloz b’certi irritanti tal-gilda [bhal xi sustanzi tat-tip
tensjoattivi] (6) (1 u FKapitolu B.42 f’dan I- Anness), solubilitd tas-sustanza tat-test). Barra
minn hekk, il-klassijiet ta’ sustanzi kimic¢i jew sustanzi li flhom gruppi funzjonali li ntwerew
li jagixxu bhala konfondituri potenzjali (16) jistghu jehtiegu l-uzu ta’ testijiet fuq il-fniek tal-
Indi (jigifieri B.6; Linja Gwida 406 tat-Test OECD (14)). Limitazzjonijiet li gew identifikati
ghal- LLNA (1, u Kapitolu B.42 f°dan l-Anness) gew rakkomandati sabiex japplikaw ukoll
ghal-LLN A: DA (10). Barra minn hekk, luzu tal-LLNA: DA ma jkunx xieraq ghal sustanzi
ta’ ttestjar li jaffettwaw il-livelli tal- ATP (ez sustanzi li jiffunzjonaw bhala inibituri tal-ATP)
jew dawk i jaffettwaw il-kejl preciz ta’ ATP intracellolari (ez il-prezenza ta’ enzimi ta’
degradazzjoni tal- ATP, il-prezenza ta’ ATP ekstracellolari fin-nodi tal-limfa). Minbarra dawn
il-limitazzjonijiet identifikati, FLLNA: DA ghandu jkun applikabbli ghall-ittestjar ta’
kwalunkwe sustanza diment li ma jkunx hemm karatteristi¢i asso¢jati ma’ dawn is-sustanzi li
jistghu jinterferixxu mal-ezattezza tal-LLNA:DA. Barra minn hekk, ghandha tinghata
kunsiderazzjoni ghall-possibilita ta’ rizulatati pozittivi tal- limitu meta jinkisbu valuri ta' Indici
ta’ Stimulazzjoni (SI) ta’ bejn 1.8 u 2.5 (ara l-paragrafi 31-32). Dan huwa bbazat fuq il-bazi
ta’ dejta ta’ validazzjoni ta’ 44 sustanza li juzaw SI> 1.8 (ara paragrafu6) li ghalihom, -
LLNA: DA identifika b’mod korrett it-32 sensitizzatur tal-LLNA, izda b’mod inkorrett
identifika tlieta minn 12-il nonsensitizzaturi tal-LLNA b’valuri tal-SI ta’ bejn 1.8 u 2.5
(jigifieri linja tal-limitu pozittiva) (10). Madankollu, minhabba li l-istess sett ta’ dejta ntuza
ghall-issettjar tal-valuri SI u ghall-kalkolu tal-karatteristi¢i ta' tbassir tat-test, ir-rizultati
ddikjarati jistghu jkunu stima e¢c¢essiva tal-karatteristici ta’ tbassir reali.

PRINCIPJU TA' DAN IL-METODU TA' TTESTJAR

6. Il-prin¢ipju baziku wara LFLLNA:DA huwa 1i s-sensitizzaturi jikkawzaw il
proliferazzjoni ta’ limfociti fin-noduli tal-limfa 1i jsaffu s-sit tal-applikazzjoni tas-sustanza tat-
test. Din il-proliferazzjoni hija proporzjonata mad-doza u mal-qawwa tal-allergen applikat u
tipprovdi mezz sempli¢i ta’ kif wiehed jikseb kejl kwantitattiv ta’ sensitizzazzjoni. Il-
proliferazzjoni titkejjel billi wiehed igabbel il-proliferazzjoni medja f’kull grupp tat-test mal-
proliferazzjoni medja fil-grupp ta’ kontroll ittrattati bil-mezzi (VC). Il-proporzon tal-
proliferazzjoni medja f'kull grupp ittrattat ma’ dak fil- grupp VC simultanju, imsejjah -SI, jigi
stabbilit, u ghandu jkun >1.8 gabel ma tkun mehtiega evalwazzjoni ulterjuri tas-sustanza tat-
test bhala sensitizzatur potenzjali tal-gilda. Il-proceduri deskritti hawnhekk huma bbazati fuq
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l-uzu tal-kejl tal-kontenut ta' ATP b’bijoluminexxenza (maghrufa li tikkorrelata mal- ghadd ta’
¢elloli hajjin) (17) sabiex jigi indikat ghadd mizjud ta’ ¢elloli ta’ proliferazzjoni fin-nodi tal-
limfa awrikulari li jnixxu (18) (19). Il-metodu bijoluminexxenti juza l-enzima luciferazi biex
jikkatalizza I- formazzjoni tad-dawl minn ATP u luc¢iferin skont ir-reazzjoni li gejja:

ATP + Luciferin + O, —2% s Oxyluciferin + AMP + PP, + CO, + Dawl

L-intensita tad-dawl emess hija relatata b’mod lineari mal-kon¢entrazzjoni tal-ATP u hija
mkejla permezz ta’ luminometru. L-analizi ta’ lu¢iferin-luc¢iferazi hija metodu sensittiv ghall-
kwantifikazzjoni tal- ATP uzata f firxa wiesgha ta’ applikazzjonijiet (20).

DESKRIZZJONI TAL-ANALIZI

Ghazla tal-is peci tal-annimali

7. [l-gurdien huwa Lispeci tal-ghazla ghal dan it-test. Studji ta’ validazzjoni ghal-
LLNA: DA twettqu esklussivament bir-razza CBA/J 1i ghaldagstant hija kkunsidrata r-razza
ppreferuta (12) (13). Jintuzaw grieden nisa adulti zghar, li huma nulliparuzi u mhumiex tqal
Fil-bidu tal-istudju, lannimali ghandu jkollhom bejn 8 gimgaht u 12-il gimgha, u I
varjazzjoni fil-piz tal-annimali ghandha tkun minima u ma tagbizx 1-20 % tal-piz medju.
Inkella, jistghu jintuzaw razez ohrajn u grieden irgiel meta tkun iggenerata bizzejjed dejta li
turi i ma jezistux differenzi sinifikanti specifici ghar-razez u/jew ghas-sess fir-reazzjoni ghal-
LLNA: DA.

Kundizzjoinijiet ta' fe jn jinzammu u x'jieklu

8. Il-grieden ghandhom jinzammu fi gruppi (21), sakemm ma tinghatax logika
xjentifika adegwata ghat-tqeghid tal-grieden f gageg individwali. It-temperatura tal-kamra tal-
annimali sperimentali ghandha tkun ta’ 22 & 3°C. Ghalkemm l-umidita relattiva ghandha tkun
mill-inqas 30 % u preferibbilment ma tagbizx is-70 %, ghajr waqt it-tindif tal-kamra, il-mira
ghandha tkun ta' 50-60 %. Id-dawl ghandu jkun artifi¢jali, u s-sekwenza tkun 12-il siegha
dawl, 12-1l siegha dlam. Ghall- ghalf, jistghu jintuzaw id-dieti konvenzjonali tal-laboratorju bi
provvista minghajr limitu ta' ilma tax-xorb.

It-the jjija tal-annimali

9. L-annimali ghandhom jintghazlu b’mod aleatorju, immarkati sabiex ikunu jistghu
jigu identifikati individwalment (izda minghajr l-ebda forma ta’ mmarkar fil-widnejn), u
mizmuma fil-gageg taghhom ghal mill-inqas hamest jjiem qabel ma jibda d-dozar sabiex
ikunu jistghu jidraw il-kundizzjonijiet tal-laboratorju. Qabel il-bidu tat-trattament, l-annimali
kollha jigu ezaminati sabiex ikun zgurat li huma ma jkollhom l-ebda feriti osservabbli fuq il-
gilda.

It-the jjija tas-soluzzjonijiet ghad-dozar

10. Is-sustanzi kimi¢i solidi ghandhom jinhallu jew jigu sospizi f’solventi/mezzi u
dilwiti, jekk ikun xieraq, qabel l-applikazzjoni fuq il-widna tal-grieden. Is-sustanzi kimici
likwidi jistghu jigu applikati wahedhom jew dilwiti qabel id-dozar. Is-sustanzi kimi¢i li ma
jinhallux, bhal dawk li naraw generalment fl-apparat mediku, ghandhom ikunu soggetti ghal
estrazzjoni ezagerata fsolvent adattat sabiex jizvelaw il-kostitwenti kollha li jistghu jigu
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estratti ghall-ittestjar qabel jigu applikati fuq il-widna tal-grieden. Is-sustanzi tat-test
ghandhom jithejjew kuljum sakemm id-dejta dwar l-istabilita ma turix li jistghu jinhaznu.

Il-verifika tal-affidabbilta

11. Sustanzi kimi¢i ta’ kontroll pozittiv (PC) jintuzaw sabiex tintwera prestazzjoni
xierqa tal-analizi billi jirreagixxu b’sensittivita adegwata u riproducibbli ghal sustanza tat-test
sensitizzanti li ghaliha l-kobor tar-reazzjoni huwa kkaratterizzat sew. L-inkluzjoni ta’ PC
simultanju hija rrakkomandata ghaliex din turi l-kompetenza tal-laboratorju biex iwettaq
b’success kull analizi u tippermetti l-valutazzjoni u t-tqabbil tar-riproducibbilta fil-laboratorju
u bejn il-laboratorji. Xi awtoritajiet regolatorji jehtiegu wkoll PC ghal kull studju u
ghaldagstant, l-utenti huma mhegga jikkonsultaw mal-awtoritajiet rilevanti gabel iwettqu I-
LLNA: DA. Ghalhekk, lruzu ta’ rutina ta’ PC simultanju huwa rrakkomandat sabiex tigi
evitata l-htiega ta’ aktar ittestjar fuq l-annimali sabiex jintlahqu tali rekwiziti li jistghu
jinholqu mill-uzu ta’ PC perjodiku (ara l-paragrafu 12). II-PC ghandha tipproduci reazzjoni
tal-LLNA: DA pozittiva f’livell ta’ esponiment li mistenni jaghti zieda fl-SI> 1.8 fuq il- grupp
ta’ kontroll negattiv (NC). Id-doza tal-PC ghandha tintghazel b’mod li ma tikkawzax
irritazzjoni eccessiva fil-gilda jew tossic¢ita sistemika u l-induzzjoni hija riproducibbli izda
mhux ecécessiva (jigifieri SI > 10 ikun jitqies eccessiv). PC ippreferuti huma 25 % ezil
¢innamaldeid (Numru tal-Chemical Abstracts Service [CAS] 101-86-0) u 25 % ewgenol
(numru tal-CAS 97-53-0,) fl-acetun: zejt taz-zebbuga (4:1, v/v). Jista’ jkun hemm ¢irkostanzi
fejn, minhabba gustifikazzjoni adegwata, jistghu jintuzaw PCs ohrajn, 1i jissodisfaw il-kriterji
ta’ hawn fuq.

12. Filwaqt Ii Finkluzjoni ta’ grupp ta’ PC simultanju hija rrakkomandata, jista’ jkun
hemm sitwazzjonijiet fejn l-ittestjar perjodiku (jigifieri f’intervalli < 6 xhur) tal-PC jista’ jkun
adegwat ghal-laboratorji li jaghmlu FLLNA:DA b’mod regolari (jigifieri jaghmlu I-
LLNA: DA fi frekwenza ta’ mhux inqas minn darba fix-xahar) u ghandhom bazi tad-dejta ta’
PC storika stabbilita li turi l-kapacita tal-laboratorju biex jikseb rizultati riproducibbli u ezatti
b’PCs. Proficjenza adegwata bl-LLNA: DA tista’ tintwera b’success billi jigu ggenerati
rizultati pozittivi konsistenti bil-PC f'mill-inqas 10 testijiet indipendenti li jsiru f’perjodu ta’
zmien ragonevoli (jigifieri ingas minn sena wahda).

13. Grupp ta’ PC simultanju ghandu dejjem ikun inkluz meta jkun hemm bidla fil-
procedura tal-LLNA: DA (ez bidla fil-persunal imharreg, bidla fil-materjali tal-metodu tat-
test wjew fir-reagenti, bidla fit-taghmir tal-metodu tat-test, bidla fis-sors tal-annimali tat-test),
u dawn il-bidliet ghandhom jigu ddokumentati fir-rapporti tal-laboratorju. Ghandu jigi
kkunsidrat impatt ta’ dawn il-bidliet fuq ladegwatezza tal-bazi tad-dejta storika stabbilita
gabel ma tigi decCiza I-htiega li tkun stabbilita bazi tad-dejta storika gdida sabiex tiddokumenta
l-konsistenza fir-rizultati tal-PC.

