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Lisa — osa 2/2

B.71. NAHA SENSIBILISEERIMISE IN VITRO KATSED, MILLEGA UURITAKSE
DENDRIITRAKKUDE AKTIVEERIMISEGA SEOTUD OLULIST ETAPPI NAHA
SENSIBILISEERIMISES SEISNEVA KAHJULIKU TOIME RAJAS

ULDINE SISSEJUHATUS

Dendriitrakkude aktiveerimisega seotud olulisel etapil pohinev katsemeetod

1.

Naha sensibilisaator on aine, mis pdhjustab nahaga kokkupuutel allergilise reaktsiooni,
nagu on madratletud URO iihtses iilemaailmses kemikaalide klassifitseerimise ja
mirgistamise siisteemis (URO GHS) (1) ja Euroopa Liidu méiruses (EL) 1272/2008,
milles késitletakse ainete ja segude klassifitseerimist, margistamist ja pakendamist (CLP-
madrus)'. Naha sensibiliseerimise oluliste bioloogiliste etappide suhtes on olemas
thisarusaam. Praegused teadmised naha sensibiliseerimisega seotud keemiliste ja
bioloogiliste mehhanismide kohta on kokku voetud kahjuliku toime radu kisitleva OECD
programmiga hdlmatud asjaomase kahjuliku toime raja kasitluses (2), milles kirjeldatakse
nii protsessi kdivitavat molekulaarset stindmust, jargnevaid vaheetappe kui ka kahjuliku
toime, st allergilise kontaktdermatiidi avaldumist. Konealusel juhul on kéivitav
molekulaarne stindmus (st esimene oluline ectapp) elektrofiilsete ainete kovalentne
seondumine naha valkude nukleofiilsete tsentritega. Kahjuliku toime raja teine oluline
etapp toimub Kkeratinotstiitides ning hdlmab nii pdletikureaktsioone kui ka
geeniekspressiooni muutusi, mis on seotud selliste konkreetsete signaalitilekanderadadega
nagu antioksiidatiivse/elektrofiiliseoselise reaktsiooni elemendist (ARE) sdltuvad rajad.
Kolmas oluline etapp on dendriitrakkude aktiveerimine, mida hinnatakse tavaliselt
spetsiifiliste raku pinnamarkerite, kemokiinide ja tsiitokiinide ekspressiooni alusel. Neljas
oluline etapp on T-rakkude aktiveerimine ja paljunemine, mida hinnatakse kaudselt hiire
lokaalsete liimfisdlmede katses (LLNA) (3).

Kédesolev katsemeetod on samavdirne OECD katsejuhendiga nr 442E (2017). Selles
kirjeldatakse in vitro katseid, millega uuritakse naha sensibiliseerimises seisneva kahjuliku
toime rajas dendriitrakkude aktiveerimisega seotud olulise etapi puhul kirjeldatud

! Euroopa Parlamendi ja ndukogu 16. detsembri 2008. aasta médrus (EU) nr 1272/2008, mis késitleb ainete ja segude
klassifitseerimist, mérgistamist ja pakendamist ning millega muudetakse direktiive 67/548/EMU ja 1999/45/EU ja
tunnistatakse need kehtetuks ning muudetakse médrust (EU) nr 1907/2006 (ELT L 353/1, 31.12.2008).
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mehhanisme (2). Katsemeetodit kasutatakse selleks, et aidata kooskdlas URO GHSi ja
CLP-méadrusega eristada naha sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei sensibiliseeri.

Kéesolevas katsemeetodis kirjeldatakse jargmisi katseid:

- inimese rakuliini aktiveerimise katse (h-CLAT);
- rakuliini U937 aktiveerimise katse (U-SENST™);
- interleukiin 8 reportergeeni katse (IL-8 lutsiferaasikatse).

3. Kiesolev katsemeetod ja OECD vastav katsejuhend vdivad erineda andmete ja
modddetavate nditajate saamiseks kasutatavate menetluste poolest, kuid OECD otsuse
kohase andmete vastastikuse tunnustamise raames vdib kasutada iikskdik kumba meetodit,
et saada asjaomases riigis kehtivate nduete kohaseid katsetulemusi naha sensibiliseerimises
seisneva kahjuliku toime rajas dendriitrakkude aktiveerimisega seotud olulise etapi kohta.

Olulisel etapil pohineva katsemeetodi kohaste katsete taust ja pohimotted

4. Nahka sensibiliseeriva toime hindamiseks on tavaliselt kasutatud laboriloomi. Merisigade
kasutamisel pohinevate klassikaliste meetoditega — merisigadega tehtava Magnussoni ja
Kligmani maksimeerimiskatse ja Buehleri katsega (katsemeetod B.6) (4) — uuritakse nii
naha sensibiliseerimise induktsiooni- kui ka esilekutsumisfaasi. Hiirtega ldbi viidavate
katsetega — LLNA (katsemeetod B.42) (3) ja selle kahe radioaktiivsest margisest loobumist
vdimaldava modifikatsiooniga (LLNA: DA (katsemeetod B.50) (5) ja LLNA: BrdU-
ELISA (katsemeetod B.51) (6)) — hinnatakse ainult indutseerivat toimet ja need on samuti
heaks kiidetud, sest need on merisigadega tchtavate katsetega vorreldes eelistatud nii
loomade heaolu seisukohast kui ka seepiarast, et nendega saab naha sensibiliseerimise
induktsioonifaasi objektiivselt mdota.

5. Viimasel ajal on kemikaalidest tingitud naha sensibiliseerimise ohu hindamiseks
kasutusele voetud mehhanistlikul késitlusel pdhinevad in  chemico ja in vitro
katsemeetodid, millega uuritakse naha sensibiliseerimises seisneva kahjuliku toime raja
esimest olulist etappi (katsemeetod B.59: otsene reaktsioonivoime katse peptiididega (7))
ja teist olulist etappi (katsemeetod B.60: ARE-Nrf2 lutsiferaasikatse (8)).

6. Kidesoleva meetodi kohaste katsetega tehakse kvantitatiivselt kindlaks raku
pinnamarkeri(te) (nt CD54, CD86) ekspressiooni muutus monotsiiiitide ja dendriitrakkude
aktiveerimisel pdrast kokkupuudet sensibilisaatoritega voi dendriitrakkude aktiveerimisega
seotud tstitokiini IL-8 ekspressiooni muutus. Naha sensibilisaatorite kohta on teatatud, et
need indutseerivad selliste rakumembraani markerite nagu CD40, CD54, CD80, CDS83 ja
CD86 ckspressiooni, lisaks kutsuvad need esile dendriitrakkude aktiveerimisega seotud
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(2), pdletikku soodustavate tstitokiinide, naditeks IL-1p ja TNF-a, ning mitme kemokiini,
niiteks IL-8 (CXCLS) ja CCL3 ekspressiooni (9, 10, 11, 12).

Ent kuna dendriitrakkude aktiveerimine on ainult ks oluline etapp naha
sensibiliseerimises seisneva kahjuliku toime rajas (2, 13), ei pruugi iiksnes dendrniitrakkude
aktiveerimise markerite mddtmisel pdhinevate katsetega kogutud teave olla piisav, et techa
jéreldusi kemikaali nahka sensibiliseeriva toime olemasolu vo1 puudumise kohta. Seeparast
ollakse seisukohal, et kdesoleva meetodiga saadud andmed voimaldavad toetada naha
sensibilisaatorite (st URO GHSi / CLP-maidruse kohaselt 1. kategooria kemikaalide)
eristamist nahka mitte sensibiliseerivatest kemikaalidest, kui neid andmeid kasutatakse
katsete tegemist ja hindamist késitleva {ihtse ldhenemisviisi (edaspidi ,,iihtne
lahenemisviis“) raames koos asjakohase tdiendava teabega, nditeks teabega, mis on saadud
naha sensibiliseerimises seisneva kahjuliku toime raja teisi olulisi etappe hdlmavate in
vitro katsetega ning muude mittekatseliste meetoditega, sealhulgas vordlemisel kemikaali
analoogidega (13). On avaldatud naiteid kdnealuste katsetega saadud andmete kasutamisest
vastavalt kindlaksméaratud metoodikale, mille puhul on standarditud nii kasutatavate
teabeallikate kogum kui ka andmete tootlemise viis prognooside tegemiseks (13), ning neid
saab rakendada iihtse lahenemisviisi kasulike osadena.

Kiesoleva katsemeetodi kohaseid katseid ei saa kasutada eraldiseisvana selleks, et liigitada
naha sensibilisaatoreid URO GHSis / CLP-méairuses miidratletud alamkategooriatesse 1A
vd1 1B ametiasutuste jaoks, kes neid mittekohustuslikke alamkategooriaid kasutavad, ega
ka selleks, et prognoosida toime tugevust ohutushindamisega seotud otsuste tegemiseks.
Soltuvalt digusraamistikust voib kdnealuste meetoditega saadud posititvseid tulemusi siiski
kasutada eraldiseisvana kemikaali klassifitseerimiseks URO GHSi / CLP-maééruse
kohasesse 1. kategooriasse.

Kéesolevas katsemeetodis kasutatakse mdistet ,,uuritav kemikaal* uurimisobjektile viitava
mdistena! ning see ei ole seotud meetodi sobivusega iihest vdi mitmest koostisosast
koosnevate ainete ja/voi segude uurimiseks. Praegu on vdhe andmeid meetodi
kohaldatavuse kohta mitmest koostisosast koosnevate ainete ja segude puhul (14, 15).
Konealuste katsete kasutamine mitmest koostisosast koosnevate ainete ja segude
uurimiseks on tehniliselt véimalik. Enne katsemeetodi kasutamist selleks, et saada
kavandatud regulatiivsel eesmérgil andmeid segu kohta, tuleks siiski kaaluda, kas ja kuidas

1 2013. aasta juunis lepiti OECD iihisistungil kokku, et v@imalusel korral kasutatakse OECD uutes ja
ajakohastatud katsejuhendites mdistet ,,uuritav kemikaal® jérjekindlamalt uurimisobjektile viitava mdistena.
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see meetod vdimaldab saada taotletava eesmargi jaoks vastuvdetavaid tulemusi.! Seda ei
ole vaja kaaluda, kui asjaomase segu hindamine on regulatiivse ndudega ette nihtud. Peale
selle tuleks mitmest koostisosast koosnevate ainete ja segude uurimisel votta arvesse
tsiitotoksiliste koostisosade vdimalikku segavat mdju vaadeldavatele toimetele.

! Selle lause lisamise kohta tehti ettepanck ja selles lepiti kokku katsejuhendite programmi riiklike
koordinaatorite tooriihma koosolekul 2014. a aprillis.
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1. liide

NAHA SENSIBILISEERIMINE IN VITRO: INIMESE RAKULIINI AKTIVEERIMISE
KATSE (H-CLAT)

LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD

1.

Inimese rakuliini aktiveerimise katses tehakse inimese monotsiiitse leukeemia rakuliinis
THP-1 kindlaks monotstiitide ja dendrnitrakkude aktiveerimisega seotud raku
pinnamarkerite (CD86 ja CDS54) ekspressiooni kvantitatiivsed muutused pérast
kokkupuudet sensibilisaatoriga (1, 2). Seejdrel kasutatakse raku pinnamarkerite CD86 ja
CD54 ekspressiooni moddetud taset toetava teabena, mis aitab eristada naha
sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei sensibiliseeri.

h-CLATd on hinnatud loomkatsete alternatiivide Euroopa Liidu referentlabori (EURL
ECVAM) koordineeritud valideerimisuuringus ning seejdrel on selle soltumatult labi
vaadanud EURL ECVAMI teaduslik nduandekomitee. Vottes arvesse koiki kattesaadavaid
andmeid ning reguleerivate asutuste ja sidusrithmade seisukohti, soovitas EURL ECVAM
kasutada h-CLATd (3) thtse lahenemisviisi osana, et aidata ohu alusel klassifitseerimise ja
margistamise eesmérgil eristada naha sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei
sensibiliseeri. Naited h-CLATga saadud andmete kasutamisest muu teabega
kombineerituna on avaldatud kirjanduses (4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11).

. h-CLAT on osutunud rakendatavaks laborites, kus on olemas rakukultuurimeetodite

kasutamise ja ldabivoolutsiitomeetrilise analiitisi kogemus. Selle meetodi puhul eeldatav
prognooside reprodutseeritavuse madr on nii laborisisese kui ka laboritevahelise
reprodutseeritavuse puhul ligikaudu 80 % (3, 12). Valideerimisuuringust (13) ja muudest
avaldatud uuringutulemustest (14) ndhtub aldiselt, et LLNA tulemustega vorreldes on
selles katses naha sensibilisaatorite (st URO GHSi / CLP-maéaruse kohaselt 1. kategooria
kemikaalide) mittesensibiliseerivatest kemikaalidest eristamise tapsus 85 % (N = 142),
tundlikkus 93 % (94/101) ja spetsiifilisus 66 % (27/41) (vastavalt EURL ECVAMIi
kordusanaliiiisile (12), milles vdeti arvesse koiki olemasolevaid andmeid ning vastavalt
punktis 4 esitatud kirjeldusele jieti arvestamata negatiivsed tulemused selliste kemikaalide
puhul, mille log Kow on suurem kui 3,5). h-CLAT kohaste valenegatiivsete prognooside
tdendosus on suurem vidhesel madral kuni moddukalt nahka sensibiliseerivate (st
URO GHSi / CLP-méidruse kohaselt alamkategooria 1B) kemikaalide puhul ja viiksem
siis, kui tegemist on tugevalt nahka sensibiliseeriva (st URO GHSi / CLP-méiruse kohaselt
alamkategooria 1A) kemikaaliga (4, 13, 15). Kokkuvdttes ndhtub sellest teabest, et h-
CLAT on kasulik meetod, mis aitab kindlaks teha naha sensibiliseerimise ohtu. Ainsa
meetodina kasutatava h-CLATga saavutatav eespool nimetatud tdpsus on siiski liksnes
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orienteeriv, sest katseandmeid tuleks vaadelda iihtse ldhenemisviisi kontekstis koos
muudest allikatest périt teabega ja kooskdlas iildise sissejuhatuse punktide 7 ja 8 sétetega.
Kui hinnatakse naha sensibiliseerimise katsemeetodeid, mille puhul ei kasutata katseloomi,
tuleb lisaks arvesse votta, et LLNA ja muude loomkatsete tulemused ei pruugi taielikult
kajastada kemikaali toimet inimesele.