14. Ir-ricerkaturi ghandhom ikunu konxji li d-de¢izjoni li jsir studju tal-PC fuq bazi
perjodika minflok fl-istess hin ghandha konsegwenzi fuq l-adegwatezza u l-accettabbilta tar-
rizultati negattivi ta’ studju ggenerati minghajr PC simultanju waqt l- intervall bejn kull studju
tal-PC perjodiku. Perezempju, jekk jinkiseb rizultat negattiv falz fl-istudju tal-PC perjodiku,
ir-rizultati negattivi tas-sustanza tat-test miksuba fl-intervall bejn lkahhar studju tal-PC
perjodika accettabbli u -istudju tal-PC perjodika mhux acc¢ettabbli jistghu jkunu dubjuzi. L-
implikazzjonjjiet ta’ dawn l-eziti ghandhom kunu kkunsidrati b’attenzjoni meta jkun deciz
jekk ghandhomx ikunu inkluzi PCs simultanji jew li jsiru biss PCs perjodi¢i. Ghandu jigi
kkunsidrat ukoll luzu ta’ inqas annimali fil-grupp ta’ PC simultanju meta dan ikun
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iggustifikat xjentifikament u jekk il-laboratorju juri, fuq dejta storika specifika ghal-
laboratorju, li jistghu jintuzaw inqas grieden (22).

15.  Ghalkemm il-PC ghandu jigi ttestjat fmezz li huwa maghruf li jelicita reazzjoni
konsistenti (ez l-acetun: zejt taz-zebbuga; 4:1, v/v), jista’ jkun hemm certi sitwazzjonijiet
regolatorji 1i fihom it-testijiet b'mezz mhux regolari (formulazzjoni klinika/kimikament
rilevanti) ikunu mehtiega wkoll (23). Jekk il-PC simultanju jigi ttestjat £ mezz differenti mis-
sustanza tat-test, allura ghandu jigi inkluz VC separat ghall-PC simultanju.

16. F’kazijiet fejn ikkunu gqeghdin jigu vvalutati sustanzi tat-test ta’ klassi specifika ta’
sustanzi kimi¢i jew firxa ta’ reazzjonijiet, is-sustanzi ta’ referenza jistghu jkunu utli wkoll
sabiex juru li lFmetodu ta’ ttestjar qed jahdem sew sabiex jinstab il-potenzjal tas-
sensitizzazzjoni tal-gilda ta’ dawn it-tipi ta’ sustanzi. Is-sustanzi ta’ referenza adattati ghandu
jkollhom il-karatteristici li gejjin:

xebh strutturali u funzjonali mal-klassi ta’ sustanzi tat-test li geghdin jigu ttestjati;

karatteristici fizici/kimi¢i maghrufa;

— dejta ta’ appogg mil-LLNA: DA;

dejta ta’ appogg minn mudelli ohrajnta’ annimali w/jew mill-bnedmin.

IL-PROCEDURA TAT-TEST
Ghadd ta’ annimali u livelli tad-doza

17. Ghal kull grupp ta’ dozi ghandhom jintuzaw tal-inqas erba’ annimali, b>’minimu ta’
tliet koncentrazzjonijiet tas-sustanza tat-test, flimkien ma’ grupp ta’ NC simultanju ttrattat
biss bil-mezz ghas-sustanza tat-test, u PC (simultanja jew recenti, ibbazata fuq il-politika tal-
laboratorju fl-ikkunsidrar tal-paragrafi 11-15). Ghandu jigi kkunsidrat l-ittestjar ta’ dozi
multipli tal-PC, b’mod spec¢jali meta wiehed jittestja -PC fuq bazi intermittenti. Apparti n-
nuqqas ta' trattament bis-sustanza tat-test, l-annimali fil-gruppi ta' kontroll ghandhom jigu
mmaniggjati u trattati b'mod identiku bhall-annimali fil- gruppi tat-trattament.

18. L-ghazla tad-doza u tal-mezz ghandha tkun ibbazata fuq ir-rakkomandazzjonijiet
moghtija fir-referenzi (2) u (24). Dozi konsekuttivi normalment jintghazlu minn sensicla
xierqa ta’ kon¢entrazzjonijiet bhal 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2.5 %, 1 %, 0.5 %, ecc.
Logika xjentifika adegwata ghandha takkumpanja l-ghazla tas-sensiela ta’ konc¢entrazzjonijiet
uzati. L-informazzjoni tossikologika kollha ezistenti (ez. tossi¢ita akuta u irritazzjoni fil- gilda)
u linformazzjoni strutturali u fizikokimika dwar is-sustanza tat-test ta’ interess (ujew
sustanzi relatati strutturalment) ghandhom jigu kkunsidrati meta jkunu disponibbli, fl-ghazla
tat-tliet koncentrazzjonijiet konsekuttivi biex b’hekk l-oghla kon¢entrazzjoni timmassimizza
l-esponiment filwaqt li tevita t-tossicita sistemika u/jew l-irritazzjoni lokali ecc¢essiva fil-gilda
(24) (25). Fin-nuqqas ta’ informazzjoni bhal din, jista’ jkun mehtieg test inizjali qabel I-
iskrinjar (ara l-paragrafi 21-24).

19. Il-mezz ma ghandux jinterferixxi ma’ jew jinfluwenza r-rizultat tat-test u ghandu
jintghazel fuq il-bazi tal-massimmizzazzjoni tas-solubbilta sabiex tinkiseb l-oghla
koncentrazzjoni li tista’ tinkiseb filwaqt li tigi prodotta soluzzjoni/sospensjoni adattata ghall-
applikazzjoni tas-sustanza tat-test. [-mezzi rakkomandati huma acetun: zejt taz-zebbuga (4:1,
v/v), N,N-dimetilformammid, metiletilketon, propilen glikol, u dimetilsulfossidu (6) izda
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jistghu jintuzaw ohrajn jekk tinghata logika xjentifika suffi¢jenti. F'Certi sitwazzjonijiet, jista’
jkun mehtieg li jsir uzu minn solvent kimikament rilevanti jew mill-formulazzjoni
kummercjali li fiha s-sustanza tat-test hija kkummercjalizzata bhala kontroll addizzjonali.
Ghandha tinghata attenzjoni partikolari sabiex ikun zgurat li s-sustanzi idrofili¢i jkunu
inkorporati fsistema ta’ mezzi, li xxarrab il-gilda u ma ¢carcarx mal-ewwel, permezz tal-
inkorporazzjoni ta’ sustanzi li jhollu xierqa (ez 1% Pluronic® L92). Ghalhekk, mezzi likwidi
ghalkollox ghandhom jigu evitati

20. L-ipprocessar ta’ noduli tal-limfa minn grieden individwali jippermetti I- valutazzjoni
tal-varjabbilta bejn l-annimali u tqabbil statistiku tad-differenza bejn is-sustanza tat-test u
kejl tal-grupp VC (ara paragrafu 33). Barra minn hekk, il-valutazzjoni tal-possibbilta li
jitnagqas l-ghadd ta’ grieden fil-grupp PC hija fattibbli meta tingabar dejta dwar annimali
individwali (22). Barra minn hekk, certi awtoritajiet regolatorji jitolbu I-gbir ta’ dejta dwar
annimali individwali. Gbir regolari ta’ dejta dwar annimali individwali jipprovdi vantagg mil-
lat tal-benesseri tal-annimal billi jevita ttestjar doppju li jkun mehtieg li kieku r-rizultati tas-
sustanza tat-test li tkun ingabret originarjament b’xi mod (ez. permezz ta’ dejta migbura dwar
l-annimali) kellhom jigu kkunsidrati aktar tard mill-awtoritajiet regolatorji ma’ rekwiziti
ohrajn (ez dejta individwali dwar l-annimali).

Test ta’ qabel I-iskrinjar

21. Fin-nuqqas ta’ informazzjoni sabiex tkun stabbilita l-oghla doza li ghandha tigi
ttestjata (ara paragrafu 18), ghandu jsir test ta’ gqabel l-iskrinjar sabiex jigi definit il-livell ta’
doza xierqa li ghandha tigi ttestjata fl- LLNA: DA. L-iskop tat-test ta’ gabel l-iskrinjar huwa li
Jipprovdi gwida ghall-ghazla tal-livell tad-doZa massima li ghandha tintuza fl-istudju ewlieni
tal-LLNA: DA, meta l-informazzjoni dwar il-koncentrazzjoni li tikkawza tossicita sistemika
(ara paragrafu24) uv/jew irritazzjoni lokali e¢¢essiva tal-gilda (ara paragrafu 23) ma tkunx
disponibbli. I-livell massimu tad-doza ttestjata ghandu jkun 100 % tas-sustanza tat-test ghal-
likwidi jew il-kon¢entrazzjoni massima possibbli ghas-solidijew ghas-sospensjonijiet.

22.  [It-test ta’ qabel liskrinjar isir taht l-istess kundizzjonijiet tal-istudju ewlieni tal-
LLNA: DA, hlief ghall-fatt i ma hemmx valutazzjonital-proliferazzjoni tan-noduli tal-limfa
u li jistghu jintuzaw inqas annimali ghal kull grupp ta’ doza. Huwa ssuggerit li jintuza
annimal wiehed jew tnejn ghal kull grupp ta’ doza. II- grieden kollha jigu osservati kuljum
ghal kwalunkwe sinjal kliniku ta’ tossicita sistemika jew irritazzjoni lokali fis-sit tal-
applikazzjoni. Il-pizijiet tal- gisem jigu ddokumentati qabel it-test u wara li jintemm (Jum 8).
I7-zewg widniet ta’ kull gurdien jigu osservati ghall-eritema u jinghataw puntegg skont it-
Tabella 1 (25). Jittiehed il-kejl tal-hxuna tal-widna permezzta’ gejg ta’ hxuna (ez mikrometru
digitali jew gejg tal-hxuna Peacock Dial) fJum 1 (qabel id-doza), f’Jum 3 (madwar 48 siegha
wara l-ewwel doza), f’Jum 7 (24 siegha gqabel it-tmiem) u " Jum 8. Barra minn hekk, f'Jum§,
il-hxuna tal-widna tista’ tigi stabbilita permezz ta’ determinazzjonijiet tal-piz bl-immarkar tal-
widnejn, li ghandu jsir wara li l-annimali jingatlu b>’mod uman. L-irritazzjoni lokali ec¢essiva
tal-gilda hija indikata b’puntegg ta’ eritema >3 u/jew hxuna tal-widna ta’ >25 % fi
kwalunkwe jum tal-kejl (26) (27). L-oghla doza maghzula ghall-istudju ewlieni tal- LLNA: DA
tkun id-doza l-aktar baxxa li jmiss fis-sensiela ta’ koncentrazzjonijiet ta’ qabel l-iskrinjar (ara
paragrafu 18) li ma tikkawzax tossicita sistemika w/jew irritazzjoni lokali ec¢essiva tal- gilda.

Tabella 1: Punteggi ghall- Eritema
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Osservazzjoni Puntegg

L-ebda eritema 0
Ftit li xejn eritema (bil-kemm tidher) 1
Eritema definita sew 2
Eritema moderata sa severa 3
Eritema severa (hmura gawwija) sa formazzjonita’ tessut ohxon u danneggjt 4

li jipprevjeni l-klassifikazzjoni tal-eritema

23. Minbarra zieda ta’ 25% fil-hxuna tal-widna (26) (27), intuzat ukoll Zzieda
statistikament sinifikanti fil-hxuna tal-widna fil- grieden ittrattati meta mqgabbla mal- grieden
tal-kontroll sabiex jigu identifikati sustanzi irritanti f-LLNA (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34).
Madankollu, ghalkemm jistghu jsehhu zidiet statistikament sinifikanti meta l-hxuna tal-widna
tkun ingas minn 25 % dawn ma gewx assocjati b’mod specifiku ma’ irritazzjoni eccessiva
(67) (31) (69) (70) (71).

24.  L-osservazzjonijiet klinici li gejjin jistghu jindikaw tossi¢ita sistemika (35) meta
jintuzaw bhala parti minn valutazzjoni integrata u ghalhekk jistghu jindikaw il-livell massimu
tad-doza li ghandha tintuza fl-LLNA: DA ewlenija: bidliet fil-funzjoni tas-sistema nervuza
(ez. pil wieqaf, atassja, roghda, u konvulzjonijiet); bidliet fl-imgiba (ez. aggressivita, bidla fl-
attivita tal-indafa, bidla sinifikanti fil-livell ta’ attivitd); bidliet fit-tendenzi respiratorji
(igifieri bidliet fil-frekwenza u fl-intensita tan-nifs bhal dispneja, nifs maqtugh, u hsejjes
mill-pulmun (rales)), u bidliet fikkonsum tal-ikel u tal-ilma. Barra minn hekk, sinjali ta’
letargija w/jew nuqqas ta’ reazzjoni u kull sinjal kliniku iehor ta’ aktar minn ugigh jew tbatija
zghira jew momentanja, jew tnaqqis ta’ >5 % fil-piz tal-gisem minn Jum1 sa Jum& u
mortalita, ghandhom jigu kkunsidrati fl-evalwazzjoni. Annimali moribondi jew annimali li
juru sinjali ta’ ugigh jew dieqa severa ghandhom jinqatlu b’mod uman (36).

Skeda sperimentali tal-istudju e wlieni

25. L-iskeda sperimentali tal-analizi hija kif gej:
. Jum 1:

Identifika individwalment u hu nota tal-piz ta’ kull annimal u ta’ kwalunkwe
osservazzjoni klinika. Applika soluzzjoni milwiema ta' 1 % sodju lauril sulfat
(SLS) fuq il-parti ta’ wara ta’ kull widna billi tuza pinzell imbill fis-soluzzjoni
ta’ SLS sabiex tkopri d-dorsumta’ kull widna b’erba’ jew hames pinzellati.
Siegha wara t-trattament bl-SLS, applika 25 pL tad-dilwizzjoni xierqa tas-
sustanza tat-test, i-mezz wahdu, jew il-PC (simultanja jew recenti, skont il-
politika tal-laboratorju fl- ikkunsidrar tal-paragrafi 11-15), fuq in-naha ta' wara
ta’ kull widna.

) Jiem 2, 3u7:

Irrepeti l-procedura ta’ applikazzjoni ta’ qabel it-trattament bis-sustanza
milwiema ta’ 1% SLS u tas-sustanza tat-test imwettqa f'Jum 1.

° Jiem4, 5ub6:
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L-ebda trattament.
° Jum 8:

Hu nota tal-pizta’ kull annimal u ta’ kwalunkwe osservazzjoni klinika. Bejn
wiehed u iehor 24 sa 30 siegha wara l-bidu tal-applikazzjoni f’Jum 7, oqtol I-
annimali b’mod uman. Aqta’ barra n-nodi limfati¢i awrikulari li jkunu ged
inixxu minn kull widna tal- gurdien u pprocessa separatament f’ soluzzjoni ta'
ilma bil-melh ibbaferjata bil-fosfat (PBS) ghal kull annimal. Id-dettalji ud-
dijagrammi tal-identifikazzjoni u d-dissezzjoni tan-noduli limfatic¢i tinsab fir-
referenza (22). Sabiex tkompli tissorvelja r-reazzjoni lokali tal-gilda fl-istudju
ewlieni, jistghu jigu inkluzi parametri ohrajn bhall- ghoti ta’ punti ghall-eritema
fil-widna jew il-kejl tal-hxuna tal-widna (miksuba kemm permezzta’ gejg tal-
hxuna, kif ukoll permezz tad-determinazzjonijiet tal-pizijiet bl-immarkar tal-
widna fl-awtopsja) fil-protokoll tal-istudju.

It-the jjija tas-sospensjonijiet tac-celloli

26. Minn kull gurdien, tithejja sospensjonita’ ¢ellola singola ta’ ¢elloli tan-nodi limfatici
(LNC - lymph node cells) maqtughin bilateralment billi n-nodi limfati¢i jitpoggew mghaftgin
bejn zewg slajds tal-hgieg u tigi applikata pressjoni hafifa sabiex in-nodi jitghaffgu. Wara li
jigi kkonfermat li t-tessut infirex irqiq, irqiq, issepara z-zewg slajds minn ma’ xulxin.
Issospendi t-tessut fuq iz-zewg slajds fil-PBS billi zzomm kull slajd fangolu fuq id-dixx Petri
u filwaqt li tlahlah b’PBS waqt li fl-istess hin tqaxxar it-tessut mill-islajd bi scraper tac-celloli.
Barra minn hekk, in-nodi limfati¢i f annimali NC huma zghar, ghalhekk operazzjoni attenta
hija importanti sabiex ikun evitat kwalunkwe effett artificjali fuq il-valuri SI. Ghandu jintuza
volum total ta’ 1 mL PBS ghat-tlahlih tazzewg slajds. Is-sospensjoni tal- LNC fid-dixx Petri
ghandha tigi omogenizzata kemmxejn bl-iscraper tac-celloli. Imbaghad jingabar alikwott ta’
20 pL tas-sospensjoni tal- LNC b’mikropipetta, filwaqt li wiehed joqghod attent 1i ma jihux il-
membrana li hija vizibbli ghall-ghajn, u sussegwentament jithallat ma’ 1.98 mL tal-PBS biex
jaghti kampjun ta’ 2 mL. Imbaghad jithejja t-tieni kampjun ta’ 2 mL, billi tintuza l-istess
proc¢edura sabiex jithejjew zewg kampjuni ghal kull annimal.

Determinazzjoni tal-proliferazzjoni ¢ellolari (kejl tal-kontenut tal-ATP tal-limfo¢iti)

27. Zidiet fil-kontenut ta’ ATP fin-nodi limfati¢i jitkejlu bil-metodu lu¢iferin/lu¢iferazi li
juza kit tal-kejl tal- ATP, li jkejjel i-bijoluminexxenza f Unitajiet ta’ Luminexxenza Relattiva
(Relative Luminescence Units — RLU). [lhin tal-analizi mill-hin tal-qatla tal-annimal sal-kejl
tal-kontenut ta’ ATP ghal kull annimal individwali ghandu jinZamm uniformi, fi Zmien bejn
wiehed u iehor 30 minuta minhabba li Fkontenut ta’ ATP huwa meqjus li gradwalment jonqos
mal-hin wara lqatla tal-annimal (12). B’hekk, is-serje ta’ proceduri mill-qtugh tan-nodi
limfati¢i awrikulari sal-kejl tal- ATP ghandha titlesta fi Zmien 20 minuta permezz tal-iskeda
ta’ Zmien predeterminata li hija l-istess ghal kull annimal. II-luminexxenza tal-ATP ghandha
titkejjel fkull kampjun ta’ 2 mL sabiex jingabar total ta’ zewg kejlijiet ta” ATP ghal kull
annimal. Il-luminexxenza tal- ATP medja tigi mbaghad stabbilita u uzata f'kalkoli sussegwenti
(ara paragrafu 30).

OSSERVAZZJONUJIET

Osservazzjonijiet klinici
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28. Kull gurdien ghandu jigi osservat b’attenzjoni mill-inqas darba kuljum ghal
kwalunkwe sinjal kliniku, kemm ta’ irritazzjoni lokali fil-post tal-applikazzjoni jew ta’
tossicita sistemika. L-osservazzjonijiet kollha jigu rregistrati b’mod sistematiku u jinzammu
rekords ghal kull gurdien. Il-pjanijiet ta’ sorveljanza ghandhom jinkludu kriterji sabiex jigu
identifikati mill-ewwel dawk il- grieden 1i juru tossicita sistemika, irritazzjoni lokali ec¢essiva
tal-gilda, jew tmermir tal-gilda ghall-ewtanazja (36).

Pizijiet tal-gisem

29. Kif iddikjarat fil-paragrafu25, il-pizijiet tal-gisem tal-annimali individwali
ghandhom jitkejlu fil-bidu tat-test u fil-qatla b’mod uman skedata.

KALKOLU TAR-RIZULTATI

30. Ir-rizultati ghal kull grupp ta’ trattament huma espressi bhala -SI medja. L-SI
jinkiseb billi wiehed jiddividi FRLU/gurdien medju f’kull grupp tas-sustanza tat-test, u I
grupp tal-PC, b-RLU/gurdien medju ghall-grupp tas-solvent/VC. L-SI medju ghall-VCs
imbaghad ikun wiehed.

31. Il-proc¢ess tad-dec¢izjoni jqis rizultat bhala pozittiv meta SI> 1.8 (10). Madankollu, il-
qawwa tar-relazzjoni tad-doza-reazzjoni, is-sinifikat statistiku u lkonsistenza tas-
solvent/mezz u r-reazzjonijiet tal-PC jistghu jintuzaw ukoll sabiex wiehed jiddetermina jekk
rizultat marginali (jigifieri valur SI bejn 1.8 u 2.5) jigix iddikjarat pozittiv (2) (3) (37).

32. Ghal rispons pozittiv marginali bejn SI ta’ 1.8 u 2.5, l-utenti jistghu jkunu jridu
jikkunsidraw informazzjoni addizzjonali bhar-relazzjoni doza-reazzjoni, evidenza ta’ tossicita
sistemika jew irritazzjoni eccessiva, u fejn xieraq, sinifikat statistiku flimkien ma’ valuri SI
sabiex jigi kkonfermat li tali rizultati huma pozittivi (10). Ghandhom jigu kkunsidrati d-
diversi karatteristiCi tas-sustanza tat-test, inkluz jekk ghandhiex relazzjoni strutturali ma’
sustanzi maghrufa li joholqu sensititizzazzjoni fil- gilda, jekk tikkawzax irritazzjoni e¢cessiva
fil- gilda tal- gurdien, u n-natura tar-relazzjoni bejn id-doza u r-reazzjoni osservata. Dawn u
kunsiderazzjonijiet ohrajn huma diskussi fid-dettall f'parti ohra (4).

33. [l-gbir ta’ dejta fil-livell tal-gurdien individwali jippermetti li ssir analizi statistika
ghall-prezenza u l-grad ta’ relazzjoni bejn id-doza u r-reazzjoni fid-dejta. Kull valutazzjoni
statistika tista’ tinkludi valutazzjoni tar-relazzjoni bejn id-doza u r-reazzjoni kif ukoll tqabbil
aggustat kif xieraq tal-gruppi tat-test (ez grupp iddozat fpari kontra tqabbil ta’ kontroll ta’
solvent simultanjw/'VC simultanji). L-analizijiet statistici jistghu jinkludu, ez regressjoni
lineari jew it-test ta’ William ghall- valutazzjoni tat-tendenzi tad-doza u tar-reazzjoni, u t-test
ta’ Dunnett ghal tqabbil tal-pari. Meta jaghzel metodu xieraq ghall-analizi statistika, ir-
ricerkatur ghandu jkun konxju mill-inugwaljanzi possibbli tad-differenzi u problemi ohrajn
relatati 1i jistghu jehtiegu trasformazzjoni tad-dejta jew analizi statistika mhux parametrika. Fi
kwalunkwe kaz, ir-ricerkatur jista’ jehtieg li jaghmel kalkoli tal-SI u analizijiet statisti¢i bi
jew minghajr ¢erti punti ta’ dejta (li xi drabi jissejhu “anomaliji” (outliers)).

DEJTA U RAPPURTAR
Dejta

34. Id-dejta ghandha tinghata fil-qosor f’ghamla ta' tabella li turi l-valuri tal-RLU tal-
annimal individwali, -RLU medju tal- grupp/annimal, it-terminu ta’ Zball assocjat tieghu (ez.
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SD, SEM), u I-SI medju ghal kull grupp ta’ dozi meta mqabbel mas-solvent/grupp ta’ kontroll
tal- mezz simultanju.