. Praeguse olemasoleva teabe pdhjal on tdendatud, et h-CLAT on kohaldatav paljude
uuritavate kemikaalide puhul, mis erinevad ksteisest orgaanilise funktsionaalrithma,
toimemehhanismi, in vivo katsetega madratud nahka sensibiliseeriva toime tugevuse ja
fiiisikalis-keemiliste omaduste poolest (3, 14, 15). h-CLAT on kohaldatav uuritavate
kemikaalide puhul, mis on sobivas lahustis/kandeaines lahustuvad vo1 moodustavad selles
puisiva dispersiooni (st kolloidlahuse v61 suspensiooni, milles uuritav kemikaal e1 sadestu
ega eraldu lahustist/kandeainest er1 faasi) (vt punkt 14). Kui uuritava kemikaali log Kow on
suurem kui 3,5, saadakse sageli valenegatiivsed tulemused (14). Seepérast tuleks uuritavate
kemikaalide puhul, mille log Kow on suurem kui 3,5, jatta negatiivsed tulemused arvesse
vOtmata. Kui uuritava kemikaali log Kow on iile 3,5, voib saadud positiivseid tulemusi
sellegipoolest kasutada uuritava kemikaali naha sensibilisaatoriks liigitamise toetamiseks.
Peale selle voidakse kasutatud rakuliini piiratud metaboliseerimisvoime (16) voi1
katsetingimuste tottu saada h-CLATga negatiivseid tulemusi ka prohapteenide (st ained,
mis vajavad enstimaatilist aktiveerimist, nt P450 ensiiiimide abil) ja prehapteenide (st
ained, mis aktiveeruvad oksiideerumisel) puhul, eelkdige aeglaselt oksiideeruvad ainete
puhul (15). h-CLAT vdimaldab hinnata ka fluorestseeruvaid uuritavaid kemikaale (17),
kuid tugevalt fluorestseeruvad uuritavad kemikaalid, mille kiiratava kiirguse lainepikkus
on sama kui fluorestseiinisotiotsiianaadil (FITC) v61 propiidiumjodiidil (PI), segavad
labivoolutsiitomeetrilist analiiisi ning neid e1 ole vdimalik FITCga konjugeeritud
antikehade vdi1 Pl abil Oigesti hinnata. Sellisel juhul voib kasutada vastavalt muu
fluorokroomiga margistatud antikehasid voi muud tsiitotoksilisuse markerit, kui naiteks
katsetega, mis tehakse liites 1.2 loetletud padevusainetega, on vdimalik tdendada, et sellise
fluorokroomi vdi markeriga saadakse samasugused tulemused kui FITCga mirgistatud
antikehade (vt punkt 24) vo1 Plga (vt punkt 18). Eespool kirjeldatust ldhtuvalt tuleks
negatitvseid tulemusi tdlgendada konealuste piirangute kontekstis ja koos {ihtse
lahenemisviisi raames muudest allikatest saadud teabega. Kui leidub andmeid, mille
kohaselt h-CLATd ei saa kasutada mdne muu konkreetse uuritavate kemikaalide riihma
puhul, ei tohiks seda asjaomase konkreetse kemikaaliriihma puhul kasutada.

. Nagu eespool kirjeldatud, aitab h-CLAT eristada naha sensibilisaatoreid kemikaalidest,
mis nahka ei sensibiliseeri. Ent kui seda kasutatakse nditeks katsete tegemist ja hindamist
kiasitleva tihtse ldhenemisviisi raames, voib see aidata hinnata ka sensibiliseeriva toime
tugevust (4, 5, 9). Voimalust kasutada h-CLATga saadud tulemusi toime tugevuse
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hindamisel on siiski vaja tdaiendavalt uurida, soovitatavalt inimuuringutest saadud andmete
alusel.

6. Mbisted on esitatud lhites 1.1.

KATSE POHIMOTE

7. h-CLAT on in vitro meetod, millega méadratakse kvantitatiivselt raku pinnamarkerite
(CD86 ja CD54) ekspressiooni muutusi inimese monotsiiiitse leukeemia rakuliint THP-1
rakkudes pérast 24-tunnist kokkupuudet uuritava kemikaaliga. Kdnealused pinnamolekulid
on monotsiitse THP-1 taidpilised markerid ja vdivad vdimaldada jiljendada
dendriitrakkude aktiveerimist, millel on védga oluline roll T-rakkude aktivatsioonis.
Pinnamarkerite ekspressiooni muutusi mdddetakse labivoolutsiitomeetriliselt parast
rakkude varvimist fluorokroomiga margistatud antikehadega. Samal ajal mdddetakse ka
tstitotoksilisust, et hinnata, kas pinnamarkerite ekspressiooni suurenemine toimub
kontsentratsioonil, mille juures ei tdheldata tsiitotoksilisust. Arvutatakse pinnamarkerite
fluorestsentssignaali suhteline tugevus lahustiga/kandeainega kontrolli niitajatega
vorrelduna ja seda tulemust kasutatakse prognoosimudelis (vt punkt 26), et aidata eristada
naha sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei sensibiliseeri.

PADEVUSE TOENDAMINE

8. Enne katsemeetodi B.71 juurde kuuluvas kaesolevas liites kirjeldatud meetodi rutiinset
kasutamist tuleks tdendada labori tehnilist padevust ning kasutada selleks liites 1.2
loetletud kiimmet péadevusainet. Lisaks peaksid meetodi kasutajad haldama
reageerimisvoime kontrollimise kaigus kogutud andmeid (vt punkt 11) ning positiivsete ja
lahustiga/kandeainega kontrollidega saadud varasemaid andmeid (vt punktid 20-22)
sisaldavat andmebaasi ning kontrollima nende andmete pohjal, kas katsetulemused on
laboris aja moodudes jéatkuvalt reprodutseeritavad.

KATSE KAIK

9. Kiesolev meetod pdhineb loomkatsetele alternatiivsete meetodite andmebaasi (DataBase
on ALternative Methods, DB-ALM) teenusena kéttesaadaval h-CLATd késitleval katse-
eeskirjal nr 158 (18), mis vastab EURL ECVAMi koordineeritud valideerimisuuringus
kasutatud katse-ceskirjale. Seda katse-eeskirja soovitatakse kasutada laboris h-CLAT
juurutamisel ja rakendamisel. Allpool kirjeldatakse h-CLAT pohikomponente ja katse
kaiku, mis koosneb kahest etapist: annuse kindlaksmddramise katsest ja CD86/CD54
ekspressiooni mootmisest.

486



D060575/02

Rakkude ettevalmistamine

10.

11.

12.

h-CLAT puhul tuleks kasutada inimese monotsiititse leukeemia rakuliini THP-1.
Soovitatavalt tuleks rakud (TIB-202™) soetada usaldusvédidrsest rakupangast, nditeks
Ameerika Tiutipkultuuride Kollektsioonist (American Type Culture Collection).

THP-1 rakke kasvatatakse 37 °C juures reguleeritud Shuniiskusega 5-protsendilise COz-
sisaldusega atmosfairis sootmes RPMI-1640, mis sisaldab 10 % veiselooteseerumit, 2-
merkaptoetanooli kontsentratsioonis 0,05 mM, 100 iihikut penitsilliini milliliitri kohta ja
streptomiitsiini kontsentratsioonis 100 pg/ml. Penitsilliini ja streptomiitsiini kasutamisest
sootmes voib loobuda. Sel juhul peavad kasutajad siiski kontrollima, et antibiootikumide
puudumine soo6tmest el mdjuta tulemusi. Naiteks voib selleks teha katseid liites 1.2
loetletud péadevusainetega. Igal juhul tuleb saastumisohu vahendamiseks jargida
rakukultuuridega tootamise head tava olenemata sellest, kas rakukultuurt soode sisaldab
antibiootikume vo1 mitte. THP-1 rakke kiilvatakse regulaarselt iga 2—3 pédeva jirel imber
algtihedusega 0,1-0,2 x 10° rakku/ml. Kultuure tuleb siilitada tihedusvahemikus 0,1-1,0 x
10® rakku/ml. Enne rakkude kasutamist katses tuleb teha reageerimisvdime kontroll, et
veenduda rakkude sobivuses. Rakkude reageerimisvdime kontroll tuleks teha kaks nddalat
parast sulatamist ning kasutada selleks posititvse kontrollina 2,4-dinitroklorobenseeni
(DNCB) (CASi nr: 97-00-7; puhtus > 99 %) ja nikkelsulfaati (NiSO4) (CASi nr: 10101-97-
0; puhtus > 99 %) ning negatiivse kontrollina piimhapet (CASi nr: 50-21-5; puhtus >
85 %). Ni1 DNCB kui ka NiSO4 peaksid esile kutsuma raku pinnamarkerite CD86 ja CD54
alusel tuvastatava positiivse reaktsiooni, piimhape aga negatiivse reaktsiooni. Katses vdib
kasutada ainult reageerimisvdime kontrolli ldbinud rakke. Rakke v&ib paljundada kuni
kahe kuu jooksul pérast sulatamist. Passaazide arv ei tohiks iiletada 30. Reageerimisvdime
kontroll tuleb teha vastavalt punktides 20—24 esitatud kirjeldusele.

Katses kasutamiseks kiilvatakse THP-1 rakud vilja tihedusega 0,1 x 10° rakku/ml v&i 0,2 x
10° rakku/ml ning eelkasvatatakse neid rakukultuuripudelis vastavalt 72 v&i 48 tundi.
Rakkude tihedus rakukultuuripudelis peaks vahetult pérast eelkasvatamise perioodi 16ppu
olema 1gas katses voimalikult sarnane (selle saavutamiseks kasutatakse iihte kahest eespool
kirjeldatud eelkasvatamise tingimusest), sest rakkude tihedus pudelis vahetult péarast
eelkasvatamist vOib mojutada allergeenide indutseeritavat CD86/CD54 ekspressiooni (19).
Katse pdeval eemaldatakse rakud rakukultuuripudelist ja suspendeeritakse uuesti vérskes
sootmes tihedusel 2 x 10° rakku/ml. Seejirel jaotatakse rakud 500 ul kaupa 24-kannulise
lamedapdhjalise plaadi kannudesse (1 x 10° rakku kannu kohta) voi 80 pl kaupa 96-
kannulise lamedapdhjalise plaadi kannudesse (1,6 x 10° rakku kannu kohta).

Annuse kindlaksméiramise katse

13.

Annuse kindlaksmddramise katse eesmiark on leida CV75 vaidrtus ehk uuritava kemikaali
kontsentratsioon, mille juures rakkude eluvoimelisus on 75 % lahustiga/kandeainega

487



D060575/02

kontrolli puhul tdheldatud vairtusest. CV75 vairtuse pdhjal tehakse kindlaks CD&86/CD54
ekspressiooni mddtmisel (vt punktid 20-24) kasutatav uuritava kemikaali kontsentratsioon.

Uuritavate kemikaalide ja kontrollainete ettevalmistamine

14. Uuritavad kemikaalid ja kontrollained valmistatakse ette katse tegemise paeval. h-CLAT

15.

puhul tehakse uuritavatest kemikaalidest lahus vdi piisiv dispersioon (vt ka punkt 4);
lahustina/kandeainena kasutatakse eelistatavalt fiisioloogilist lahust v&i s6odet vdi kui
uuritav kemikaal ei ole nendes lahustuv vdi ei moodusta neis piisivat dispersiooni, siis
dimetiitlsulfoksiidi (DMSO, puhtusega > 99 %). Kemikaali Idppkontsentratsioon peab
olema 100 mg/ml (fiisioloogilises lahuses vo1 sootmes) vo1 500 mg/ml (DMSOs). Kui see
on teaduslikult piisavalt pdhjendatud, vdib kasutada ka eespool nimetatutest erinevat
lahustit/kandeainet. Arvesse tuleks votta uuritava kemikaali plisivust lahustis/kandeaines
loppkontsentratsioonil.

Uuritava kemikaali pohilahust kontsentratsiooniga 100 mg/ml (fiisioloogilises lahuses vi
sootmes) vo1 500 mg/ml (DMSOs) lahjendatakse jargmiselt.

Lahustina/kandeainena fiisioloogilise lahuse v0i sootme kasutamisel: asjaomase
lahustiga/kandeainega valmistatakse kahekordsete lahjenduste reana kaheksa eri
kontsentratsiooniga pShilahust. Seejdrel lahjendatakse neid pohilahuseid sootmes veel 50
korda (t6olahused). Kui plaadil kasutataval suurimal 16ppkontsentratsioonil 1000 ug/ml ei
tdheldata miurgisust, tuleks maksimaalne kontsentratsioon uue tsiitotoksilisuse katsega
uuestt kindlaks maédrata. Fusioloogilises lahuses vo1 sootmes lahustatud vd1 piisiva
dispersiooni moodustanud uuritava kemikaali 10ppkontsentratsioon plaadil ei tohiks
tiletada 5000 pg/ml.