Rapport tat-test
35. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi I-informazzjoni li gejja:
Sustanzi kimici tat-test u ta’ kontroll:
— dejta tal-identifikazzjoni (ez in-numru tal-CAS u tal-KE, jekk disponibbli; is-
sors; il-purita; l-impuritajiet maghrufa; in-numru tal-lott);
- in-natura fizika u lkaratteristici fizikokimi¢i (ez. pH, volatilita, stabbilita,
solubilita);
—  jekk tahlita, il-kkompozizzjoni u l-percentwali relattivi tal-komponenti;

Solvent/mezz:

— dejta tal-identifikazzjoni (puritd; koncentrazzjoni, fejn xieraq; il- volum uzat);
— raguni ghall- ghazla tal-mezz;

Annimali tat-test:

is-sors tal- grieden tas-CBA;

— l-istatus mikrobijologiku tal-annimali, meta jkun maghruf;
l-ghadd u l-eta tal-annimali;

is-sors tal-annimali, i-kundizzjonijiet tal-gageg, id-dieta, ecc.;

Kondizzjonijiet tat-test:

— is-sors, in-numru tal-lott u assigurazzjoni tal-kwalita tal-manifattur/dejta ta’
kontroll tal-kwalita ghall-kit tal- ATP;

— dettalji dwar it-thejjija u l-applikazzjoni tas-sustanza tat-test;

— raguni ghall- ghazla tad-doza (inkluzi rizultati mit-test ta’ qabel l-iskrinjar, jekk
ikun sar);

— ikkon¢entrazzjonijiet tal-mezz u tas-sustanza tat-test uzati, u l-ammont totali
tas-sustanza tat-test applikat;

— dettalji dwar il-kwalita tal-ikel u tal-ilma (inkluz it-tip/is-sors tad-dieta, is-sors
tal-ilma);

— dettalji dwar l-iskedi tat-trattament u tat-tehid ta’ kampjuni;

— metodi ta’ kejl tat-tossicita;

— kriterji i ntuzaw sabiex I-istudji jigu kkunsidrati pozittivi jew negattivi;

— dettalji dwar kwalunkwe devjazzjoni mill-protokoll u spjegazzjoni dwar kif id-
devjazzjoni taffettwa d-disinn u r-rizultati tal-istudju;

Verifika tal-affidabilita:

— sommarju tar-rizultati tal-ahhar kontroll tal-affidabbilta, inkluza informazzjoni
dwar is-sustanza tat-test, il-koncentrazzjoni u I-mezz uzati;

— PC simultanju u/jew storiku u dwar dejta negattiva simultanja (solvent/mezz)
ghal-laboratorju li ged jaghmel it-test;
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—  jekk ma kinitx inkluza PC simultanja, id-data u r-rapport tal-laboratorju ghall-
aktar PC perjodika recenti u rapport li jaghti dettalji dwar id-dejta tal-PC
storika ghal-laboratorju li tiggustifika l-bazi ghaliex ma saritx PC simultanja;

Ir-rizultati:

— pizijiet individwali tal- grieden fil-bidu tad-dozar u mal-qatla skedata; kif ukoll
it-terminu ta’ Zball medju u asso¢jat (ez SD, SEM) ghal kull grupp ta’
trattament.

— il-hin tal-bidu u tas-sinjali ta’ tossi¢ita, inkluza l-irritazzjoni tal-gilda fil-post
fejn inghatat id-doza, jekk ikun hemm, ghalkull annimal;

— hin tat-tmiem tal-annimal u hin tal-kejl ATP ghal kull annimal;

— tabella tal-valuri RLU tal-gurdien individwali u valuri SI ghal kull grupp ta’
trattament tad-doza;

— terminu ta’ Zball medju u assoc¢jat (ez. SD, SEM) ghal RLU/gurdien ghal kull
grupp tat-trattament u r-rizultati tal-analizi ta’ barra ghal kull grupp ta’
trattament;

— I-SI kkalkulat u kejl xieraq tal-varjabbiltd li jikkunsidra l-varjabbilta bejn I-
annimali kemm fis-sustanza tat-test kif ukoll fil- gruppi ta’ kontroll;

— ir-relazzjoni bejn id-doza u r-reazzjoni;

— analizijiet statistici, fejn xieraq;

Diskussjoni tar-rizultati:
- kumment qasir dwar ir-rizultati, lanalizi tad-doza u r-reazzjoni, u analizijiet

statisti¢i, fejn xieraq, b’konkluzjoni dwar jekk is-sustanza tat-test ghandhiex
titqies li tikkawza s-sensitizzazzjoni tal- gilda.
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Appendiéi 1
DEFINIZZJONIJIET

Precizjoni: II-qrubija fil-livell ta’ gbil bejn ir-rizultati tal- metodu ta’ ttestjar u l-valuri
accettati ta’ referenza. Hija mizura tal-prestazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar u wiched mill-
aspetti ta’ rilevanza. Spiss it-terminu jintuza b’mod alternanti ma’ “konkordanza” sabiex
ifisser il-proporzjonta’ rizultati korretti ta’ metodu ta’ ttestjar (38).

Sustanza ta' riferiment: Sustanza sensitizzanti jew mhux sensitizzanti uzata bhala standard
ghat-tqabbil ma’ sustanza tat-test. Is-sustanza ta’ riferiment ghandu jkollha I-karatteristici li
gejjin; (1) sors(i) konsistenti u affidabbli; (ii) similarita strutturali u funzjonali ghall-klassi ta’
sustanzi li jkunu qed jigu ttestjati; (iii) karatteristici fizikokimi¢i maghrufa; (iv) dejta ta’
appogg dwar effetti maghrufa, u (v) potenza maghrufa fil-firxa ta’ rispons mixtieq.

Negattiv falz: Sustanza identifikata hazin bhala negattiva jew mhux attiva b’metodu ta’
ttestjar, meta fil-fatt hija pozittiva jew attiva.

Pozittiv falz: Sustanza identifikata hazin bhala pozittiva jew attiva minn test, meta fil- fatt hija
negattiva jew mhux attiva.

Periklu: [l-potenzjal ghal effett avvers ghas-sahha jew ghall-ambjent. L-effett avvers jidher
biss jekk hemm esponiment ta’ livell suffi¢jenti

Riproducibbilta be jn laboratorju uiehor: Kejl ta’ kemm il-laboratorji kwalifikati
differenti, li juzaw l-istess protokoll u li jittestjaw l-istess sustanzi tat-test, jistghu jipproducu
rizultati li huma simili b’mod kwalitattiv u kwantitattiv. Ir-riprodu¢ibbilta bejn laboratorju u
iehor hija determinata matul il-processi ta’ qabel il- validazzjoni u tal- validazzjoni, u tindika
kemm it-test jista’ jigi trasferit b’success bejn laboratorji, u din tissejjah ukoll riproducibbilta
bejn laboratorji (38).

Riproducibbilta intralaboratorja: Determinazzjoni ta’ kemm il-persuni kwalifikati fi hdan
l-istess laboratorjujista’ jirnexxilhom jirreplikaw ir-rizultati billi juzaw protokoll specifiku fi
zminijiet differenti. Din tissejjah ukoll riprodu¢ibbilta fi hdan il-laboratorju (38).

Outlier: Outlier hija osservazzjoni li hija mmarkata differenti minn valuri ohrajn f’kampjun
aleatorju minn popolazzjoni.

Assigurazzjoni tal-kwalita: Process ta’ gestjoni li permezz tieghu huma vvalutati l-aderenza
mal-istandards ta’ ttestjar tal-laboratorji, ir-rekwiziti u l-pro¢eduri ta’ Zamma tar-rekords u I-
prec¢izjoni tat-trasferiment tad-dejta minn individwi li huma indipendenti minn dawk li
jwettqu l-ittestjar.

Affidabilita: Mizuri li bihom, metodu ta’ ttestjar jista’ jigi riprodott maz- zmien, fost ubejn il-
laboratorji stess, meta jwettqu l-istess protokoll. Din hija vvalutata billi tigi kkalkolata r-
riproducibbilta fi hdan laboratorju u bejn laboratorju u iehor (38).

Is-sensitizzazzjoni tal-gilda: Process immunologiku li jitfac¢a meta individwu suxxettibbli
jkun espost b’mod topiku ghal allergen kimiku ta’ induzzjoni, li jipprovoka rispons immuni
fil- gilda li jista’ jwassal ghall-izvilupp ta’ sensitizzazzjoni mal-kuntatt.
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Indi¢i ta’ Stimulazzjoni (SI): Valur ikkalkolat sabiex jivvaluta l-potenzal ta’
sensitizzazzjoni tal- gilda ta’ sustanza tat-test 1i huwa l-proporzjon tal-proliferazzjoni fil-
gruppi ttrattati ghal dak fil- grupp ta’ kontroll ta’ mezz simultanju.

Sustanza tat-test (li ssir referenza ghaliha wkoll bhala s-sustanza kimika tat-test):
Kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata billi jintuza dan it-TM.
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B.51 Sensitizzazzjoni tal-Gilda: Analizi tan-Nodulu Limfatiku Lokali BrdU-ELISA

INTRODUZZJONI

1. I-Linji gwida tal-OECD ghall-Ittestjar tas-Sustanzi Kimic¢i u I-Metodi ta’ Ttestjar tal-
UE bbazati fughom jigu analizzati minn Zmien ghal Zmien fid-dawl tal-progress xjentifiku,
htigijiet regolatorji li jinbidlu, u kunsiderazzjonijiet dwar il-benessri tal-annimali. L-ewwel
Metodu ta’ Ttestjar (TM) (B.42) ghad-determinazzjoni tas-sensitizzazzjoni tal-gilda fil-
gurdien, FAnalizi tan-Nodi tal-Limfa Lokali (Local Lymph Node Assay - LLN A; Linja gwida
429 tat-Test tallFOECD) gie rivedut (1 u Kapitolu B.42 f’dan l-Anness). Id-dettalji tal-
validazzjoni tal- LLNA u lanalizi tax-xoghol asso¢jat maghha gew ippubblikati (2) (3) (4) (5)
(6) (7) (8) (9). FI-LLNA, tintuza timidina jew jojdu radjoisotopiku biex titkejjel il-
proliferazzjoni tal- limfociti u ghaldagstant, l-analizi ghandha uzu limitat fejn l-akkwizizzjoni,
l-uzu jew leliminazzjoni tar-radjuattivita huma problemati¢i L-LLNA: BrdU-ELISA
[Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Analizi Immunosorbenti Relatata ma’ Enzima)]
huwa modifika mhux radjuattiva ghat-TM tal-LLN A, li tuza 5-bromo-2-deossiuridina (BrdU)
mhux radjutikkettata (Chemical Abstracts Service [CAS] Nru59-14-3) fsistema ta’ test
ibbazata fuq ELISA biex titkejjel il-proliferazzjoni tal-limfociti. L-LLNA: BrdU-ELISA gie
vvalidat u rivedut u rakkomandat minn panil internazzjonali ta’ analizi minn pari xjentifika u
indipendenti meqjus utli ghall-identifikazzjoni ta’ sustanzi kimi¢i sensitizzanti u mhux
sensitizzanti, b’certi limitazzjonijiet (10) (11) (12). Dan it-TM huwa mfassal ghall-
valutazzjoni tal-potenzjal tas-sustanzi kimici li jikkawzaw sensitizzazzjoni tal- gilda (sustanzi
u tahlitiet) fl-annimali. Kapitolu B.6 ta’ dan l-Anness u l-Linja Gwida 406 tat-Test OECD
juzaw fniek tal-Indi, b’mod partikolari t-test ta’ massimizzazzjoni tal-fniek tal-Indi u t-test
Buehler (13). L-LLNA (Kapitolu B.42 ta’ dan I- Anness; Linja Gwida 429 tat-Test OECD) u
7-zewg modifikazzjonijiet mhux radjuattivi, LLN A: BrdU-ELISA (Kapitolu B.51 ta’ dan I-
Anness; Linja Gwida 442 B tat-Test OECD) u LLNA: DA (Kapitolu B.50 ta’ dan l-Anness;
Linja Gwida 442 A tat-Test OECD), kollha jipprovdu vantagg fuq it-testijiet tal- fniek tal-Indi
'B.6 u fil-Linja Gwida 406 tat-Test OECD 13) ftermini ta’ tnaqqis u rfinar tal-uzu tal-
annimali.