Lahustina/kandeainena DMSO  kasutamisel:  asjaomase  lahustiga/kandeainega
valmistatakse kahekordsete lahjenduste reana kaheksa eri kontsentratsiooniga pdhilahust.
Seejdrel lahjendatakse neid pdhilahuseid so6tmes veel 250 korda (toolahused).
Ldppkontsentratsioon plaadil ei tohiks tletada 1000 pg/ml, isegi kui sellel
kontsentratsioonil ei tdheldata miirgisust.

Seejdarel kasutatakse toolahuseid kokkupuutekatses: plaadil olevale THP-1 rakkude
suspensioonile lisatakse vOrdne kogus toolahust (vt ka punkt 17), et saavutada tdiendav
kahekordne lahjendus (tavaliselt on I16ppkontsentratsioonide vahemik plaadil 7,81-1000

pg/ml).

16. h-CLAT puhul kontrollina kasutatav lahusti/kandeaine on soode (kui uuritavast

kemikaalist tehakse lahus voi plisiv dispersioon (vt punkt 4) sootmes voi fiisioloogilises
lahuses) vo1 DMSO (kui uuritavast kemikaalist tehakse lahus v&i piisiv dispersioon
DMSOs), mida kasutatakse plaadil iihes 16ppkontsentratsioonis 0,2 %. Seda lahjendatakse
samal viisil, nagu on kirjeldatud to6lahuste saamist kasitlevas punktis 15.
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Uuritavate kemikaalide ja kontrollainetega toétlemine
17. Punktides 15 ja 16 kirjeldatud soode ja toolahused segatakse 24- vo1 96-kannulisele
lamedapohjalisele plaadile kantud rakususpensiooniga (vt punkt 12) mahuvahekorras 1:1.
Seejarel inkubeeritakse toodeldud plaate 37 °C juures S-protsendilise CO»-sisaldusega
atmosfadris 24 = 0,5 tundi. Tuleb jélgida, et lenduvad uuritavad kemikaalid ei aurustuks,
ning hoida dra kannudevahelist uuritava kemikaaliga ristsaastumist. Selleks vdib plaadi
enne uuritava kemikaaliga inkubeerimist nditeks tihedalt kinni katta (20).

Propiidiumjodiidiga (PI) virvimine

18. Pdarast 24 + 0,5 tundi kestnud kokkupuudet viiakse rakud katsutitesse ja eraldatakse
tsentrifuugimise teel. Supernatant visatakse #ra ja allesjddnud rakud suspendeeritakse
uuesti 200 (96-kannulise plaadi puhul) vd1 600 (24-kannulise plaadi puhul) mikroliitris
fosfaadiga puhverdatud soolalahuses, mis sisaldab 0,1 % veise seerumi albumiini
(varvimispuhver). 200 pl rakususpensiooni viiakse iile 96-kannulisele timarapdhjalisele
plaadile (96-kannulise plaadi puhul) v&1 mikrokatsutisse (24-kannulise plaadi puhul) ning
rakke pestakse kaks korda 200 pl (96-kannulise plaadi puhul) vé1 600 pl (24-kannulise
plaadi puhul) viarvimispuhvriga. Ldpuks suspendeeritakse rakud uuesti varvimispuhvris (nt
400 pl) ning lisatakse PI lahus (nt 20 pl; PI I6ppkontsentratsioon vdib olla nditeks 0,625
ug/ml). Voib kasutada ka muid tsiitotoksilisuse markereid, néditeks 7-aminoaktinomiitsiin
D-d (7-AAD) vai triipaansinist, kui naiteks katsetega, mis tehakse liites 1.2 loetletud
padevusainetega, on vdimalik tdendada, et asjaomase muu vérvainega ja Plga saadavad
tulemused on sarnased.

Tsiitotoksilisuse mootmine ldbivoolutstitomeetriga ja CV75 vddrtuse hindamine

19. PI sisenemist rakkudesse analiiiisitakse labivoolutsiitomeetriga; seejuures kasutatakse
registreerimiskanalit FL3. Kokku registreeritakse 10 000 elusat (PIga varvumata) rakku.
Tsiitomeetri analiitisiprogrammi abil rakkude eluvdimelisuse arvutamiseks vdib kasutada
allpool esitatud valemit. Kui rakkude eluvoimelisus on véike, tuleks registreerida koos
surnud rakkudega kokku kuni 30 000 rakku. Teine vdimalus on registreerida andmeid tihe
minuti jooksul alates analiitisi alustamise hetkest.

elusate rakkude arv

Rakkude eluvdimelisus = — - - x 100
registreeritud rakkude ildarv

CV75 viairtus (vt punkt 13) ehk kontsentratsioon, mille juures elusate THP-1 rakkude
osakaal on 75 % (tsiitotoksilisus on 25 %), arvutatakse log-lineaarse interpolatsiooni teel
jargmise valemiga:

log CV75 = (75—c) x log(b)—(75—a) x log(d)

a-c ?

kus
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a on rakkude eluvoimelisuse viahim vadrtus, mis iiletab 75 %,
¢ on rakkude eluvdimelisuse suurim védrtus, mis jdéb alla 75 %, ning

b ja d on kontsentratsioonid, mille juures rakkude eluvoimelisus on vastavalt a voi c.
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CV75 leidmiseks on lubatud kasutada ka muid meetodeid, kui on tdendatud (niiteks
katsetega, mis on tehtud padevusainetega), et see ei mojuta tulemusi.

CD86/CD54 ekspressiooni médtmine

Uuritavate kemikaalide ja kontrollainete ettevalmistamine
20. Uuritava kemikaali lahuse v&i piisiva dispersiooni valmistamiseks kasutatakse sobivat
lahustit/kandeainet (fusioloogiline lahus, s6ode vdoi DMSO; vt punkt 14). Kdigepealt
lahjendatakse uuritavat kemikaali kontsentratsioonini, mis on 100 korda (fiisioloogilise
lahuse vo1 sootme puhul) vé1 500 korda (DMSO puhul) suurem kui 1,2 x CV75, mis on
kindlaks tehtud annuse kindlaksmddramise katsega (vt punkt 19). Kui CV75 véértust ei ole
vdimalik kindlaks teha (nt annuse kindlaksmddramise katses ei taheldata piisavat
tsiitotoksilisust), tuleks ldhtekontsentratsioonina kasutada suurimat kontsentratsiooni, mille
Juures uuritav kemikaal on asjaomases lahustis/kandeaines veel lahustuv vdi moodustab
selles piisiva dispersiooni. Tuleb silmas pidada, et Idppkontsentratsioon plaadil ei tohi olla
suurem kui 5000 pg/ml (fiisioloogilise lahuse voi so6tme puhul) vo1 1000 pg/ml (DMSO
puhul). Seejarel tehakse vastava lahustiga/kandeainega 1,2-kordsete lahjenduste rida, et
saada h-CLAT puhul kasutatavad pdhilahused (kaheksa kontsentratsiooni vahemikus 100 x
1,2 x CV7S5 kuni 100 x 0,335 x CV75 (fiisioloogilise lahuse vo1 sootme puhul) voi
vahemikus 500 x 1,2 x CV75 kuni 500 x 0,335 x CV75 (DMSO puhul); annuste
kasutamise ndide on esitatud DB-ALMi katse-eeskirjas nr 158). Seejarel lahjendatakse
pohilahuseid so6tmes veel 50 korda (fiisioloogilise lahuse voi s66tme puhul) voi 250 korda
(DMSO puhul) (todlahused). Neid toolahuseid kasutatakse 1opuks kokkupuutekatses, kus
neist tehakse plaadil veel viimane kahekordne lahjendus. Kui rakkude eluvdimelisuse
hindamise tulemused ei vasta punktides 29 ja 30 kirjeldatud nduetekohasuse
kriteeriumitele, voib CV75  vadrtuse tdpsemaks  kindlakstegemiseks  annuse
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kindlaksmddramise katset korrata. CD86/CD54 ekspressiooni modtmiseks saab kasutada
ainult 24-kannulisi plaate.

21. Lahustiga/kandeainega kontroll valmistatakse ette vastavalt punktis 16 esitatud
kirjeldusele. h-CLAT puhul kasutatav positiivne kontroll on DNCB (vt punkt 11), millest
tehakse DMSOs p6hilahused, mida lahjendatakse vastavalt punktis 20 esitatud pdhilahuste
lahjendamise juhistele. DNCBd kasutatakse CDS86/CD54 ekspressiooni modtmisel
positiivse kontrollina plaadil tihes 1dppkontsentratsioonis (tavaliselt 4,0 pg/ml). DNCB
kasutamiseks plaadil kontsentratsioonis 4,0 pg/ml valmistatakse DNCBst DMSOs
pohilahus kontsentratsiooniga 2 mg/ml ning lahjendatakse seda seejirel sootmes 250
korda, et saada toolahus kontsentratsiooniga 8 pg/ml. Teise variandina voib positiivse
kontrolli kontsentratsioonina kasutada DNCBga saadud CV75 vdartust, mis tehakse
kindlaks igas katselaboris. Vdib kasutada ka mdnda muud sobivat positiivset kontrolli, kui
on olemas varasemad andmed, mis vOimaldavad kindlaks mé&drata vorreldavad
analuisitsikli nduetekohasuse kriteeriumid. Positiivse kontrolli [dppkontsentratsioon
plaadil ei tohiks olla suurem kui 5000 pg/ml (fiisioloogilise lahuse vdi so6tme puhul) voi
1000 pg/ml (DMSO puhul). Analiiisitsiikli nduetekohasuse kriteeriumid on samad kui
uuritava kemikaali puhul (vt punkt 29), valja arvatud viimane nduetekohasuse kriteerium,
sest positiivset kontrolli hinnatakse vaid tihel kontsentratsioonil.

Uuritavate kemikaalide ja kontrollainetega tootlemine

22. Iga uuritava kemikaali ja kontrollaine puhul on prognoosi saamiseks vaja iihte katset. Iga
katse koosneb vdhemalt kahest sdltumatust analiitisitsiiklist CD86/CD54 ekspressiooni
mootmiseks (vt punktid 26-28). Iga soltumatu analiitisitsiikkel viiakse ldbi eri paeval;
samal pdeval vdib 1abi viia mitu tsiiklit juhul, kui iga analtisitsiikli, jaoks: a) valmistatakse
sOltumatult varsked uuritava kemikaali pohilahused ja to6lahused ning antikehade lahused;
b) kasutatakse soOltumatult kogutud rakke (st rakud kogutakse erinevatest
rakukultuuripudelitest); rakud vdivad olla siiski samast passaazist. Uuritavate kemikaalide
ja kontrollainete toolahused (500 pl) segatakse 500 pl rakususpensiooniga (1 x 10° rakku)
vahekorras 1:1 ja rakke inkubeeritakse 24 + 0,5 tundi, nagu on kirjeldatud punktides 20 ja
21. Igas tsiiklis piisab iihest proovist uuritava kemikaali ja kontrollaine iga
kontsentratsiooni kohta, kuna prognoosi saamiseks on vaja vidhemalt kahte sdltumatut
tsiiklit.

Rakkude virvimine ja analiiiis
23. Pérast 24 + 0,5 tundi kestnud kokkupuudet viiakse rakud 24-kannuliselt plaadilt katsutisse,
kogutakse tsentrifuugimise teel ja seejarel pestakse kaks korda 1 ml varvimispuhvriga
(vajaduse korral vdib pesemisetappe lisada). Parast varvimist blokeeritakse rakud 600 pl
blokeerimislahusega (véarvimispuhver, mis sisaldab 0,01 % (massiihikutes mahuiihiku
kohta) globuliini (inimese globuliini Cohni fraktsioonid II, III (SIGMA, #G2388-10G) vdi
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samavairne)) ja inkubeeritakse neid 4 °C juures 15 min. Péarast blokeerimist jaotatakse
rakud kolme 180 pl suuruse alikvoodina 96-kannulisele timarapdhjalisele plaadile voi
mikrokatsutitesse.

24 Piarast tsentrifuugimist vérvitakse rakke 4 °C juures 30 minuti valtel 50 ul CD86- voi
CD54-vastase antikehaga voi hiire IgG1-ga (isotlitibikontroll), mis on mérgistatud FITCga.
Tuleks kasutada DB-ALMi h-CLATi katse-eeskirjas nr 158 (18) kirjeldatud antikehasid,
mis lahjendatakse varvimispuhvris mahuvahekorras 3 : 25 (CD86 puhul (BD-PharMingen,
#555657, kloon Fun-1)) voi 3 : 50 (CD54 puhul (DAKO, #F7143, kloon 6.5B5) ja IgG1
puhul (DAKO, #X0927)). Katsemeetodi viljatootajate andmetel saavutatakse nimetatud
lahjendusteguritega kdige parem signaali ja miira suhe. Katsemeetodi viljatootajate
kogemuste pdhjal on eri partiide antikehade fluorestsentssignaali tugevus tavaliselt
sarnane. Kasutajad voivad siiski kaaluda antikehade tiitrimist oma labori tingimustes, et
teha kindlaks kdige paremad kasutamiseks sobivad kontsentratsioonid. Mone muu
fluorokroomiga maérgistatud CD86-vastaseid ja/vol CD54-vastaseid antikehasid voib
kasutada juhul, kui néiteks katsetega, mis tehakse liites 1.2 loetletud padevusainetega, on
vdimalik tdendada, et asjaomaste antikehade ja FITCga konjugeeritud antikehade puhul
saadavad tulemused on sarnased. Tuleks arvesse votta, et DB-ALMi h-CLATi katse-
eeskirjas nr 158 (18) kirjeldatud antikehade klooni v6i tarnija vahetamine voib tulemusi
mojutada. Parast vahemalt kaks korda 150 ul varvimispuhvriga pesemist suspendeeritakse
rakud uuesti vérvimispuhvris (nt 400 pl), millele lisatakse PI lahust (nt 20 pl
16ppkontsentratsiooni 0,625 pg/ml saamiseks) vdi muu tsiitotoksilisuse markeri lahust (vt
punkt 18). CD86 ja CD54 ekspressiooni taset ning rakkude eluvdimelisust analiiiisitakse
labivoolutsiitomeetriga.

ANDMED JA ARUANDLUS

Andmete hindamine

25. CD86 ja CD54 ekspressiooni analiitisitakse ldbivoolutsiitomeetriga; seejuures kasutatakse
registreerimiskanalit FL1. Fluorestsentssignaali tugevuse geomeetrilise keskvéirtuse
(mean fluorescence intensity, MFI) pdhjal arvutatakse positiivse kontrolli rakkude CD86 ja
CD54 puhul tdheldatav fluorestsentssignaali suhteline tugevus (relative fluorescence
intensity, RFI) vastavalt jargmisele valemile:

kemikaaliga téodeldud rakkude MFI —kemikaaliga to6deldud isotiiiibikontrolli rakkude MFI

RFI =
lahustiga/kandeainega tododeldud rakkude MFI — lahustiga/kandeainega téédeldud isotiiibikontrolli rakkude MFI

X 100 .

Lisaks arvutatakse punktis 19 esitatud valemi jargi IgGl-ga virvitud isotiilibikontrolli
rakkude eluvdimelisus.

Prognoosimudel
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26. CD86/CD54 ekspressiooni mddtmisel hinnatakse iga uuritavat kemikaali vihemalt kahes
sOltumatus analtisitsiiklis, mille pohjal tehakse iiks prognoosijareldus (POSITIIVNE voi1
NEGATIIVNE). h-CLAT kohast prognoosi kéasitatakse POSITIIVSENA, kui vdhemalt
kahes kolmest sdltumatust analiitisitsiiklist on tdidetud vahemalt {iiks jargmistest
tingimustest; vastasel korral tunnistatakse h-CLAT kohane prognoos NEGATIIVSEKS
(joonis 1):

- CDB86 puhul on RFI mis tahes kasutatud kontsentratsioonil 150 % vdi suurem (ja rakkude
eluvoimelisus > 50 %);

- CD54 puhul on RFI mis tahes kasutatud kontsentratsioonil 200 % vd1i suurem (ja rakkude
eluvoimelisus > 50 %).

27. Seega kui kahes esimeses analiisitsiiklis saadakse CD86 ja/vdi CD54 puhul positiivne
tulemus, tunnistatakse h-CLAT kohane prognoos POSITIIVSEKS ja kolmandat
analiitisitsiiklit ei ole vaja ldbi viia. Kui kahes esimeses analiitsitstiklis saadakse kummagi
markeri puhul negatiivne tulemus, tunnistatakse h-CLAT kohane prognoos
NEGATIIVSEKS (seejuures voetakse nduetekohaselt arvesse punkti 30 sitteid) ja
kolmandat tsiiklit ei ole vaja. Kui aga kahe esimese tsiikli tulemused ei lange vihemalt iihe
markeri (CD54 v61 CD86) puhul kokku, on vaja kolmandat tsiiklit ja 16plik prognoos
tehakse kolme tsiikli 161kes suurema osakaaluga tulemuse pohjal (st kaks kolmest). Seoses
sellega tuleb silmas pidada, et kui viiakse labi kaks sdltumatut tsiiklit, millest iihes
saadakse positiivne tulemus ainult CD86 puhul (edaspidi P1) ja teises positiivne tulemus
ainult CD54 puhul (edaspidi P2), tuleb 1dbi viia kolmas tstikkel. Kui kolmandas tsiiklis
saadakse kummagi markeri puhul negatiivne tulemus (edaspidi N), tunnistatakse h-CLAT
kohane prognoos NEGATIIVSEKS. Ent kui kolmandas tsiiklis saadakse tikskdik kumma
markeri puhul positiivne tulemus (P1 voi P2) vo1 mdlema marker1 puhul positiivne tulemus
(edaspidi P12), tunnistatakse h-CLAT kohane prognoos POSITIIVSEKS.

Joonis 1. h-CLAT puhul kasutatav prognoosimudel; h-CLAT kohast prognoosi tuleb arvesse votta iihtse
ldhenemisviisi raamistikus ning kooskdlas tildise sissejuhatuse punktide 7 ja 8 sitetega
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Esimesed kaks Esimesed kaks
analiilsitsiiklit analiilsitsiiklit
|
A 4 JV
PpjaP, | NjaN P,jaN *
P,;jaPy P;jaN
P;,ja P, PyjaN
P1 ja P]_ P1 ja Pz
Pz ja Pz ¢

Kolmas tsiikkel

|
A 4 A 4 ¢ ¢

Kolmas tsiikkel Kolmas tsiikkel PyjaPijaP, |# P,jaNjaN |#
ei ole néutav ei ole néutav P,jaPijaP, P;jaNjaN
P;jaPyjaP, PjaNjaN
P;;jaPyjaN P,jaP,jaN
P;;jaPsjaN
Py, jaPjaN
P,jaPijaN
PjaP,jaN
A 4 h 4 A 4 v
POSITIIVNE NEGATIIVNE POSITIIVNE NEGATIIVNE

Py — analuiisitsikkel, kus ainult CD86 on positiivne; P> — analtiiisitsiikkel, kus ainult CD54 on positiivne; P12 —
analitsitsikkel, kus nii CD86 kui ka CD54 on positiivsed; N — analitsitsiikkel, kus ei CD86 ega CD54 ei ole
positiivne.

* Kastides on esitatud kahe esimese analiitisitsiikli tulemuste kombinatsioonid jarjekorras, mis ei pruugi vastata nende
saamise jarjekorrale.

# Kastides on esitatud kolme analiiiisitstikli tulemuste kombinatsioonid lahtuvalt tilemises kastis esitatud kahe esimese
tsiikli tulemustest, kuid esitatu ei kajasta tulemuste saamise jarjekorda.

28. h-CLAT kohase POSITIIVSE prognoosi saanud uuritava kemikaali puhul voib soovi
korral madrata kaks toime avaldumise kontsentratsiooni: CD86 puhul EC150 ja CD54
puhul EC200. Need vastavad kontsentratsioonile, mille juures uuritava kemikaali
pohjustatud RFI on vastavalt 150 vdi 200. Kui neid EC véaartusi kasutatakse nditeks katsete
tegemist ja hindamist kasitleva tihtse ldhenemisviisi raames (4, 5, 6, 7, 8), vdivad need
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aidata hinnata sensibiliseeriva toime tugevust (9). Neid saab arvutada jdrgmiste
valemitega:

EC150 (CD86 puhul) = Bconc + [(150 - BRFI)/(ARFI - BRFI) X (Aconc - Bconc)] )

EC200 (CD54 pUhul) = Beone + [(200 - BRFI)/(ARFI - BRFI) X (Aconc - Bconc)] >

kus

Aconc on viikseim kontsentratsioon (ug/ml), mille juures RFI > 150 (CD86) vd1 200 (CD54),
Bconc 0n suurim kontsentratsioon (pg/ml), mille juures RFI < 150 (CD86) vo1 200 (CD54),
Arrr on RFI vidrtus véikseimal kontsentratsioonil, mille juures RFI > 150 (CD86) v1 200
(CD54), ning

Brrr on RFI védrtus suurimal kontsentratsioonil, mille juures RFI < 150 (CD86) v&1 200
(CD54).

EC150 ja EC200 vaartuste tapsemaks mddramiseks vOib vaja minna kolme soltumatut
CD86/CD54 ekspressiooni méotmist. Loplikud EC150 ja EC200 vaartused arvutatakse
seejarel kolmes sdltumatus analiitisitsiiklis saadud EC védrtuste mediaanina. Kui
posititvsuse tingimused (vt punktid 26-27) on tdidetud ainult kahes soltumatus
analtiisitsiiklis kolmest, kasutatakse kahest asjaomasest arvutatud EC150 vé1 EC200
vadrtusest suuremat.

Nouetekohasuse kriteeriumid

29. h-CLAT kasutamisel peaksid olema tdidetud jargmised katse nduetekohasuse kriteeriumid
(22, 27).

- Sootmega ja lahustiga/kandeainega kontrollide puhul peaks rakkude eluvdimelisus olema
suurem kui 90 %.

- Lahustiga/kandeainega kontrollis e1 tohiks RFI vairtus CD86 ega CD54 puhul iiletada
positiivsuse kriteeriumi kohast vaartust (CD86 puhul RFIT > 150 % ja CD54 puhul RFI >
200 %). Lahustiga/kandeainega kontrolli puhul arvutatakse RFI védrtus punktis 25 esitatud
valemiga (,kemikaaliga® tuleks asendada muutujaga ,lahustiga/kandeainega® ning
»lahustiga/kandeainega t6odeldud* tuleks asendada muutujaga ,,(s66tmega) kontrolli®).

- Sootmega ja lahustiga/kandeainega kontrollide puhul peaks nii CD86 kui ka CD54 puhul
olema vastava MF1 vairtuse ja isotiitibikontrolliga saadud MFI vaartuse suhtarv > 105 %.

- Positiivse kontrolli (DNCB) puhul peaks RFI vaartus nii CD86 kui ka CD54 puhul
vastama positiivsuse kriteeriumile (CD86 puhul RFI > 150 % ja CD54 puhul RFI > 200
%) ning rakkude eluvdimelisus peaks olema tile 50 %.
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- Uuritava kemikaali puhul peaks rakkude eluvdimelisus olema igas tsiiklis vdhemalt neljal
kasutatud kontsentratsioonil suurem kui 50 %.

30. Negatiivsed tulemused vdetakse arvesse iiksnes juhul, kui uuritava kemikaali puhul on
rakkude eluvdimelisus suurimal katses kasutatud kontsentratsioonil (st 1,2 x CV75
vastavalt punktis 20 kirjeldatud jarjestikuse lahjendamise skeemile) vaiksem kui 90 %. Kui
rakkude eluvdimelisus 1,2 x CV75 juures on 90 % vdi suurem, tuleks negatiivne tulemus
korvale jatta. Sellisel juhul soovitatakse kasutatava annuse tapsustamiseks korrata CV75
maaramist. Tuleb mairkida, et kul uuritava kemikaali suurim katsekontsentratsioon on
fiisioloogilises lahuses (vo1 sodtmes vo1 muus lahustis/kandeaines) 5000 pg/ml vo1
DMSOs 1000 pg/ml vo1 suurim kontsentratsioon, mille juures kemikaal veel lahustub,
vdetakse negatiivne tulemus arvesse ka siis, kui rakkude eluvdimelisus on iile 90 %.

Katseprotokoll

31. Katseprotokoll peaks sisaldama jargmist teavet.

Uuritav kemikaal

Uhest koostisosast koosnev aine:

- kemikaali identimisandmed, naiteks IUPACi v61 CASi nimetus(ed), CASi
number/numbrid, SMILES1 v61 InChI kood, struktuurivalem ja/vd1 muu identimisteave;

- faisiline vélimus, log Kow, lahustuvus vees, lahustuvus DMSOs, molekulmass ja muud
asjakohased kittesaadavad andmed fiiiisikalis-keemiliste omaduste kohta;

- puhtus, voéimaluse ja vajaduse korral lisandite keemiline madratlus jne;

- vajaduse korral teave tootlemise kohta enne katset (nt soojendamine, peenestamine);
- kasutatud kontsentratsioon(id);

- kattesaadav teave sdilitamistingimuste ja piisivuse kohta;

- 1ga uuritava kemikaali puhul lahusti/kandeaine valimise pShjendus.

Mitmest koostisosast koosnev aine, tundmatu v61 muutuva koostisega aine, kompleksne
reaktsioonisaadus voi1 bioloogilist paritolu materjal vo1 segu:

- voimalikult tidpne omaduste kirjeldus lahtuvalt niiteks koostisosade keemilisest
mddratlusest (vt eespool), puhtusest, kvantitatiivsest sisaldusest ja asjakohaseid fiitisikalis-
keemilisi omadusi kasitlevatest kittesaadavatest andmetest (vt eespool);

- faisiline valimus, lahustuvus vees, lahustuvus DMSOs ja muud asjakohased
kattesaadavad andmed fiiisikalis-keemiliste omaduste kohta;
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teadaoleva koostisega segu/poliimeeri puhul molekulmass voi nidiline molekulmass voi
muu uuringu tegemiseks asjakohane teave;

vajaduse korral teave tootlemise kohta enne katset (nt soojendamine, peenestamine);
kasutatud kontsentratsioon(id);
kattesaadav teave sdilitamistingimuste ja pusivuse kohta;

iga uuritava kemikaali puhul lahusti/kandeaine valimise pdhjendus.

Kontrollid

Positiivne kontroll:

kemikaali identimisandmed, niditeks ITUPACi vd1 CASi  nimetus(ed), CASi
number/numbrid, SMILESi v61 InChlI kood, struktuurivalem ja/vdi muu identimisteave;

fuitisiline valimus, log Kow, lahustuvus vees, lahustuvus DMSOs, molekulmass ja vajaduse
korral muud asjakohased kattesaadavad andmed fiitisikalis-keemiliste omaduste kohta;

puhtus, vdimaluse ja vajaduse korral lisandite keemiline méaaratlus jne;

vajaduse korral teave tootlemise kohta enne katset (nt soojendamine, peenestamine);
kasutatud kontsentratsioon(id);

kattesaadav teave sdilitamistingimuste ja pusivuse kohta;

vajaduse korral viide varasematele positiivse kontrolliga saadud tulemustele, millest

nahtub vastavus asjakohastele analiitisitsitkli nduetekohasuse kriteeriumidele.