2. B’mod simili ghal-LLNA, LLNA:BrdU-ELISA tistudja -fazi tal-induzzjoni tas-
sensitizzazzjoni tal- gilda u tipprovdi dejta kwantitattiva xierqa ghall- valutazzjoni tar-reazzjoni
tad-doza. Barra minn hekk, abilita li jinkixfu sensitizzaturi tal-gilda minghajr il-htiega i
tintuza radjutikketta ghad-DNA telimina l-potenzjal ghal esponiment fuq il-post tax-xoghol
ghal kwistjonijiet ta’ radjuattivitad u ta’ rimi ta’ skart. Min-naha tieghu, dan jista’ jippermetti
ghall-uzu mizjud ta’ grieden ghall-kxif ta’ sensitizzaturi tal-gilda, li jnagqas ulterjorment I-
uzu tal-fniek tal-Indi ghal testijiet ghal potenzjal ta’ sensitizzazzjoni tal-gilda (jigifieri B.6;
Linja Gwida 406 tat-Test OECD) (13).

DEFINIZZJONIJIET

3. Id-definizzjonijiet uzati huma pprovduti fl-Appendici 1.

KUNSIDERAZZJONUJIET INIZJALI U LIMITAZZJONUJIET

4. L-LLNA: BrdU-ELISA huwa metodu tal-LLNA modifikat ghall-identifikazzjoni tal-
potenzjal ta’ sustanzi kimic¢i li huma sensitizzanti ghall- gilda, b’limitazzjonijiet specifici. Din
id-doza mhux necessarjament timplika li fkull kaz, FLLNA: BrdU-ELISA ghandha tintuza

minflok FLLNA jew it-testijiet fuq il-fniek tal-Indi (jigifieri B.6; Linja Gwida 406 tat-test
OECD) (13), izda pjuttost li l-analizi ghandha l-istess mertu u tista’ tintuza bhala alternattiva
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li fiha r-rizultati pozittivi u negattivi generalment ma jkunux jehtiegu aktar konferma (10)
(11). Il-laboratorju tal-ittestjar ghandu jikkunsidra I-informazzjoni disponibbli kollha fuq is-
sustanza tat-test qabel iwettaq l-istudju. Din l-informazzjoni ghandha tinkludi -identita u I-
istruttura kimika tas-sustanza tat-test; il-karatteristici fizikokimic¢i taghha; ir-rizultati ta’
kwalunkwe test ta’ tossicita in vitro jew in vivo fuq is-sustanza tat-test; u dejta tossikologika
dwar sustanzi kimic¢i strutturalment relatati Din l-informazzjoni ghandha titqies sabiex
wiehed jiddetermina jekk LLNA: BrdU-ELISA hijiex adattata ghas-sustanza (minhabba n-
nuqqas ta’ kompatibbilta ta’ tipi limitati ta’ sustanzi kimi¢i mal-LLNA: BrdU-ELISA [ara
paragrafu 5]) usabiex tghin fl-ghazla tad-doza.

5. L-LLNA: BrdU-ELISA huwa metodu in vivo u, b’konsegwenza ta’ dan, ma jeliminax
l-uzu tal-annimali fil-valutazzjoni ta’ attivita ta’ sensitizzazzjoni ta’ kuntatt allergiku.
Madankollu, ghandu l-potenzjal li jnagqas l-uzu tal-annimali ghal dan il-ghan meta mqabbel
mat-testijiet bil-fniek tal-Indi (B.6; Linja gwida 406 tal-OECD) (13). Barra minn hekk, I
LLNA: BrdU-ELISA joffri rfinar sostanzjali tal-mod kif jintuzaw l-annimali ghall-ittestjar ta’
sensitizzazzjoni ta’ kuntatt allergiku, minhabba li b’differenza minn B.6. u mil-Linja Gwida
406 tat-Test OECD, -LLNA: BrdU-ELISA ma jehtiegx li r-reazzjonijiet ta' ipersensittivita
dermali indotti bi sfida jkunu enfasizzati Barra minn hekk, -LLNA:BrdU-ELISA ma
jehtiegx luzu ta' agguvant, bhal fil-kaz tat-test tal-massimizzazzjoni tal-fenek tal-Indi
(Kapitolu B.6 ta’ dan l-Anness,13). B’hekk, FLLNA: BrdU-ELISA inaqqas id-dieqa tal-
annimal. Minkejja l-vantaggi tal-LLNA: BrdU-ELISA fuq B.6 u -Linja Gwida 406 tat-Test
OECD (13), hemm xi limitazzjonijiet li jistghu jehtiegu l-uzu ta’ B.6 u l-Linja Gwida 13 tat-
Test OECD (ez. l-ittestjar ta’ ¢erti metalli, sejbiet pozittivi foloz b’¢erti irritanti tal- gilda [bhal
X1 sustanzi tat-tip tensjoattivi] (6) (1, u FKapitolu B.42 f°dan I-Anness), solubilita tas-sustanza
tat-test). Barra minn hekk, il-klassijiet ta’ sustanzi kimi¢i jew sustanzi li fihom gruppi
funzjonali i ntwerew 1i jagixxu bhala konfondituri potenzali (15) jistghu jehtiegu l-uzu ta’
testijiet fuq il-fniek tal-Indi (jigifieri B.6; Linja Gwida 406 tat-Test OECD (13)).
Limitazzjonijiet li gew identifikati ghal-LLNA (1, u Kapitolu B.42 f’dan l-Anness) gew
rakkomandati sabiex japplikaw ukoll ghal-LLNA: BrdU-ELISA (10). Minbarra dawn il-
limitazzjonijiet identifikati, FLLNA: BrdU-ELISA ghandu jkun applikabbli ghall-ittestjar ta’
kwalunkwe sustanza kimika diment li ma jkunx hemm karatteristi¢i asso¢jati ma’ dawn is-
sustanzi kimici li jistghu jinterferixxu mal-prec¢izjoni tal-LLNA: BrdU-ELISA. Barra minn
hekk, ghandha tinghata kunsiderazzjoni ghall-possibilita ta’ rizulatati pozittivi tal-limitu meta
jinkisbu valuri ta' Indi¢i ta” Stimulazzjoni (SI) ta’ bejn 1.6 u 1.9 (ara l-paragrafi 31-32). Dan
huwa bbazat fuq il-bazi ta’ dejta ta’ validazzjoni ta’ 43 sustanza li juzaw SI>1.6 (ara
paragrafu 6) li ghalihom, -LLNA: BrdU-ELISA identifika b’mod korrett it-32 sensitizzatur
tal-LLNA, izda b’mod inkorrett identifika tnejn minn 11-il nonsensitizzatur tal-LLNA
b’valuri tal-SI ta’ bejn 1.6 u 1.9 (jigifieri linja tal-limitu pozittiva) (10). Madankollu,
minhabba li l-istess sett ta’ dejta ntuza ghall-issettjar tal-valuri SI u ghall-kalkolu tal-
karatteristici ta' tbassir tat-test, ir-rizultati ddikjarati jistghu jkunu stima eccessiva tal-
karatteristicita’ tbassir reali.

PRINCIPJI TA' DAN IL-METOD U TA' TTESTJAR

6. Il-prin¢ipju baziku wara FLLNA: BrdU-ELISA huwa li s-sensitizzaturi jikkawzaw il-
proliferazzjoni ta’ limfoc¢iti fin-noduli tal-limfa li jsaffu s-sit tal-applikazzjoni tas-sustanza tat-
test. Din il-proliferazzjoni hija proporzjonata mad-doza u mal-qawwa tal-allergen applikat u
tipprovdi mezz sempli¢i ta’ kif wiehed jikseb kejl kwantitattiv ta’ sensitizzazzjoni. 1l-
proliferazzjoni titkejjel billi wiehed igabbel il-proliferazzjoni medja f'kull grupp tat-test mal-
proliferazzjoni medja fil-grupp ta’ kontroll ittrattati bil-mezzi (VC). Il-proporzjon tal-
proliferazzjoni medja f'kull grupp ittrattat ma’ dak fil- grupp VC simultanju, imsejjah I-SI, jigi
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stabbilit, u ghandu jkun >1.6 gabel ma tkun mehtiega evalwazzjoni ulterjuri tas-sustanza tat-
test bhala sensitizzatur potenzjali tal-gilda. Il-proceduri deskritti hawnhekk huma bbazati fuq
l-uzu tal-kejl tal-kontenut tal- BrdU biex jindika ghadd mizjud ta’ ¢elloli proliferanti fin-noduli
tal-limfa awrikolari li jsaffu. BrdU huwa analogu ta’ timidina u jigi inkorporat b’mod simili
fid-DNA ta’ celloli 1i jipproliferaw. L-inkorporazzjoni tal-BrdU titkejjel b’ELISA, 1i tuza
antikorp specifiku ghall-BrdU li huwa ttikkettat ukoll b’perossidazi. Meta jizdied is-substrat,
il-perossidazi jirreaggixxi mas-substrat biex jipproduci prodott ikkulurit 1i jigi kwantifikat
b’assorbenza specifika permezz ta’ qarrej tal-plakka flivell ta' microtitre.

DESKRIZZJONI TAL-ANALIZI
Ghazla tal-is pe¢i tal-annimali

7. [l-gurdien huwa l-ispeci tal-ghazla ghal dan it-test. Studji ta’ validazzjoni ghal- BrdU-
ELISA twettqu esklussivament bir-razza CBA/JN i ghaldagstant hija kkunsidrata r-razza
ppreferuta (10) (12). Jintuzaw grieden nisa adulti zghar, li huma nulliparuzi u mhumiex tqal.
Fil-bidu tal-istudju, lannimali ghandu jkollhom bejn 8 gimghat u 12-11 gimgha, u I
varjazzjoni fil-piz tal-annimali ghandha tkun minima u ma tagbizx 1-20 % tal-piz medju.
Inkella, jistghu jintuzaw razez ohrajn u grieden irgiel meta tkun iggenerata bizzejjed dejta li
turi li ma jezistux differenzi sinifikanti specifici ghar-razez u/jew ghas-sess fir-reazzjoni ghal-
LLNA: BrdU-ELISA.

Kundizzjonijiet ta' fejn jinzammu u x'jieklu

8. [l-grieden ghandhom jinzammu fi gruppi (16), sakemm ma tinghatax logika xjentifika
adegwata ghat-tqeghid tal- grieden f"gageg individwali. It-temperatura tal-kamra tal-annimali
sperimentali ghandha tkun ta’ 22 + 3°C. Ghalkemm lumidita relattiva ghandha tkun mill-
inqas 30 % u preferibbilment ma tagbizx is-70 %, ghajr waqt it-tindif tal-kamra, il-mira
ghandha tkun ta' 50-60 %. Id-dawl ghandu jkun artifi¢jali, u s-sekwenza tkun 12-il siegha
dawl, 12-il siegha dlam. Ghall-ghalf, jistghu jintuzaw id-dieti konvenzjonali tal-laboratorju bi
provvista minghajr limitu ta' ilma tax-xorb.

It-the jjija tal-annimali

9. L-annimali ghandhom jintghazlu b’mod aleatorju, immarkati sabiex ikunu jistghu jigu
identifikati individwalment (izda minghajr lebda forma ta’ mmarkar fil-widnejn), u
mizmuma fil-gageg taghhom ghal mill-inqas hamest jjiem qabel ma jibda d-dozar sabiex
ikunu jistghu jidraw il-kundizzjonijiet tal-laboratorju. Qabel il-bidu tat-trattament, -annimali
kollha jigu ezaaminati sabiex ikun zgurat 1i huma ma jkollhom l-ebda feriti osservabbli fuq il-
gilda.

It-the jjija tas-soluzzjonijiet ghad-dozar

10. Is-sustanzi kimi¢i solidi ghandhom jinhallu jew jigu sospizi f’solventi/mezzi u dilwiti,
jekk ikun xieraq, qabel l-applikazzjoni fuq il-widna tal-grieden. Is-sustanzi kimic¢i likwidi
jistghu jigu applikati wahedhom jew dilwiti qabel id-dozar. Is-sustanzi kimi¢i li ma jinhallux,
bhal dawk li naraw generalment fl-apparat mediku, ghandhom ikunu soggetti ghal estrazzjoni
ezagerata f’solvent adattat sabiex jizvelaw il-kostitwenti kollha Ii jistghu jigu estratti ghall-
ittestjar qabel jigu applikati fuq il-widna tal-grieden. Is-sustanzi tat-test ghandhom jithejjew
kuljum sakemm id-dejta dwar l-istabilita ma turix li jistghu jinhaznu.