Negatiivne ja lahustiga/kandeainega kontroll:

kemikaali identimisandmed, nditeks IUPACi vd1 CASi  nimetus(ed), CASi
number/numbrid, SMILES1 v61 InChl kood, struktuurivalem ja/vd1 muu identimisteave;

puhtus, véimaluse ja vajaduse korral lisandite keemiline méératlus jne;

asjaomases katsejuhendis nimetamata lahusti/kandeaine kasutamisel kontrollina
kittesaadav teave selle fliiisilise valimuse, molekulmassi ja muude asjakohaste fuitisikalis-
keemiliste omaduste kohta;

kattesaadav teave sdilitamistingimuste ja piisivuse kohta;

1ga uuritava kemikaali puhul lahusti/kandeaine valimise pShjendus.

Katsetingimused.:

sponsori, katselabori ja uuringu juhi nimi ja aadress;
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kasutatud katsemeetodi kirjeldus;

kasutatud rakuliin, selle sailitamise tingimused ning péritolu (nt asutus, kellelt rakud
saadi);

kasutatud labivoolutsiitomeeter (nt mudel) ja selle seaded, kasutatud globuliin, antikehad

ja tstitotoksilisuse marker;

padevusainete analiiisimise meetod, mida kasutati labori padevuse tdendamiseks, ning
katsemeetodiga saadud tulemuste pikaajalise reprodutseeritavuse tdendamise viis, néiteks
laboris kontrollidega ja/v&i reageerimisvéime kontrollimise] varem saadud andmed.

Katse nouetekohasuse kriteeriumid:

lahustiga/kandeainega kontrolli puhul saadud rakkude eluvdimelisuse, MFI ja RFI
vadrtused vorrelduna vastavate nduetekohasust kajastavate vahemikega;

positiivse kontrolliga saadud rakkude eluvéimelisuse ja RFI véddrtused vorrelduna
vastavate nduetekohasust kajastavate vahemikega;

rakkude eluvdimelisus uuritud kemikaali igal katses kasutatud kontsentratsioonil.

Katse kiik:

analtitisitstiklite arv;

uuritava kemikaali kontsentratsioonid, lisamisviis ja kasutatud kokkupuuteaeg (kui erineb
soovitatust);

kokkupuute kestus (kui erineb soovitatust);
kasutatud hindamis- ja otsustamiskriteeriumide kirjeldus;

koikide katse kdigus tehtud muudatuste kirjeldus.

Tulemused:

tabeli kujul andmed uuritava kemikaali ja positiivse kontrolli kohta igas analiiisitstiklis, sh
CV75 (vajaduse korral), eraldi MFI, RFI ja rakkude eluvdimelisuse védirtused,
ECI50/EC200 vaidrtused (vajaduse korral) ning prognoosimudelil pdhinev hinnang
uuritava kemikaali kohta;

vajaduse korral mis tahes muude asjakohaste vaatlusandmete kirjeldus.

Tulemuste arutelu:

h-CLLATga saadud tulemuste arutelu;

katse tulemuste hindamine iihtse 1ahenemisviisi kontekstis, kui muu asjakohane teave on
kattesaadav.
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Liide 1.1

MOISTED

Aine — looduslik vdi mis tahes tootmisprotsessi tulemusena saadud keemiline element voi
selle tihend koos puisivuse tagamiseks vajalike lisaainete ja tootmisprotsessi kdigus tekkinud
lisanditega, mis ei hdlma siiski lahusteid, mida on vdimalik aine piisivust mdjutamata voi
selle koostist muutmata ainest eraldada.

Analiiiisitsiikkel — ithe vdi mitme uuritava kemikaali analtitisimine lahustiga/kandeainega
kontrolli ja positiivse kontrolliga paralleelselt.

Asjakohasus — niitaja, mille abil kirjeldatakse, kuivérd katsemeetod vOimaldab uurida
huvipakkuvat toimet, kas selle kasutamine on méttekas ja kas see on konkreetse eesmargi
jaoks sobiv. Asjakohasusest ndhtub, mil midral saab katsemeetodiga digesti mddta vo1
ennustada huvipakkuvat bioloogilist toimet. Asjakohasuse puhul vdetakse arvesse ka
katsemeetodiga saavutatavat tépsust (vastavust) (21).

CV75 - hinnanguline kontsentratsioon, mille juures rakkude eluvdimelisus on 75 %.
EC150 — kontsentratsioon, mille juures CD86 ekspressiooni kajastav RFI védrtus on 150.
EC200 - kontsentratsioon, mille juures CD54 ekspressiooni kajastav RFI vaartus on 200.

Fluorestsentssignaali suhteline tugevus (RFI) — kemikaaliga toddeldud rakkude
fluorestsentssignaali tugevuse vadrtuste geomeetrilise keskmise suhteline véartus vorrelduna
lahustiga/kandeainega toodeldud rakkude fluorestsentssignaali tugevuse véadrtuste
geomeetrilise keskmisega.

Kahjuliku toime rada - siindmuste ahel alates sihtkemikaali v&i rithma sarnaste
kemikaalide keemilisest struktuurist sdltuvast kéivitavast molekulaarsest siindmusest kuni
vaadeldava toime avaldumiseni in vivo (22).

Katsete tegemist ja hindamist Kkisitlev iihtne lihenemisviis — struktureeritud
ldhenemisviis, mida kasutatakse kemikaali vo1 rithma kemikaalide ohtlikkuse tuvastamiseks
(vdoimalik toime), ohu kirjeldamiseks (toime tugevus) ja/vdi ohutuse hindamiseks (voimalik
toime / toime tugevus ja kokkupuude) ning mille raames ldimitakse strateegiliselt ja
kaalutakse 1abi koik asjakohased andmed vdimalikku ohtu ja/véi riski ja/voi tdiendavate
sthipdraste ja seega minimaalses ulatuses katsete tegemise vajadust kasitleva regulatiivse
otsuse tegemiseks.

Kemikaal — aine vo1 segu.

Lahustiga/kandeainega kontroll — to6tlemata proov, mis sisaldab ko&iki katsestisteemi
komponente peale uuritava kemikaali, sealhulgas lahustit/kandeainet. Selle abil tehakse
kindlaks ldhtetase samas lahustis’kandeaines lahustatud v&i piisiva dispersiooni
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moodustanud uuritava kemikaaliga toodeldud proovide jaoks. Kui sellist tootlemata proovi
hinnatakse paralleelselt sootmega kontrolliga, véimaldab see tihtlasi kindlaks teha, kas
lahusti/kandeaine mojutab katsesiisteemi.

Libivoolutsiitomeetria — tsiitomeetriline meetod, mille puhul vedelikus suspendeeritud
rakud liiguvad iiksteise jdrel ldbi ergastava valguse fookuse ning sellest tingitud valguse
hajumise viis kajastab rakkude ja nende koostisosade omadusi; sageli mérgistatakse rakud
fluorestseeruvate markeritega, mille puhul valgus kdigepealt neeldub ja seejirel kiirgub
muutunud sagedusel.

Mitmest koostisosast koosnev aine — aine, mis on maéiratletud kvantitatiivse koostise
alusel ja milles enam kui iihe pohikoostisosa sisaldus on viahemalt 10, kuid vaiksem kui
80 massiprotsenti. Mitmest koostisosast koosnev aine saadakse tootmisprotsessi tulemusena.
Erinevus segu ja mitmest koostisosast koosneva aine vahel seisneb selles, et segu saadakse
kahe vO1 enama aine kokku segamisel, ilma et toimuks keemilist reaktsiooni. Mitmest
koostisosast koosnev aine saadakse keemilise reaktsiooni tulemusel.

Nouetekohane katsemeetod — katsemeetod, mille asjakohasust ja usaldusvédrsust
konkreetse eesmérgi puhul peetakse piisavaks ning mis rajaneb teaduslikult usaldusvaarsetel
pohimdtetel. Katsemeetod ei ole kunagi nduetekohane absoluutses tdhenduses, vaid tiksnes
seoses teatud kindla eesmérgiga (21).

Ohtlikkus — mojurit vo1 olukorda iseloomustav omadus, millest voib tuleneda kahjulik
toime, kui organism, siisteem voi (alam)populatsioon selle méjuriga kokku puutub.

Positiivne kontroll — paralleelproov, mis sisaldab kdiki katsestisteemi komponente ja mida
on t6ddeldud ainega, millega teadaolevalt saadakse positiivne tulemus. Positiivse tulemuse
vadrtus ei tohiks olla liiga suur, et vdimaldada hinnata positiivse kontrolliga saadud
tulemuste varieeruvust ajas.

Prehapteenid — kemikaalid, mis muutuvad sensibilisaatoriks abiootilise muundumise teel.

Prohapteenid — kemikaalid, mis vajavad nahka sensibiliseeriva toime tekkimiseks
ensiimaatilist aktiveerimist.

Segu — kahest v01 enamast ainest koosnev segu voi lahus.

Spetsiifilisus — katsemeetodiga 0Oigesti negatiivseks/reaktsioonivoimetuks liigitatud
uuritavate kemikaalide osakaal ko&ikide negatiivsete kemikaalide hulgas. Spetsiifilisus
kajastab sellise katsemeetodi tédpsust, millega saadakse kategoriseeritav tulemus, ning see on
oluline niitaja katsemeetodi asjakohasuse hindamiseks (21).

Sootmega kontroll — tootlemata paralleelproov, mis sisaldab koiki katsesiisteemi
komponente. Sellist proovi kidideldakse koos uuritava kemikaaliga toodeldud proovidega ja
muude kontrollproovidega, et teha kindlaks, kas lahusti/kandeaine mdjutab katsestisteemi.
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Tundlikkus - katsemeetodiga digesti positiivseks/reaktsioonivdimeliseks liigitatud
uuritavate kemikaalide osakaal kdikide positiivsete kemikaalide hulgas. Tundlikkus kajastab
sellise katsemeetodi tapsust, millega saadakse kategoriseeritav tulemus, ning see on oluline
néitaja katsemeetodi asjakohasuse hindamiseks (21).

Téapsus — katsetulemuste ja vastuvdetavate vordlusvadrtuste kooskdla maar. Tépsus nditab
katsemeetodi tulemuslikkust ja on iiks asjakohastest aspektidest. Seda mdistet kasutatakse
sageli vastavuse tdhenduses, et viljendada katsemeetodiga saadud digete tulemuste osakaalu
(21).

Usaldusvidrsus — niitaja, mis iseloomustab katsemeetodiga saadud tulemuste
reprodutseeritavust pikema aja jooksul samas laboris ja eri laborites, kui meetodit
rakendatakse iihe ja sama katse-eeskirja alusel. Usaldusvéaarsuse hindamiseks arvutatakse
laborisisene ja laboritevaheline reprodutseeritavus ning laborisisene korratavus (21).

Uuritav kemikaal — iga aine vo1 segu, mida uuritakse kdesoleva katsemeetodi abil.

UVCB - tundmatu v&8i muutuva koostisega aine, kompleksne reaktsioonisaadus voi
bioloogilist paritolu materjal.

Virvimispuhver — fosfaadiga puhverdatud soolalahus, mis sisaldab 0,1 % veise seerumi
albumiini.

Uhest koostisosast koosnev aine — aine, mis on médratletud kvantitatiivse koostise alusel ja
mille ihe pohikoostisosa sisaldus on vihemalt 80 massiprotsenti.

Uhinenud Rahvaste Organisatsiooni iihtne iilemaailmne kemikaalide Klassifitseerimise
ja mirgistamise siisteem (RO GHS) — siisteem, millega nihakse ette kemikaalide (ainete
Ja segude) klassifitseerimine vastavalt nende fiitisilise ohtlikkuse ning kahjuliku tervise- ja
keskkonnamdju standarditud liigile ja tasemele ning mis holmab selliseid asjaomaseid
teavitustdhiseid nagu piktogrammid, mérksonad, ohulaused, hoiatuslaused ja ohutuskaardid,
et anda inimeste (sealhulgas todandjate, tootajate, vedajate, tarbijate ja paastetootajate) ning
keskkonna kaitsmiseks vajalikku teavet kdnealuste kemikaalide kahjuliku toime kohta (23).
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Enne katsemeetodi B.71 juurde kuuluvas kéesolevas hites kirjeldatud meetodi rutiinset
kasutamist tuleks tdendada labori tehnilist padevust. Selleks tuleks h-CLAT kasutamisel
saada tabelis 1 esitatud kiimne soovitatava aine puhul eecldatavale tulemusele vastav
prognoos ning CV75, ECI50 ja EC200 véairtused, mis jdavad kiimnest padevusainest
vahemalt kaheksa puhul asjaomasesse vordlusvahemikku. Padevusained on valitud nii, et
nende puhul oleksid esindatud naha sensibiliseerimise ohuga seotud eri reaktsioonid. Peale
selle on valikukriteeriumidena vdetud arvesse ainete kaubanduslikku kéttesaadavust,
kvaliteetsete in vivo vdrdlusandmete olemasolu ja h-CLATga saadud kvaliteetsete in vitro
andmete olemasolu. Lisaks on h-CLAT kohta olemas avaldatud vordlusandmed (3, 14).

Tabel 1. h-CLAT kasutamise tehnilise piddevuse tdendamiseks soovitatavad ained

h-CLAT tulemus

h-CLAT tulemus

Fiiiisikali | Zn vivo toime V(")rdcl:l,zsahe CD86 puhul CD54 puhul
Pidevusained CASinr 1 . (EC150 (EC200
ne olek prognoos mik, ~ . ~ .
/ml? vordlusvahemik, vordlusvahemik,
ne pg/mb)? pg/mi)?
Sensibilisaator Positiivne Positiivne
2 4-dinitroklorobenseen 97-00-7 Tahkis (darmiselt 2-12
0,5-10) (0,5-15)
tugev)
. S . Sensibilisaator Positiivne Negatiivne
4-fentleendiamiin 106-50-3 Tahkis (tugev) 5-95 (< 40) > 1,5
- - Sensibilisaator Positiivne Positiivne
Nikkelsulfaat 10101-97-0 | Tahkis (moodukas) 30-500 (< 100) (10-100)
. . Sensibilisaator Negatiivne Positiivne
2-merkaptobensotiasool 149-30-4 Tahkis (moddukas) 30-400 > 10)° (10-140)

. . Sensibilisaator Negatiivne Positiivne
R(+)-limoneen 5989-27-5 Vedelik (n6rk) >20 > 5y (< 250)
Imidasolidintitlkarbamiid | 39236-46-9 | Tahkis | Semsibilisaator | 55 44 Positiive Positiive

(ndrk) (20-90) (20-75)
., | Sensibiliseeriva Negatiivne Negatiivne
Isopropanool 67-63-0 Vedelik toimeta > 5000 > 5000) > 5000)
. .. | Sensibiliseeriva Negatiivne Negatiivne
Gliitserool 56-81-5 Vedelik toimeta > 5000 & 5000) & 5000)
. ., | Sensibiliseeriva Negatiivne Negatiivne
Piimhape 50-21-5 Vedelik toimeta 1500-5000 & 5000) > 5000)
. . Sensibiliseeriva Negatiivne Negatiivne
4-aminobensochape 150-13-0 Tahkis toimeta > 1000 & 1000) & 1000)

Lithendid: CASi nr — Chemical Abstracts Service’i registrinumber.

1 In vivo ohu (ja toime tugevuse) prognoos pdhineb LLNA andmetel (3, 14). In vivo toime tugevuse viljendamisel on lahtutud

ECETOC: soovitatud kriteertumidest (24).

2 Varasemate katsete andmete pdhjal (13, 25).

3 Selle markeriga seotud varasemad tulemused on valdavalt negatiivsed, mistdttu negatiivne tulemus on tildjuhul ootuspérane.
Esitatud vahemik on kindlaks méaaratud varasemate iiksikute positiivsete tulemuste pohjal. Positiivse tulemuse korral peaks toime
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avaldumise kontsentratsioon jaama esitatud vordlusvahemilkku.
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2. liide

NAHA SENSIBILISEERIMINE IN VITRO: RAKULIINI U937 AKTIVEERIMISE KATSE
(U-SENS™)

LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD

1.

Katsemeetodiga U-SENS™ tehakse inimese histiotsiilitse liimfoomi rakuliinis U937
kindlaks monotsiiiitide ja dendriitrakkude aktiveerimisega seotud raku pinnamarkeri
(CD86) ekspressiooni kvantitatiivsed muutused pérast kokkupuudet sensibilisaatoriga (1).
Seejdrel kasutatakse rakuliinis U937 mdddetud raku pinnamarkeri CD86 ekspressioonitaset
toetava teabena, mis aitab eristada naha sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei
sensibiliseeri.

Katsemeetodit U-SENS™ on hinnatud L’Oreali koordineeritud valideerimisuuringus (2)
ning seejérel on selle sdltumatult 1abi vaadanud loomkatsete alternatiivide Euroopa Liidu
referentlabori (EURL ECVAM) teaduslik nduandekomitee (3). Vottes arvesse koiki
kattesaadavaid andmeid ning reguleerivate asutuste ja sidusrihmade seisukohti, soovitas
EURL ECVAM kasutada katsemeetodit U-SENS™ (4) iihtse lihenemisviisi osana, et
aidata ohu alusel klassifitseerimise ja maérgistamise eesmérgil eristada naha
sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei sensibiliseeri. Oma juhenddokumendis,
milles kasitletakse naha sensibiliseerimisega seotud thtse ldhenemisviisi  puhul
kasutatavaid andmete I6imimise struktureeritud metoodikaid ja teabeallikaid, vaatleb
OECD  mitut juhtumiuuringut, milles kirjeldatakse er1  katsestrateegiaid ja
prognoosimudeleid. Uks konealustest kindlaksmédratud metoodikatest pdhineb
katsemeetodil U-SENS (5). Niited meetodiga U-SENS™ saadud andmete kasutamisest
kombineerituna muu teabega, sealhulgas varasemate katseandmete ja nduetekohastest
Inimuuringutest saadud andmetega (6) on avaldatud kirjanduses (4, 5, 7).

. U-SENS™ on osutunud rakendatavaks laborites, kus on olemas rakukultuurimeetodite

kasutamise ja ldbivoolutsiitomeetrilise analiiiisi kogemus. Selle meetodi puhul eeldatav
prognooside reprodutseeritavuse ligikaudne méaiar on laborisisese ja laboritevahelise
reprodutseeritavuse puhul vastavalt 90 % ja 84 % (8). Valideerimisuuringust (8) ja
muudest avaldatud uuringutulemustest (1) néhtub tldiselt, et LLNA tulemustega vorreldes
on selles katses naha sensibilisaatorite (st URO GHSi / CLP-misruse kohaselt 1.
kategooria kemikaalide) mittesensibiliseerivatest kemikaalidest eristamise tapsus 86 % (N
= 166), tundlikkus 91 % (118/129) ja spetsiifilisus 65 % (24/37). Inimuuringute
tulemustega vorreldes on naha sensibilisaatorite (st URO GHSi / CLP-mééruse kohaselt 1.
kategooria kemikaalide) mittesensibiliseerivatest kemikaalidest eristamise tapsus 77 % (N
= 101), tundlikkus 100 % (58/58) ja spetsiifilisus 47 % (20/43). LLNA tulemustega
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vorreldes on meetodi U-SENS™ kohaste valenegatiivsete prognooside tdendosus suurem
vihesel madral kuni mdddukalt nahka sensibiliseerivate (st URO GHSi/ CLP-méiruse
kohaselt alamkategooria 1B) kemikaalide puhul ja vaiksem siis, kui tegemist on tugevalt
nahka sensibiliseeriva (st URO GHSi / CLP-madruse kohaselt alamkategooria 1A)
kemikaaliga (1, 8, 9). Kokkuvdttes ndhtub sellest teabest, et U-SENS™ on kasulik meetod,
mis aitab kindlaks teha naha sensibiliseerimise ohtu. Ainsa meetodina kasutatava U-
SENS™.jga saavutatav eespool nimetatud tdpsus on siiski {liksnes orienteeriv, sest
katseandmeid tuleks vaadelda tihtse ldhenemisviisi kontekstis koos muudest allikatest parit
teabega ja kooskdlas iildise sissejuhatuse punktide 7 ja 8 sédtetega. Kui hinnatakse naha
sensibiliseerimise katsemeetodeid, mille puhul ei kasutata katseloomi, tuleb lisaks arvesse
votta, et LLNA ja muude loomkatsete tulemused e1 pruugi tdielikult kajastada kemikaali
toimet inimesele.

Praeguse olemasoleva teabe pohjal on tdendatud, et U-SENS™ on kohaldatav paljude
uuritavate kemikaalide (sealhulgas kosmeetikatoodete koostisainete, nt sailitusainete,
pindaktiivsete ainete, toimeainete, varvainete) puhul, mis erinevad tksteisest orgaanilise
funktsionaalriihma, fiilisikalis-keemiliste omaduste, in vivo katsetega midratud nahka
sensibiliseeriva toime tugevuse ja teadaolevalt naha sensibiliseerimisega seotud
reaktsioonimehhanismide (Michaeli aktseptor, Schiffi aluse teke, atsiitilrihma iilekande
reaktiiv, nukleofiilne bimolekulaarne asendusreaktsioon [SN2] v&i nukleofiilne aromaatne
asendusreaktsioon [SNAr]) poolest (1, 8, 9, 10). U-SENS™ on kohaldatav uuritavate
kemikaalide puhul, mis on sobivas lahustis/kandeaines lahustuvad vdi moodustavad selles
pusiva dispersiooni (st kolloidlahuse v&1 suspensiooni, milles uuritav kemikaal ei sadestu
ega eraldu lahustist/kandeainest eri faasi) (vt punkt 13). Andmestikus esindatud
kemikaalidega, mis on teadaolevalt prehapteenid (oksiideerumisel aktiveeruvad ained) voi
prohapteenid (ained, mis vajavad ensiimaatilist aktiveerimist, nt P450 ensiitimide abil),
saadi meetodi U-SENS™ kasutamisel 0Oige prognoositulemus (1, 10). Membraani
16hkuvate ainete puhul vdidakse CD86 ekspressiooni mittespetsiifilise suurenemise tdttu
saada valepositiivsed tulemused, nagu ndhtub asjaolust, et in vivo vordlusliigitusest
lghtuvalt saadud seitsmest valepositiivsest tulemusest kolm olid seotud pindaktiivsete
ainetega (1). Seetdttu tuleks pindaktiivsete ainetega saadud positiivsetesse tulemustesse
suhtuda ettevaatusega, aga pindaktiivsete ainetega saadud negatiivseid tulemusi voib
arvesse votta uuritava kemikaali liigitamisel kemikaaliks, mis nahka ei sensibiliseeri. U-
SENS™ vg&imaldab hinnata ka fluorestseeruvaid uuritavaid kemikaale (1), kuid tugevalt
fluorestseeruvad uuritavad kemikaalid, mille kiiratava kiirguse lainepikkus on sama kui
fluorestseiinisotiotsiianaadil (FITC)  v&1  propiidiumjodiidil  (PI), segavad
labivoolutsiitomeetrilist analiilisi ning neid ei ole véimalik FITCga konjugeeritud
antikehade voi PI abil Gigesti hinnata (esimese puhul vdidakse saada valepositiivsed
tulemused ja teise puhul ei saa mddta eluvdimelisust). Sellisel juhul vdib kasutada
vastavalt muu fluorokroomiga méargistatud antikehasid vd1 muud tstitotoksilisuse markerit,
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kui niiteks katsetega, mis tehakse liites 2.2 loetletud padevusainetega, on vdimalik
tdendada, et sellise fluorokroomi vdi markeriga saadakse samasugused tulemused kui
FITCga mirgistatud antikehade voi Plga (vt punkt 18). Eespool kirjeldatust ldhtuvalt
tuleks pindaktiivsete ainetega saadud positiivseid tulemusi ja tugevalt fluorestseeruvate
uuritavate kemikaalidega saadud negatiivseid tulemusi tdlgendada konealuste piirangute
kontekstis ja koos iihtse ldhenemisviisi raames muudest allikatest saadud teabega. Kui
leidub andmeid, mille kohaselt U-SENS™ ei sobi kasutamiseks mone muu konkreetse
uuritavate kemikaalide rithma puhul, ei tohiks seda asjaomase konkreetse kemikaaliriihma
puhul kasutada.

5. Nagu eespool kirjeldatud, aitab U-SENS™ eristada naha sensibilisaatoreid kemikaalidest,
mis nahka ei sensibiliseeri. Ent kui seda kasutatakse naiteks katsete tegemist ja hindamist
kasitleva tihtse lahenemisviisi raames, vdib see aidata hinnata ka sensibiliseeriva toime
tugevust. Voimalust kasutada meetodiga U-SENS™ saadud tulemusi toime tugevuse
hindamisel on siiski vaja tdiendavalt uurida, soovitatavalt inimuuringutest saadud andmete
alusel.

6. Madisted on esitatud liites 2.1.

KATSE POHIMOTE

7. U-SENS™ on in vitro meetod, millega méaaratakse kvantitatiivselt raku pinnamarkeri
CDS86 ekspressiooni muutusi inimese histiotsiititse limfoomi rakuliini U937 rakkudes
parast 45 £ 3 tunni pikkust kokkupuudet uuritava kemikaaliga. Pinnamarker CD86 on iiks
U937 aktiveerimise tiitipiline marker. Teadaolevalt on CD86 kostimulatoorne molekul, mis
vOib vOimaldada jédljendada monotsiilitide aktiveerimist, millel on viga oluline roll T-
rakkude aktivatsioonis. Pinnamarkeri CD86 ckspressiooni muutusi mdddetakse
labivoolutsiitomeetriliselt péarast rakkude varvimist, milleks tavaliselt kasutatakse
fluorestseiinisotiotsiianaadiga (FITC) margistatud antikehasid. Samal ajal mdddetakse ka
tstitotoksilisust (nt Plga), et hinnata, kas pinnamarkeri CD86 ekspressiooni suurenemine
toimub kontsentratsioonil, mille juures ei tdheldata tsiitotoksilisust. Arvutatakse
pinnamarkeri CD86 stimulatsiooniindeks (SI) lahustiga/kandeainega kontrolli niitajaga
vorrelduna ja seda tulemust kasutatakse prognoosimudelis (vt punkt 19), et aidata eristada
naha sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka ei sensibiliseeri.

PADEVUSE TOENDAMINE

8. Enne katsemeetodi B.71 juurde kuuluva kidesolevas liites kirjeldatud meetodi rutiinset
kasutamist tuleks tdendada labori tehnilist pddevust ning kasutada selleks liites 2.2
loetletud kiimmet padevusainet kooskdlas in vitro meetodeid késitleva hea tavaga (11).
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Lisaks peaksid meetodi kasutajad haldama reageerimisvdime kontrollimise kdigus kogutud
andmeid (vt punkt 11) ning positiivsete ja lahustiga/kandeainega kontrollidega saadud
varasemaid andmeid (vt punktid 15-16) sisaldavat andmebaasi ning kontrollima nende
andmete pohjal, kas katsetulemused on laboris aja moodudes jatkuvalt reprodutseeritavad.