Il-verifika tal-affidabbilta
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11. Sustanzi kimici ta’ kontroll pozittiv (PC) jintuzaw sabiex tintwera prestazzjoni xierqa
tal-analizi billi jirreagixxu b’sensittivita adegwata u riproducibbli bhala sustanza tat-test
sensitizzanti li ghaliha l-kobor tar-reazzjoni huwa kkaratterizzat sew. L-inkluzjoni ta’ PC
simultanju hija rrakkomandata ghaliex dan juri l-kompetenza tal-laboratorju biex iwettaq
b’success kull analizi u tippermetti l-valutazzjoni u t-tqabbil tar-riproducibbilta fil-laboratorju
u bejn il-laboratorji. Xi awtoritajiet regolatorji jehtiegu wkoll PC ghal kull studju u
ghaldagstant, l-utenti huma mhegga jikkonsultaw mal-awtoritajiet rilevanti gqabel iwettqu I-
LLNA: BrdU-ELISA: Ghalhekk, l-uzu ta’ rutina ta’ PC simultanju huwa rrakkomandat sabiex
tigi evitata l-htiega ta’ aktar ittestjar fuq l-annimali sabiex jintlahqu tali rekwiziti li jistghu
jinholqu mill-uzu ta’ PC perjodiku (ara l-paragrafu 12). II-PC ghandu jipprodu¢i rispons
pozittiv tal- LLNA: BrdU-ELISA f’livell ta’ esponiment li mistenni jaghti zieda fl-SI1> 1.6 fuq
il-grupp ta’ kontroll negattiv (NC). Id-doza tal-PC ghandha tintghazel b>’mod li ma tikkawzax
irritazzjoni eccessiva fil-gilda jew tossic¢ita sistemika u l-induzzjoni hija riproducibbli izda
mhux eccessiva (jigifieri SI > 14 ikun jitqies ecCessiv). PC ippreferuti huma 25 % ezil
¢innamaldeid (Numru tal-CAS 101-86-0) u 25 % ewgenol (numru tal-CAS 97-53-0) fl-
acetun:zejt tazzebbuga (4:1, v/v). Jista’ jkun hemm c¢irkostanzi fejn, minhabba
gustifikazzjoni adegwata, jistghu jintuzaw PCs ohrajn, li jissodisfaw il-kriterji ta’ hawn fuq.

12. Filwaqt 1i l-inkluzjoni ta’ grupp ta’ PC simultanju hija rrakkomandata, jista’ jkun
hemm sitwazzjonijiet fejn I-ittestjar perjodiku (jigifieri f intervalli < 6 xhur) tal-PC jista’ jkun
adegwat ghal-laboratorji li jaghmlu - LLNA: BrdU-ELIS A b’mod regolari (jigifieri jaghmlu I-
LLNA: BrdU-ELISA fi frekwenza ta’ mhux inqgas minn darba fix-xahar) u ghandhom bazi
tad-dejta ta’ PC storika stabbilita 1i turi l-kapacita tal-laboratorju biex jikseb rizultati
riproducibbli u ezatti b’PCs. Profi¢jenza adegwata bl-LLNA: BrdU-ELISA tista’ tintwera
b’success billi jigu ggenerati rizultati pozittivi konsistenti bil-PC mill-inqas 710 testijiet
indipendenti li jsiru f’perjoduta’ zmien ragonevoli (jigifieri ingas minn sena wahda).

13. Grupp ta’ PC simultanju ghandu dejjem ikun inkluz meta jkun hemm bidla fil-
procedura tal-LLNA: BrdU-ELISA (ez bidla fil-persunal imharreg, bidla fil-materjali tal-
metodu tat-test u/jew fir-reagenti, bidla fit-taghmir tal-metodu tat-test, bidla fis-sors tal-
annimali tat-test), u dawn il-bidliet ghandhom jigu ddokumentati fir-rapporti tal-laboratorju.
Ghandu jigi kkunsidrat I-impatt ta’ dawn il-bidliet fuq l-adegwatezza tal-bazi tad-dejta storika
stabbilita qabel ma tigi de¢iza l-htiega li tkun stabbilita bazi tad-dejta storika gdida sabiex
tiddokumenta l-konsistenza fir-rizultati tal-PC.

14. Ir-ricerkaturi ghandhom ikunu konxji li d-dec¢izjoni li jsir studju tal-PC fuq bazi
perjodika minflok fl-istess hin ghandha konsegwenzi fuq l-adegwatezza u l-accettabbilta tar-
rizultati ta’ studju negattivi ggenerati minghajr PC simultanju waqt I-intervall bejn kull studju
tal-PC perjodiku. Perezempju, jekk jinkiseb rizultat negattiv falz fl-istudju tal-PC perjodiku,
ir-rizultati negattivi tas-sustanza tat-test miksuba fl-intervall bejn lahhar studju tal-PC
perjodiku accettabbli u kistudju tal-PC perjodiku mhux aéc¢ettabbli jistghu jkunu dubbjuzi. L-
implikazzjonijiet ta’ dawn leziti ghandhom jigu kkunsidrati b’attenzjoni meta jkun deciz jekk
ghandhomx ikunu inkluzi PCs simultanji jew li jsiru biss PCs perjodi¢i. Ghandu jigi
kkunsidrat ukoll luzu ta’ inqas annimali fil-grupp ta’ PC simultanju meta dan ikun
iggustifikat xjentifikament u jekk il-laboratorju juri, fuq dejta storika specifika ghal-
laboratorju, i jistghu jintuzaw inqas grieden (17).

15. Ghalkemm il-PC ghandu jigi ttestjat fil-mezz li huwa maghruf li jganqal reazzjoni

konsistenti (ez. acetun: zejt taz-zebbuga; 4:1, v/v), jista’ jkun hemm certi sitwazzjonijiet
regolatorji i fihom [littestar fmezz mhux standard (formulazzjoni rilevanti
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klinikament/kimikament) ikun mehtieg ukoll (18). Jekk il-PC simultanju jigi ttestjat £ mezz
differenti mis-sustanza tat-test, allura ghandu jigi inkluz VC separat ghall-PC simultanja.

16.  F’kazijiet fejn ikunu geghdin jigu vvalutati sustanzi tat-test ta’ klassi specifika ta’
sustanzi kimi¢i jew firxa ta’ reazzjonijiet, is-sustanzi ta’ referenza jistghu jkunu utli wkoll
sabiex juru li Fmetodu ta’ ttestjar ged jahdem sew sabiex isib il-potenzjal tas-sensitizzazzjoni
tal-gilda ta’ dawn it-tipi ta’ sustanzi tat-test. Is-sustanzi ta’ referenza adattati ghandu jkollhom
il-karatteristici i gejjin:

= xebh strutturali u funzjonali mal-klassi ta’ sustanzi tat-test li geghdin jigu ttestjati;

» karatteristi¢i fiziC/kimi¢i maghrufa;

» dejta ta’ appogg mil- LLNA: BrdU-ELISA;

» dejta ta’ appogg minn mudelli ohrajn ta’ annimali wjew mill-bnedmin.

IL-PROCEDURA TAT-TEST
Ghadd ta’ annimali u livelli tad-doza

17. Ghal kull grupp ta’ doza ghandhom jintuzaw tal-inqas erba’ annimali, b’minimu ta’
tliet koncentrazzjonijiet tas-sustanza tat-test, flimkien ma’ grupp ta’ NC simultanju ttrattat
biss bil-mezz ghas-sustanza tat-test, u grupp ta’ PC (simultanju jew recenti, ibbazat fuq il-
politika tal-laboratorju fl- ikkunsidrar tal-paragrafi 11-15). Ghandu jigi kkunsidrat I-ittestjar ta’
dozi multipli tal-PC, b’mod specjali meta wiehed jittestja -PC fuq bazi intermittenti. Apparti
fin-nuqqas ta' trattament bis-sustanza tat-test, l-annimali fil- gruppi ta' kontroll ghandhom jigu
gestiti u ttrattati b'mod identiku ghall-annimali fil- gruppi tat-trattament.

18. L-ghazla tad-doza u tal-mezz ghandha tkun ibbazata fuq ir-rakkomandazzjonijiet
moghtija fir-referenzi 2 u 19. Dozi konsekuttivi normalment jintghazlu minn sensiela xierqa
ta’ koncentrazzjonijiet bhal 100 %, 50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2.5 %, 1 %, 0.5 %, ec¢¢. Logika
xjentifika adegwata ghandha takkumpanja I-ghazla tas-sensiela ta’ koncentrazzjonijiet uzati.
L-informazzjoni tossikologika kollha ezistenti (ez. tossi¢ita akuta u irritazzjoni fil-gilda) u I-
informazzjoni strutturali u fizikokimika dwar is-sustanza tat-test ta’ interess (uw/jew sustanzi
relatati strutturalment) ghandhom jigu kkunsidrati meta jkunu disponibbli, fl-ghazla tat-tliet
kon¢entrazzjonijiet konsekuttivi biex b’hekk l-oghla koncentrazzjoni timmassimizza I-
esponiment filwaqt li tevita t-tossicita sistemika u/jew l-irritazzjoni lokali eccessiva fil-gilda
(19)(20 u Kapitolu B.4 ta’ dan l-Anness). Fin-nuqqas ta’ informazzjoni bhal din, jista’ jkun
mehtieg test inizjali qabel liskrinjar (ara l-paragrafi 21-24).

19. IlFmezz ma ghandux jinterferixxi ma’ jew jinfluwenza r-rizultat tat-test u ghandu
jintghazel fuq il-bazi tal-massimizzazzjoni tas-solubbiltd sabiex tinkiseb l-oghla
konc¢entrazzjoni li tista’ tinkiseb filwaqt li tigi prodotta soluzzjoni/sospensjoni adattata ghall-
applikazzjoni tas-sustanza tat-test. [-mezzi rakkomandati huma acetun: zejt taz-zebbuga (4:1,
v/v), N,N-dimetilformammid, metiletilketon, propilen glikol, u dimetilsulfossidu (6) izda
jistghu jintuzaw ohrajn jekk tinghata logika xjentifika suffi¢jenti. F'Certi sitwazzjonijiet, jista’
jkun mehtieg li jsir uzu minn solvent kimikament rilevanti jew mill-formulazzjoni
kummercjali i fiha s-sustanza tat-test hija kkummer¢jalizzata bhala kontroll addizzjonali.
Ghandha tinghata attenzjoni partikolari sabiex ikun zgurat li s-sustanzi idrofili¢i tat-test ikunu
inkorporati fsistema ta’ mezzi, li xxarrab il-gilda u ma ¢éarcarx mal-ewwel, permezz tal-
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inkorporazzjoni ta’ sustanzi li jhollu xierqa (ez 1% Pluronic® 192). Ghalhekk, mezzi ghal
kollox likwidi ghandhom jigu evitati.

20.  L-ipprocessar ta’ noduli tal-limfa minn grieden individwali jippermetti I-valutazzjoni
tal-varjabbilta bejn lannimali u tqabbil statistiku tad-differenza bejn is-sustanza tat-test u I-
kejl tal-grupp VC (ara paragrafu 33). Barra minn hekk, il-valutazzjoni tal-possibbilta li
jitnaqqas l-ghadd ta’ grieden fil-grupp PC hija fattibbli meta tingabar dejta dwar annimali
individwali (17). Barra minn hekk, certi awtoritajiet regolatorji jitolbu I-gbir ta’ dejta dwar
annimali individwali. Gbir regolari ta’ dejta dwar annimali individwali jipprovdi vantagg mil-
lat tal-benesseri tal-annimal billi jevita ttestjar doppju li jkun mehtieg li kieku r-rizultati tas-
sustanza tat-test li tkun ingabret originarjament b’xi mod (ez. permezz ta’ dejta migbura dwar
l-annimali) kellhom jigu kkunsidrati aktar tard mill-awtoritajiet regolatorji ma’ rekwiziti
ohrajn (ez dejta individwali dwar l-annimali).