KATSE KAIK

9.

Kidesolev meetod pdhineb loomkatsetele alternatiivsete meetodite andmebaasi (DataBase
on AlLternative Methods, DB-ALM) teenusena kittesaadaval U-SENS™-1 késitleval katse-
eeskirjal nr 183 (12). Meetodi U-SENS™ laboris juurutamisel ja rakendamisel tuleks
kasutada  standardset tookorda. U-SENS™-1  rakendamiseks vOib  kasutada
automaatsiisteemi, kui niditeks katsetega, mis tehakse liites 2.2 loetletud pddevusainetega,
on voimalik tdendada, et sellise siisteemi kasutamisel saadakse sarnased tulemused.
Allpool on kirjeldatud U-SENS™-1 pdhielemente ja katse kaiku.

Rakkude ettevalmistamine

10. U-SENS™L-i puhul tuleks kasutada inimese histiotsiititse liimfoomi rakuliini U937 (13).

11.

Soovitatavalt tuleks rakud (kloon CRL1593.2) soetada usaldusvadrsest rakupangast,
nditeks Ameerika Tiitipkultuuride Kollektsioonist (American Type Culture Collection).

U937 rakke kasvatatakse 37 °C juures reguleeritud dhuniiskusega S-protsendilise CO»-
sisaldusega atmosfédris sootmes RPMI-1640, mis sisaldab 10 % veiselooteseerumit, 2 mM
L-glutamiini, 100 thikut penitsilliini milliliitri kohta ja streptomiitsiini kontsentratsioonis
100 pg/ml (taissoode). U937 rakke kilvatakse regulaarselt iga 2—3 pédeva jdrel timber
algtihedusega vastavalt 1,5 vdi 3 x 10° rakku/ml. Rakkude tihedus ei tohiks olla suurem
kui 2 x 10° rakku/ml ja triipaansinisega mittevdarvumise alusel mdddetud rakkude
eluvdimelisus peaks olema > 90 % (ei kohaldata esimesel sulatamisjargsel
vidljakiilvamisel). Enne katses kasutamist tuleks iga rakkude, veiselooteseerumi ja
antikehade partii puhul teha reageerimisvéime kontroll, et veenduda nende sobivuses.
Rakkude reageerimisvdime kontroll tuleks teha vahemalt tiks nédal parast sulatamist ning
kasutada selleks positiivse kontrollina pikriitilsulfoonhapet (2,4,6-
trinitrobenseensulfoonhape, TNBS) (CASi1 nr: 2508-19-2; puhtus > 99 %) ja negatiivse
kontrollina piimhapet (CAS1i nr: 50-21-5, puhtus > 85 %). Reageerimisvdime
kontrollimisel ~ tuleks = kummagi  kontrollkemikaali ~ puhul  kasutada  kuut
16ppkontsentratsiooni (TNBS puhul 1, 12,5, 25, 50, 75 ja 100 pg/ml ning piimhappe puhul
1, 10, 20, 50, 100 ja 200 pg/ml). Tdissootmes lahustatud TNBS peaks esile kutsuma CD86
alusel tuvastatava positiivse kontsentratsioonist sdltuva reaktsiooni (nt  kui
kontsentratsioonile, mille puhul reaktsioon on positiivne, st CD86 S1 > 150, jargneb
kontsentratsioon, mille juures CD86 SI kasvab) ning tdissootmes lahustatud piimhappe
puhul peaks CD86 alusel saadav tulemus olema negatiivne (vt punkt 21). Katses tuleks
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kasutada tiksnes reageerimisvdime kontrolli kaks korda labinud rakke. Rakke voib
paljundada kuni seitsme nédala jooksul pérast sulatamist. Passaazide arv ei tohiks iiletada
21. Reageerimisvoime kontroll tuleks teha vastavalt punktides 1822 esitatud kirjeldusele.

Katses kasutamiseks kiilvatakse U937 rakud valja tihedusega 3 x 10° rakku/ml vdi 6 x 10°
rakku/ml ning eelkasvatatakse neid rakukultuuripudelis vastavalt kaks pdeva voi iiks péev.
Eespool kirjeldatust erinevaid eelkasvatamise tingimusi voib kasutada juhul, kui see on
teaduslikult piisavalt pdhjendatud ja niditeks katsetega, mis tehakse liites 2.2. loetletud
padevusainetega, on vdimalik tdendada, et saadavad tulemused on sarnased. Katse paeval
eemaldatakse rakud rakukultuuripudelist ja suspendeeritakse uuesti virskes sootmes
tihedusel 5 x 10° rakku/ml. Seejarel jaotatakse rakud 100 ul kaupa 96-kannulise
lamedapdhjalise plaadi kannudesse (rakkude 15pptihedus on 0,5 x 10° rakku kannu kohta).

Uuritavate kemikaalide ja kontrollainete ettevalmistamine

13.

14.

Enne katse tegemist hinnatakse lahustuvust. Selleks tehakse uuritavast kemikaalist lahus
vO1 plisiv dispersioon kontsentratsiooniga 50 mg/ml; lahustina/kandeainena kasutatakse
eelistatavalt tdissoodet vo1 kui uuritav kemikaal ei ole tdiss6otmes lahustuv, siis
dimetiilsulfoksiidi (DMSO, puhtusega > 99 %). Katse tegemiseks lahustatakse uuritav
kemikaal taissootmes ldppkontsentratsioonini 0,4 mg/ml, kui kemikaal on kdnealuses
lahustis/kandeaines lahustuv. Kui kemikaal lahustub tiksnes DMSOs, lahustatakse
kemikaal selles kontsentratsioonil 50 mg/ml. Kui see on teaduslikult piisavalt
pdhjendatud, vdib kasutada ka eespool nimetatutest erinevat lahustit/kandeainet. Tuleks
vOtta arvesse uuritava kemikaali pilisivust lahustit/kandeainet sisaldavas 1dpplahuses.

Uuritavad kemikaalid ja kontrollained valmistatakse ette katse tegemise pdeval. Kuna
annuse kindlaksméadramise katset ei tehta, kasutatakse esimeses analiiiisitsiiklis kuut
16ppkontsentratsiooni (1, 10, 20, 50, 100 ja 200 pg/ml) vastavas lahustis/kandeaines,
milleks on kas tdissoode vor 0,4 % DMSOd sisaldav s6ode. Jargnevate analiitisitsiiklite
jaoks valmistatakse uuritavast kemikaalist vastava lahusti/kandeaine abil vihemalt neli
toolahust (st vdhemalt nelja eri kontsentratsiooniga); seejuures alustatakse tdissootmes
lahustamisel kontsentratsioonist 0,4 mg/ml ja DMSOs lahustamisel kontsentratsioonist 50
mg/ml. Ldpuks lisatakse toolahustega tootlemiseks plaadil olevale toclahusele vordne
kogus U937 rakkude suspensiooni (vt punkt 11), et saavutada tdiendav kahekordne
lahjendus (12). Vdimalikes tdiendavates analiitsitsiiklites kasutatavad kontsentratsioonid
(vahemalt neli) valitakse koigi eelnenud analtiisitsiiklite tulemuste pdhjal (8).
Kasutamiseks sobivad 16ppkontsentratsioonid on 1, 2, 3,4, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 ja 200 pg/ml. Suurim lubatud
1dppkontsentratsioon on 200 pg/ml. Kui kontsentratsioonil 1 pug/ml tidheldatakse CD86
puhul positiivset vairtust, hinnatakse kontsentratsiooni 0,1 pg/ml, et leida uuritava
kemikaali selline kontsentratsioon, mille juures CD86-pdhist positiivsuse lavivadrtust ei
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illetata. Igas analiisitstiklis, kus tdheldatakse CD86-pdhist kontsentratsioonist sdltuvat
positiivset reaktsiooni, arvutatakse EC150 (kemikaali kontsentratsioon, mille juures
saavutatakse CD86-pohine posititvsuse lavivadrtus 150 %; vt punkt 19). Kui uuritav
kemikaal kutsub esile kontsentratsioonist séltumatu positiivse CD86-pdhise reaktsiooni, ei
pruugi EC150 arvutamine olla asjakohane, nagu on kirjeldatud U-SENS™-j kisitlevas DB-
ALMI katse-eeskirjas nr 183 (12). Igas analutisitstklis arvutatakse vdimaluse korral alati
CV70 (kontsentratsioon, mille juures kemikaali tsiitotoksilisus saavutab lavivaartuse 70 %;
vt punkt 19) (12). Et uurida CD86 taseme tdusu sdltuvust kontsentratsioonist, tuleks
kasutamiseks sobivate kontsentratsioonide hulgast valida sellised kontsentratsioonid, mis
on dhtlaselt jaotunud vahemikus ECI150-st (v81 suurimast mittetsiitotoksilisest
kontsentratsioonist, mille juures CD86-pShine tulemus on negatiivne) kuni CV70-ni (v6i
suurima lubatud kontsentratsioonini 200 pg/ml). Igas analisitsiiklis tuleks kasutada
vihemalt nelja kontsentratsiooni, millest kaks peaksid vordlemise voimaldamiseks olema
samad kui eelnenud analiitisitsiikli(te)s.

15. U-SENS™-i puhul kontrollina kasutatav lahusti/kandeaine on tdissoode (kui uuritavast
kemikaalist tehakse lahus vo1 piisiv dispersioon sodtmes) (vt punkt 4) voéi 0,4 % DMSO
tdissootmes (kui uuritavast kemikaalist tehakse lahus vo1 plisiv dispersioon DMSOs).

16. U-SENS™-i puhul kasutatav posititvne kontroll on TNBS (vt punkt 11), mille
ettevalmistamiseks kasutatakse tdissoodet. TNBS1 tuleks CD86 ekspressiooni modtmisel
kasutada plaadil positiivse kontrollina tihes 1dppkontsentratsioonis (50 pg/ml), mille puhul
rakkude eluvdimelisus on > 70 %. TNBSi kasutamiseks plaadil kontsentratsioonis 50
ng/ml valmistatakse TNBSist tdissootmes 1 M pdhilahus (st kontsentratsiooniga 293
mg/ml) ning lahjendatakse seda seejdrel taissootmes 2930 korda, et saada toolahus
kontsentratsiooniga 100 pg/ml. Negatiivse kontrollina tuleks kasutada piimhapet (CASi nr:
50-21-5), mille pdhilahusest kontsentratsiooniga 0,4 mg/ml valmistatakse tdissodtmes
lahus kontsentratsiooniga 200 pg/ml. Igas analiiiisitsiiklis valmistatakse igal plaadil ette
kolm taissoodet sisaldava tootlemata kontrolli, lahustiga/kandeainega kontrolli ning
negatiivse ja positiivse kontrolli paralleelproovi (12). Voib kasutada ka mdnda muud
sobivat positiivset kontrolli, kui on olemas varasemad andmed, mis vdimaldavad kindlaks
madrata  voOrreldavad  analiisitsikli  nduetekohasuse  kriteeriumid.  Konealused
analuisitsiikli ndéuetekohasuse kriteeriumid on samad kui uuritava kemikaali puhul (vt
punkt 12).

Uuritavate kemikaalide ja kontrollainetega todtlemine

17. Punktides 14—16 kirjeldatud lahustiga/kandeainega kontrollproovid ja toolahused segatakse
96-kannulisele lamedapdhjalisele plaadile kantud rakususpensiooniga (vt punkt 12)
mahuvahekorras 1 : 1. Seejarel inkubeeritakse toodeldavaid plaate 37 °C juures 5-
protsendilise COz-sisaldusega atmosfadris 45 + 3 tundi. Enne inkubeerimist kaetakse
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plaadid poolldbilaskva membraaniga, et takistada lenduvate uuritavate kemikaalide
aurustumist ja uuritavate kemikaalidega to6deldud rakkude ristsaastumist (12).

Rakkude virvimine

18. Pdarast 45 + 3 tundi kestnud kokkupuudet viiakse rakud V-kujuliste kannudega
mikrotiiterplaadile ja kogutakse tsentrifuugimise teel. Lahustuvushidire korral tekivad
kristallid vo1 tilgad, mis on mikroskoobi all vaadeldavad parast 45 + 3 tunni pikkust
tootlemist (enne rakkude varvimist). Supernatant visatakse #ra ja allesjaanud rakke
pestakse iiks kord 100 pl jaakilmas fosfaadiga puhverdatud soolalahuses (PBS), mis
sisaldab 5 % veiselooteseerumit (varvimispuhver). Pérast tsentrifuugimist suspendeeritakse
rakud uuesti 100 ul varvimispuhvris ja neid varvitakse 4 °C juures 30 minuti véltel valguse
eest kaitstult 5 pul (nt 0,25 pg) CDS86-vastase antikehaga vO61 hiire IgGlga
(1sottitibikontroll), mis on mérgistatud FITCga. Tuleks kasutada U-SENS™-1 kisitlevas
DB-ALMi katse-eeskirjas nr 183 (12) kirjeldatud antikehasid (CD86 puhul: BD-
PharMingen, katalooginumber 555657, kloon Fun-1, vo1 Caltag/Invitrogen,
katalooginumber MHCD8601, kloon BU63; IgGl puhul: BD-PharMingen,
katalooginumber 555748, vdi Caltag/Invitrogen, katalooginumber GM4992). Katsemeetodi
viljatootajate kogemuste pShjal on eri partiide antikehade fluorestsentssignaali tugevus
tavaliselt sarnane. Katses voib kasutada muid kloone vd1 muu tarnija antikehi, millega on
edukalt viidud 1dbi reageerimisvéime kontroll (vt punkt 11). Kasutajad voéivad siiski
kaaluda antikehade tiitrimist oma labori tingimustes, et teha kindlaks koéige paremad
kasutamiseks sobivad kontsentratsioonid. Ménda muud tuvastamissiisteemi, niditeks muu
fluorokroomiga margistatud CD86-vastaseid antikehasid voib kasutada juhul, kui néiteks
katsetega, mis tehakse liites 2.2 loetletud pddevusainetega, on vdimalik tdendada, et
asjaomaste antikehade ja FITCga konjugeeritud antikehade puhul saadavad tulemused on
sarnased. Parast vahemalt kaks korda 100 pl varvimispuhvriga ja iiks kord 100 pl jadkiilma
PBSiga pesemist suspendeeritakse rakud uuesti jadkiilmas PBSis (nt katsuti kaupa kasitsi
analuitisitavate proovide puhul 125 mikroliitris vd1 proovide automaatsisestamiseks ette
ndhtud plaadi kasutamisel 50 mikroliitris) ning lisatakse PI lahus (I18ppkontsentratsioon 3
ng/ml). Voib kasutada ka muid tsiitotoksilisuse markereid, néiteks 7-aminoaktinomiitsiin
D-d (7-AAD) voi triipaansinist, kui néiteks katsetega, mis tehakse liites 2.2 loetletud
piddevusainetega, on vdimalik tGendada, et asjaomase muu vérvainega ja Plga saadavad
tulemused on sarnased.