Test ta’ qabel I-iskrinjar

21.  Fin-nuqqas ta’ informazzjoni sabiex tkun stabbilita l-oghla doza li ghandha tigi
ttestjata (ara paragrafu 18), ghandu jsir test ta’ gqabel l-iskrinjar sabiex jigi definit il-livell ta’
doza xierqa li ghandha tigi ttestjata fl-LLNA:BrdU-ELISA. L-ghan tat-test ta’ qabel I-
iskrinjar huwa li jipprovdi gwida ghall-ghazla tal-livell tad-doza massima ghall-uzu fl-istudju
tal LLNA:BrdU-ELIS A prin¢ipali, fejn informazzjoni dwar il-kon¢entrazzjoni li twassal ghal
tossicita sistemika (ara paragrafu 24) u/jew ghal irritazzjoni ec¢cessiva lokali tal-gilda (ara
paragrafu23) mhijiex disponibbli. Il-livell massimu tad-doza ttestjata ghandu jkun
kon¢entrazzjoni ta’ 100 % tas-sustanza tat-test ghal-likwidi jew il-kon¢entrazzjoni massima
possibbli ghas-solidi jew ghas-sospensjonijiet.

22.  It-test ta’ qabel l-iskrinjar isir taht listess kundizzjonijiet tal-istudju ewlieni tal-
LLNA: BrdU-ELISA , hlief ghall-fatt i ma hemmx valutazzjoni tal-proliferazzjoni tan-noduli
tal-limfa u li jistghu jintuzaw inqas annimali ghal kull grupp ta’ doza. Huwa ssuggerit li
jintuza annimal wiehed jew tnejn ghal kull grupp ta’ doza. Il-grieden kollha jigu osservati
kuljum ghal kwalunkwe sinjal kliniku ta’ tossic¢ita sistemika jew irritazzjoni lokali fis-sit tal-
applikazzjoni. Il-pizijiet tal-gisem jigu ddokumentati gabel it-test u wara li jintemm (Jum 6).
I7-Zzewg widniet ta’ kull gurdien jigu osservati ghall-eritema u jinghataw puntegg skont it-
Tabella 1 (20, u Kapitolu B.4 ta’ dan I- Anness). Jittiched il-kejl tal-hxuna tal-widna permezz
ta’ gejg ta’ hxuna (ez mikrometru digitali jew gejg tal-hxuna Peacock Dial) fl-ewwel Jum
(gabel id-doza), fit-ticlet Jum (madwar 48 siegha wara l-ewwel doza), u fis-sitt Jum. Barra
minn hekk, fis-sitt Jum, il-hxuna tal-widna tista’ tigi stabbilita permezz ta’ determinazzjonijiet
tal-piz bl-immarkar tal-widnejn, 1li ghandu jsir wara li l-annimali jinqatlu b’mod uman. L-
irritazzjoni lokali e¢cessiva tal-gilda hija indikata b’puntegg ta’ eritema >3 w/jew hxuna tal-
widna ta’ >25 % fi kwalunkwe jum tal-kejl (21) (22). L-oghla doZza maghzula ghall-istudju
ewlieni tal-LLNA: BrdU-ELISA tkun id-doza laktar baxxa 1li jmiss fis-sensiela ta’
konc¢entrazzjonijiet ta’ qabel l-iskrinjar (ara paragrafu 18) li ma tikkawzax tossicita sistemika
u/jew irritazzjoni lokali eccessiva tal- gilda.

Tabella 1 Punteggi ghall- Eritema

93



Osservazzjoni Puntegg

L-ebda eritema 0
Ftit li xejn eritema (bil-kemm tidher) 1
Eritema definita sew 2
Eritema moderata sa severa 3
Eritema severa (hmura gawwija) sa formazzjonita’ tessut ohxon u danneggat 4

li jipprevjeni l-klassifikazzjoni tal-eritema

23.  Minbarra zieda ta’ 259% fil-hxuna tal-widna (21) (22), intuzat ukoll zieda
statistikament sinifikanti fil-hxuna tal-widna fil- grieden ittrattati meta mgabbla mal- grieden
tal-kontroll sabiex jigu identifikati sustanzi irritanti fl-LLNA (22) (23) (24) (25) (26) (27)
(28). Madankollu, ghalkemm jistghu jsehhu zidiet statistikament sinifikanti meta I-hxuna tal-
widna tkun inqas minn 25% dawn ma gewx assoc¢jati b’mod specifiku ma’ irritazzjoni
eccessiva (25) (26) (27) (28) (29).

24.  L-osservazzjonijiet klinici li gejjin jistghu jindikaw tossi¢ita sistemika (30) meta
jintuzaw bhala parti minn valutazzjoni integrata u ghalhekk jistghu jindikaw il-livell massimu
tad-doza li ghandha tintuza fl-LLNA: BrdU-ELISA ewlenija: bidliet fil-funzjoni tas-sistema
nervuza (ez. pil wieqaf, atassja, roghda, u konvulzjonijiet); bidliet fl-imgiba (ez aggressivita,
bidla fl-attivita tal-indafa, bidla sinifikanti fil-livell ta’ attivita); bidliet fit-tendenzi respiratorji
(igifieri bidliet fil-frekwenza u fl-intensita tan-nifs bhal dispneja, nifs maqtugh, u hsejjes
mill-pulmun (rales), u bidliet fil-konsum tal-ikel u tal-ilma. Barra minn hekk, sinjali ta’
letargija wjew nuqqas ta’ reazzjoni u kull sinjal kliniku iehor ta’ aktar minn ugigh jew tbatija
zghira jew momentanja, jew tnaqqis ta’ >5 % fil-piz tal-gisem minn Jum1 sa Jum6 u
mortalita, ghandhom jigu kkunsidrati fl-evalwazzjoni. Annimali moribondi jew annimali li
juru sinjali ta’ ugigh jew dieqa severa ghandhom jingatlu b’mod uman (31).

Skeda ta’ sperime ntazzjoni tal-istudju e wlie ni
25. L-iskeda sperimentali tal-analizi hija kif gej:
. Jum 1.

Identifika individwalment u hu nota tal-piz ta’ kull annimal u ta’ kwalunkwe
osservazzjoni klinika. Applika 25 pL tad-dilwizzjoni xierqa tas-sustanza tat-
test, il-mezz wahdu, jew i-PC (simultanja jew recenti, skont il-politika tal-
laboratorju fl-ikkunsidrar tal-paragrafi 11-15), fuq in-naha ta’ wara ta’ kull
widna.

. Jiem 2 u 3:

Irrepeti procedura ta’ applikazzjoni li ghamilt £Jum 1.
o Jum4:

L-ebda trattament.

° Jum 5:
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Injetta 0.5 mL (5 mg/gurdien) ta’ soluzzjoni BrdU (10 mg/mL) gewwa |-
peritonju.

° Jum 6:

Hu nota tal-pizta’ kull annimal u ta’ kwalunkwe osservazzjoni klinika.
Madwar 24 siegha (24h) wara l-injezzjoni tal- BrdU, oqtol annimali b’mod
uman. Aqta’ barra n-nodi limfati¢i awrikulari li jkunu ged inixxu minn kull
widna tal-gurdien u pprocessa separatament f’ilma bil-melh ibbaferjat bil-
fosfat (PBS) ghal kull annimal. Id-dettalji u d-djagrammi tal-identifikazzjoni u
d-dissezzjoni tan-noduli limfati¢i tinsab fir-referenza (17). Sabiex tkompli
tissorvelja r-reazzjoni lokali tal- gilda fl-istudju ewlieni, jistghu jigu inkluzi
parametri ohrajn bhall- ghoti ta’ punti ghall-eritema fil-widna jew il-kejl tal-
hxuna tal-widna (miksuba kemm permezz ta’ gejg tal-hxuna, kif ukoll permezz
tad-determinazzjonijiet tal-pizijiet bl-immarkar tal-widna fl-awtopsja) fil-
protokoll tal-istudju.

It-the jjija tas-sospensjonijiet tac-celloli

26. Minn kull gurdien, tithejja sospensjoni ta’ cellola wahdanija ta’ celloli tan-nodi
limfati¢i (LNC - lymph node cells) maqtughin bilateralment b’dizaggregazzjoni mekkanika
hafifa permezz ta’ xibka tal-istainless steel b’malja ta’ 200 micron jew permezz ta’ teknika
accettabbli ohra ghall- generazzjoni ta’ sospensjoni ta’ ¢ellola wahda (ez uzu ta’ pestle tal-
plastik li tintrema wara l-uzu sabiex jitfarrku n-nodi limfatici segwit minn moghdija minn
malja tan-najlon ta’ #70). [l-procedura ghat-thejjija tas-sospensjoni LNC hija kritika fdin
analizi u ghaldagstant, kull operatur ghandu jistabbilixxi I-hila bil-quddiem. Barra minn hekk,
in-nodi limfati¢i ffannimali NC huma zghar, ghalhekk operazzjoni attenta hija importanti
sabiex ikun evitat kwalunkwe effett artificjali fuq il-valuri SI. F’kull kaz, il-volum fil-mira
tas-sospensjoni LNC ghandu jigi aggustat sa volum ottimizzat determinat (bejn wiehed u
ichor 15 mL). Il-volum ottimizzat huwa bbazat fuq l-ilhiq ta’ assorbenza medja tal- grupp NC
fi hdan 0.1- 0.2.

Determinazzjoni tal-proliferazzjoni ¢ellolari (kejl tal-kontenut tal-BrdU fid-DNA ta’
limfociti)

27.  1I-BrdU titkejjel b’ELISA permezz ta’ kit kummercjali (ez. Roche Applied Science,
Mannheim, Germanja, Numru tal-Katalgu 11 647 229 001). Fil-qosor, 100 pL tas-sospensjoni
talLNC tizdied mal-bjar ta’ mikroplatt b’qiegh catt fi triplikat. Wara fissazzjoni u
denaturazzjoni tal-LNC, l-antikorp kontra BrdU jizdied ma’ kull bir u jithalla jirreaggixxi.
Sussegwentement, l-antikorp kontra -BrdU jitnehha bil-hasil u mbaghad, is-soluzzjoni tas-
substrat tizdied u tithalla tipproduci kromogen. Imbaghad titkejjel l-assorbenza ta’ 370 nm
b’wavelength ta’ referenza ta’ 492 nm. Fil-kazijiet kollha, il-kundizzjonijiet tat-test tal-analizi
ghandhom jigu ottimizzati (ara paragrafu 26).

OSSERVAZZJONUIET

Osservazzjonijiet klinici
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28. Kull gurdien ghandu jigi osservat b’attenzjoni mill-inqas darba kuljum ghal
kwalunkwe sinjal kliniku, kemm ta’ irritazzjoni lokali fil-post tal-applikazzjoni jew ta’
tossicita sistemika. L-osservazzjonijiet kollha jigu rregistrati b’mod sistematiku u jinzammu
rekords ghal kull gurdien. Il-pjani ta’ sorveljanza ghandhom jinkludu kriterji sabiex jigu
identifikati mill-ewwel dawk il- grieden 1i juru tossicita sistemika, irritazzjoni lokali ec¢essiva
tal-gilda, jew tmermir tal-gilda ghall-ewtanazja (31).

Pizijiet tal-gisem

29. Kif iddikjarat fil-paragrafu 25, il-pizijiet tal- gisem tal-annimali individwali ghandhom
jitkejlu fil-bidu tat-test u fil-qatla b>’mod uman skedata.

KALKOLU TAR-RIZULTATI

30. Ir-rizultati ghal kull grupp ta’ trattament huma espressi bhala I-SI medja. L-SI jinkiseb
billi wiehed jiddividi lindi¢i medju ta’ ttikkettar tal-BrdU/gurdien fkull grupp tas-sustanza
tat-test u l- grupp tal-PC, bl-indi¢i medju ta’ ttikkettar tal-BrdU ghall- grupp tas-solvent/VC. L-
SI medju ghall-VCs imbaghad ikun wiehed.

L-indi¢i tat-tikkettar tal-BrdU huwa definit bhala:

Indi¢i tat-tikkettar tal-BrdU = (ABSem — ABS vojtem) — (ABS;ef— ABS vOjtrer)
Fejn; em= wavelength tal-emissjoni; u ref= wavelength ta’ referenza.

31. Il-proc¢ess tad-decizjoni jqis rizultat bhala pozittiv meta SI > 1.6 (10). Madankollu, il-
qawwa tar-relazzjoni tad-doza-reazzjoni, is-sinifikat statistiku u lkonsistenza tas-
solvent/mezz u r-reazzjonijiet tal-PC jistghu jintuzaw ukoll sabiex wiched jiddetermina jekk
rizultat marginali (jigifieri valur SI bejn 1.6 u 1.9) jigix iddikjarat pozittiv (3) (6) (32).

32.  Ghal rispons pozittiv marginali bejn SI ta’ 1.6 u 1.9, lutenti jistghu jkunu jridu
jikkunsidraw informazzjoni addizzjonali bhar-relazzjoni doza-reazzjoni, evidenza ta’ tossicita
sistemika jew irritazzjoni ec¢essiva, u fejn xieraq, sinifikat statistiku flimkien ma’ valuri SI
sabiex jigi kkonfermat li tali rizultati huma pozittivi (10). Ghandhom jigu kkunsidrati d-
diversi karatteristiCi tas-sustanza tat-test, inkluz jekk ghandhiex relazzjoni strutturali ma’
sustanzi maghrufa li joholqu sensititizzazzjoni fil-gilda, jekk tikkawzax irritazzjoni eccessiva
fil-gilda tal-gurdien, u n-natura tad-doza-reazzjoni osservata. Dawn u kunsiderazzjonijiet
ohrajn huma diskussi fid-dettall x'imkien iehor f'dan id-dokument (4).

33.  Il-gbir ta’ dejta fil-livell tal-gurdien individwali jippermetti li ssir analizi statistika
ghall-prezenza u l-grad ta’ relazzjoni bejn id-doza u r-reazzjoni fid-dejta. Kull valutazzjoni
statistika tista’ tinkludi valutazzjoni tar-relazzjoni bejn id-doza u r-reazzjoni kif ukoll tqabbil
aggustat kif xieraq tal-gruppi tat-test (ez grupp iddozat fpari kontra tqabbil ta’ kontroll ta’
solvent simultanjw/'VC simultanji). L-analizijiet statistici jistghu jinkludu, ez regressjoni
lineari jew it-test ta’ William ghall- valutazzjoni tat-tendenzi tad-doza u tar-reazzjoni, u t-test
ta’ Dunnett ghal tqabbil tal-pari. Meta jaghzel metodu xieraq ghall-analizi statistika, ir-
ricerkatur ghandu jkun konxju mill-inugwaljanzi possibbli tad-differenzi u problemi ohrajn
relatati i jistghu jehtiegu trasformazzjoni tad-dejta jew analizi statistika mhux parametrika. Fi
kwalunkwe kaz, ir-ricerkatur jista’ jehtieg li jaghmel kalkoli tal-SI u analizijiet statistici
b’certi punti ta’ dejta jew minghajrhom (li xi drabi jissejhu “anomaliji” (outliers)).

DEJTA U RAPPURTAR
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Dejta

34.  Id-dejta ghandha tinghata fil-qosor f'ghamla ta’ tabella li turi l-valuri tal-indi¢i tat-
tikkettar tal-BrdU tal-annimal individwali, lkindi¢i tat-tikkettar tal-BrdU medju tal-
grupp/annimal, it-terminu ta’ Zball assoc¢jat tieghu (ez. SD, SEM), u I-SI medju ghal kull
grupp ta’ doza meta mqabbel mas-solvent/grupp ta’ kontroll tal-mezz simultanju.

Rapport tat-test
35. Ir-rapport tat-test ghandu jinkludi I-informazzjoni li gejja:
Sustanzi kimici tat-test u ta’ kontroll:
— dejta tal-identifikazzjoni (ez in-numru tal-CAS u tal-KE, jekk disponibbli; is-
sors; il-purita; l-impuritajiet maghrufa; in-numru tal-lott);
- in-natura fizika u lkaratteristici fizikokimi¢i (ez. pH, volatilita, stabbilta,
solubilita);
—  jekk tahlita, il-kompozizzjoni u l-percentwali relattivi tal-komponenti;

Solvent/mezz:

— dejta tal-identifikazzjoni (purita; koncentrazzjoni, fejn xieraq; il- volum uzat);
— raguni ghall- ghazla tal- mezz;

Annimali tat-test:

is-sors tal- grieden tas-CBA;

— l-istatus mikrobijologiku tal-annimali, meta jkun maghruf;
l-ghadd u l-eta tal-annimali;

is-sors tal-annimali, i-kundizzjonijjiet tal-gageg, id-dieta, ecc.;

Kondizzjonijiet tat-test:

— is-sors, in-numru tal-lott u assigurazzjoni tal-kwalita tal-manifattur/dejta ta’
kontroll tal-kwalita (sensittivita tal-antikorp u specificita u klimitu ta’ kxif)
ghall-kit tal ELISA;

— dettalji dwar it-thejjija u l-applikazzjoni tas-sustanza tat-test;

— raguni ghall- ghazla tad-doza (inkluzi rizultati mit-test ta’ qabel l-iskrinjar, jekk
ikun sar);

— ikkonc¢entrazzjonijiet tal-mezz u tas-sustanza tat-test uzati, u l-ammont totali
tas-sustanza tat-test applikata;

— dettalji dwar il-kwalita tal-ikel u tal-ilma (inkluz it-tip/is-sors tad-dieta, is-sors
tal-ilma);

— dettalji dwar l-iskedi tat-trattament u tat-tehid ta’ kampjuni;

— metodi ta’ kejl tat-tossicita;

— kriterji li ntuzaw sabiex l-istudji jigu kkunsidrati pozittivi jew negattivi,

— dettalji dwar kwalunkwe devjazzjoni mill-protokoll u spjegazzjoni dwar kif id-
devjazzjoni taffettwa d-disinn u r-rizultati tal-istudju;

Verifika tal-affidabilita:
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Ir-rizultati:

sommarju tar-rizultati tal-ahhar kontroll tal-affidabbilta, inkluza informazzjoni
dwar is-sustanza tat-test, il-kon¢entrazzjoni u l-mezz uzati;

PC simultanju wjew storiku u dwar dejta ta’ kontroll negattiv simultanju
(solvent/mezz) ghal-laboratorju li ged jaghmel it-test;

jekk ma kienx hemm inkluz PC simultanju, id-dejta u r-rapport tal-laboratorju
ghall-aktar PC perjodikurecenti urapport li jaghti dettalji dwar id-dejta storika
tal-PC ghal-laboratorju li tiggustifika l-bazi ghaliex ma sarx PC simultanju;

pizijiet individwali tal-grieden fil-bidu tad-dozar u mal-qatla b’mod uman
skedata; kif ukoll il-medja u t-terminu ta’ Zball assoc¢jat (ez. SD, SEM) ghal
kull grupp ta’ trattament;

il-hin tal-bidu u tas-sinjali ta’ tossi¢ita, inkluza l-irritazzjoni tal-gilda fil-post
fejn inghatat id-doza, jekk ikun hemm, ghal kull annimal;

tabella tal-valuri tal-indici tat-tikkettar tal-BrdU u tal-valuri SI tal-gurdien
individwali ghalkull grupp ta’ trattament;

terminu ta’ zball medju u assocjat (ez. SD, SEM) ghal indi¢i tat-tikkettar tal-
BrdU/gurdien ghal kull grupp tat-trattament u r-rizultati tal-analizi ta’ barra
ghal kull grupp ta’ trattament;

I-SI kkalkulat u kejl xieraq tal-varjabbilta 1i jikkunsidra l-varjabbilta bejn I-
annimali kemm fis-sustanza tat-test kif ukoll fil-gruppi ta’ kontroll;
ir-relazzjoni bejn id-doza ur-reazzjoni;

analizijiet statistici, fejn xieraq;

Diskussjoni tar-rizultati:

kumment qasir dwar ir-rizultati, lanalizi tad-doza u r-reazzjoni, u analizijiet
statisti¢i, fejn xieraq, b’konkluzjoni dwar jekk is-sustanza tat-test ghandhiex
titqies li tikkawza s-sensitizzazzjoni tal- gilda.
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Appendiéi 1

DEFINIZZJONUJIET

Precizjoni: [l-qrubija fil-livell ta’ gbil bejn ir-rizultati tal- metodu ta’ ttestjar u l-valuri
accettati ta’ referenza. Hija mizura tal-prestazzjoni tal-metodu ta’ ttestjar u wiched mill-
aspetti ta’ rilevanza. Spiss it-terminu jintuza b’mod alternanti ma’ “konkordanza” sabiex
ifisser il-proporzjonta’ rizultati korretti ta’ metodu ta’ ttestjar (33).

Sustanza ta' riferiment: Sustanza sensitizzanti jew mhux sensitizzanti uzata bhala standard
ghat-tqabbil ma’ sustanza tat-test. Sustanza ta' riferiment ghandu jkollha l-karatteristici li
gejjin: (1) konsistenti u affidabbli; (i1) similarita strutturali u funzjonali ghall-klassita’
sustanzi li jkunu ged jigu ttestjati; (iii) karatteristici fizici/kimi¢i maghrufa; (iv) dejta ta’
appogg dwar effetti maghrufa, u (v) potenza maghrufa fil-firxa ta’ rispons mixtieq.

Negattiv falz: Sustanza tat-test identifikata hazin bhala negattiv jew mhux attiva b’metodu ta’
ttestjar, meta fil- fatt hija pozittiva jew attiva (33).

Pozittiv falz: Sustanza tat-test identifikata hazin bhala pozittiva jew attiva minn test, meta fil-
fatt hija negattiva jew mhux attiva (33).

Periklu: Il-potenzjal ghal effett avvers ghas-sahha jew ghall-ambjent. L-effett avvers jidher
biss jekk hemm esponiment ta’ livell suffi¢jenti.

Riprodu¢ibbilta bejn laboratorju uiehor: Kejl ta’ kemm il-laboratorji kwalifikati
differenti, li juzaw l-istess protokoll u li jittestjaw l-istess sustanza tat-test, jistghu jipproducu
rizultati li huma simili b’mod kwalitattiv u kwantitattiv. Ir-riprodu¢ibbilta bejn laboratorju u
iehor hija determinata matul il-processi ta’ qabel il-validazzjoni u tal-validazzjoni, u tindika
kemm it-test jista’ jigi trasferit b’success bejn laboratorji, u din tissejjah ukoll riproducibbilta
bejn laboratorji (33).

Riproducibbilta intralaboratorja: Determinazzjoni ta’ kemm il-persuni kwalifikati fi hdan
l-istess laboratorjujista’ jirnexxilhom jirrepplikaw ir-rizultati billi juzaw protokoll specifiku fi
zminijiet differenti. Din tissejjah ukoll riproduc¢ibbilta fi hdan il-laboratorju (33).

Outlier: Outlier hija osservazzjoni li hija mmarkata differenti minn valuri ohrajn f’kampjun
aleatorju minn popolazzjoni.

Garanzija tal-kwalita: Process ta’ gestjoni li permezz tieghu huma vvalutati l-aderenza mal-
istandards ta’ ttestjar tal-laboratorji, ir-rekwiziti u l-proceduri ta’ Zzamma tar-rekords u -
precizjoni tat-trasferiment tad-dejta minn individwi li huma indipendenti minn dawk li
Jwettqu l-ittestjar.

Affidabilita: Mizuri li bihom, metodu ta’ ttestjar jista’ jigi riprodott maz- zmien, fost u bejn il-
laboratorji stess, meta jwettqu l-istess protokoll. Din hija vvalutata billi tigi kkalkolata r-
riproducibbilta fi hdan laboratorju ubejn laboratorju u iehor (33).

Is-sensitizzazzjoni tal-gilda: Process immunologiku li jitfac¢a meta individwu suxxettibbli

jkun espost b’mod topiku ghal allergen kimiku ta’ induzzjoni, li jipprovoka reazzjoni immuni
fil- gilda li tista’ twassal ghall-izvilupp ta’ sensitizzazzjoni mal-kuntatt.
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Indi¢i ta’ Stimolazzjoni (SI): Valur ikkalkolat sabiex jivvaluta l-potenzjalta’
sensitizzazzjoni tal- gilda ta’ sustanza tat-test 1i huwa l-proporzjon tal-proliferazzjoni fil-
gruppi ttrattati ghal dak fil- grupp ta’ kontroll ta’ mezz simultanju.

Sustanza tat-test (li ssir referenza ghaliha wkoll bhala s-sustanza kimika tat-test):
Kwalunkwe sustanza jew tahlita ttestjata billi jintuza dan it-TM.”
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