Libivoolutsiitomeetriga analiiiisimine

19. CD86 ekspressioonitaset ja rakkude eluvdimelisust analiiiisitakse labivoolutsiitomeetriga.
Esimeses vdravas R1 tidheldatava rakupopulatsiooni selgeks tuvastamiseks ja rakupriigi
elimineerimiseks  kujutatakse rakke suuruse (FSC) ja granulaarsuse (SSC)
punktdiagrammil, mis on esitatud logaritmskaalal. Iga kannu kohta registreeritakse véaravas

515



D060575/02

R1 kokku 10 000 rakku. Sama varava R1 rakke kujutatakse FL3 vo1 FL4 ja SSC
punktdiagrammil. Eluvdimeliste rakkude eristamiseks kasutatakse teist varavat R2, mille
abil valitakse vilja propiidiumjodiidi suhtes negatiivsete rakkude populatsioon (kanal FL3
voi FL4). Tsiitomeetri analiiiisiprogrammi abil rakkude eluvdimelisuse arvutamiseks vdib
kasutada allpool esitatud valemit. Kui rakkude eluvdimelisus on véike, voib registreerida
koos surnud rakkudega kokku kuni 20 000 rakku. Teine vdimalus on registreerida andmeid
ithe minuti jooksul alates analiitisi alustamise hetkest.
elusate rakkude arv

Rakkude eluvdimelisus = — - - x 100
registreeritud rakkude ildarv

Seejarel moodetakse varavas R2 (R1 sees) olevate eluvdimeliste rakkude seas kanalis FL1
posititvsena registreeritud rakkude protsentuaalne osakaal. CD86 ekspressiooni rakkude
pinnal analiitisitakse eluvdimelisi rakke (R2) kujutaval FL1 ja SSC punktdiagrammil.

Taissootmega/IgGlga kannude puhul seadistatakse analiitisimarker podhipopulatsioonile
lahedale selliselt, et 1gGl signaaliga rakkude osakaal tdissootmega kontrollides jddks
vahemikku 0,6-0.9 %.

Virvusest tulenev segav moju avaldub nihkena FITCga mérgistatud IgG1 punktdiagrammil
(kanalis FL1 registreeritud IgG1 signaalile vastava SI geomeetriline keskmine on > 150 %).

Tootlemata voi 0,4 % DMSOd sisaldavate kontrollproovide rakkude ja kemikaaliga
toodeldud rakkude CD86 stimulatsiooniindeks arvutatakse vastavalt jargmisele valemile:

__ CD86Y—rakkude % téddeldud proovis — [gG1* —rakkude % toodeldud proovis
- CD86* —rakkude % kontrollis — IgG1t—rakkude % kontrollis

SI x 100 .

IgG1 -rakkude % tootlemata kontrollis — tootlemata eluvdimeliste rakkude seas
analtiisimarkeriga kindlaks maaratud, kanalis FL1 registreeritud positiivsete IgGl
signaaliga rakkude protsentuaalne osakaal (lubatav vahemik on > 0,6 % ja < 1,5 %; vt punkt
22).

IgG1"/CD86 -rakkude % Kkontrollis/toodeldud proovis — kanalis FL1 registreeritud
positiivsete [gG1/CD86 signaaliga rakkude protsentuaalne osakaal, mille mdotmisel e1 ole
analiitisimarkerit eluvdimeliste kontrollrakkude / to6deldud rakkude suhtes nihutatud.

ANDMED JA ARUANDLUS

Andmete hindamine

20. U-SENS™L-i puhul arvutatakse jargmised niitajad: CV70 vairtus ehk kontsentratsioon,
mille juures elusate U937 rakkude osakaal on 70 % (tsiitotoksilisus on 30 %), ja EC150
vadartus ehk kontsentratsioon, mille juures uuritava kemikaali pdhjustatud CD86
stimulatsiooniindeks (SI) on 150 %.
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CV70 arvutatakse log-lineaarse interpolatsiooni teel jairgmise valemiga:
CV70=Cl1+[(VI-70)/(V1-V2) *(C2-Cl)],

kus
V1 on rakkude eluvdimelisuse vihim véartus, mis iiletab 70 %,
V2 on rakkude eluvdimelisuse suurim vadrtus, mis jaab alla 70 %, ning

C1 ja C2 on kontsentratsioonid, mille juures rakkude eluvdimelisus on vastavalt V1 vdi V2.

Keskmine eluv8imelisus (%)

\2!

70 -
V2

! Kontsentratsioon

v " {ng/ml)
Cl CV70 C2

CV70 leidmiseks on lubatud kasutada ka muid meetodeid, kui on tdendatud (nt katsetega,
mis on tehtud padevusainetega), et see e1 mdjuta tulemusi.

EC150 arvutatakse log-lineaarse interpolatsiooni teel jargmise valemiga:
EC150=C1 +[(150 — SI1) / (SI2 — SI1) * (C2 - C1)],

kus
C1 on suurim kontsentratsioon (ug/ml), mille juures CD86 SI < 150 % (SI1), ja
C2 on vdhim kontsentratsioon (pg/ml), mille juures CD86 SI > 150 % (SI2).

g
Cl EX1%0 C2

EC150ja CV70 vairtused arvutatakse jargmiselt:
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- 1ga analtisitsiikli puhul saadud konkreetseid EC150 ja CV70 vairtusi kasutatakse selleks,
et uurida CD86 taseme tdusu sdltuvust kontsentratsioonist (vt punkt 14);

- keskmiste eluvéimelisuse véartuste pohjal tehakse kindlaks tildine CV70 (12);

- keskmiste CD86 SI viirtuste pohjal tehakse U-SENS™.-i kohase prognoosi jirgi
POSITIIVSEKS loetud uuritava kemikaali puhul (vt punkt 21) kindlaks tildine EC150
(12).

Prognoosimudel

21.CD86 ekspressiooni modtmisel hinnatakse iga uuritavat kemikaali vdhemalt neljal
kontsentratsioonil ja vdhemalt kahes sdltumatus eri pdevadel 14bi viidavas analiitisitsiiklis,
mille pdhjal tehakse liks prognoosijareldus (NEGATIIVNE v&1 POSITIIVNE).

- U-SENS™.j iga iiksiku analiitisitsiikli kohast prognoosi késitatakse negatiivsena (N), kui
CDS86 SI on kdigil mittetsiitotoksilistel kontsentratsioonidel (rakkude eluvdimelisus on >
70 %) alla 150 % ja ei taheldata segavat moju (seoses tsiitotoksilisusega, lahustuvusega (vt
punkt 18) v&1 vdrvusega (vt punkt 19), olenemata mittetsiitotoksilisest kontsentratsioonist,
mille juures segav mdju ilmneb). K&igil muudel juhtudel — kui CD86 SI on 150 % voi
suurem ja/voi tdheldatakse segavat mdju — késitatakse U-SENS™-i iga iiksiku
analuisitsiikli kohast prognoosi positiivsena (P).

- U-SENS™-i kohast prognoosi kisitatakse NEGATIIVSENA, kui vidhemalt kahe
sOltumatu analiitisitsiikli kohased prognoosid on negatiivsed (N) (joonis 1). Kui kahes
esimeses analiiisitsiiklis saadakse negatiivne (N) tulemus, siis tunnistatakse U-SENS™-1
kohane prognoos NEGATIIVSEKS ja kolmandat analiitisitsiiklit ei ole vaja 14bi viia.

- U-SENS™-i kohast prognoosi kasitatakse POSITIIVSENA, kui vahemalt kahe sdltumatu
analtisitsikli kohased prognoosid on positiivsed (P) (joonis 1). Kui kahes esimeses
analtisitsiklis saadakse positiivne (P) tulemus, siis tunnistatakse U-SENS™-1 kohane
prognoos POSITIIVSEKS ja kolmandat analiiiisitsiiklit e1 ole vaja 14bi viia.

- Kuna annuse kindlaksmiidramise katset ei tehta, kisitatakse erandina olukorda, kus
esimeses analiitisitsiiklis on CD86 SI 150% v0i suurem iksnes suurimal
mittetsiitotoksilisel kontsentratsioonil. Sel juhul késitatakse analtiiisitsiiklis saadud
tulemust EBASELGENA (ES) ning tuleks ldbi viia tdiendavad analiusitsiiklid, kus
kasutatakse ka muid kontsentratsioone (mis jadvad suurima mittetsiitotoksilise ja vdhima
tstitotoksilise kontsentratsiooni vahele; vt punkt 20). Kui analisitsiikli tulemus on ES,
tuleks 14bi viia veel vahemalt kaks analtitisitstklit, millele lisandub neljas analiitisitsiikkel
Juhul, kui teise ja kolmanda tstikli tulemused (teineteisest séltumatult N ja/voi P) ei lange
kokku (joonis 1). Taiendavate analutisitsiiklite tulemust kasitatakse positiivsena isegi
juhul, kui CD86 SI vaartust 150 % voi enam tdheldatakse tiksnes iihel mittetstitotoksilisel
kontsentratsioonil, sest kontsentratsioone on kohandatud vastavalt konkreetsele uuritavale
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kemikaalile. Loplik prognoos tehakse selle pohjal, millise tulemuse osakaal on kolme voi
nelja eraldi analtitisitstikli 161kes suurem (st kaks kolmest v31 kaks neljast) (joonis 1).

Joonis 1. U-SENS™-i puhul kasutatav prognoosimudel; U-SENS™-i kohast prognoosi tuleks vaadelda
tihtse ldhenemisviisi raames ning kooskolas punkti 4 ja iildise sissejuhatuse punktide 7, 8 ja 9 nductega

£on kol Esn k
sollusar skt GnolUSI TSNSt
/\ ]
esjap | H
| Plap I | NjaN I £ Ja N
Njap
PN
K Ie; 1 U
v v
Kotmas tsu Kotmas tsukker | | ESIaPRP [S] ESANRN | S | Espanjap | S
s ABlt NjaPaPp NjaPjaN BjaPjaN
PlaNjap PaNjaN
: [ abtie |
y § tsukke! nNeas tsuk
" " J o
7 ! ESjaNjaPja P ESjJaNjaPjanN
ESjaPjaNjapP ESjaPjaNjanN
v v v A ) 4 Y

POSITIVNE NEGATIIVNE POSITIVNE NEGATIIVNE POSITIIVNE NEGATIIVNE

N — analiiisitstikkel, kus CD86 ei ole positiivne ja segavat mdju ei tdheldata;
P — analiiisitsiikkel, kus CD86 on positiivne ja/voi taheldatakse segavat mdju;

ES — ebaselge; ebaselge tulemusega esimene analusitsiikkel, kus CD86 on positiivne tiksnes suurima
mittetstitotoksilise kontsentratsiooni juures;

# — tiksnes esimese analiitisitstikli pShjal ebaselgeks (ES) loetud tiksiktulemus tingib automaatselt vajaduse viia
labi kolmas analiitisitsiikkel, et saavutada positiivsete (P) vo1 negatiivsete (N) tulemuste ilekaal vahemalt
kolmest soltumatust analiitisitsiiklist vihemalt kahes;

$ — kastides on esitatud kolme analiiiisitsiikli tulemuste kombinatsioonid lahtuvalt tilemises kastis esitatud kahe
esimese tsiikli tulemustest;

¢ — kastides on esitatud nelja analiitisitsiikli tulemuste kombinatsioonid 13htuvalt tilemises kastis esitatud kolme
esimese tstikli tulemustest.

Nouetekohasuse kriteeriumid

22. Meetodi U-SENS™ kasutamisel peaksid olema tdidetud jargmised katse nduetekohasuse
kriteeriumid (12).
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- U937 rakkude keskmine eluvdimelisus kolmes tootlemata paralleelproovis peab 45 = 3
tundi kestnud kokkupuute 16pus olema > 90 % ja CD86 ekspressioonis ei tohi esineda
tritvi. Tootlemata U937 rakkude CD86 ckspressiooni baastasemele vastav vddrtus peab
jdama vahemikku > 2 % ja <25 %.

- DMSO kasutamisel lahustina arvutatakse DMSO juuresolekul saadud SI vorrelduna
tootlemata rakkudega saadud Slga, et hinnata kandeainena DMSOd sisaldava kontrolli
nduetekohasust; seejuures peab kolme paralleelproovi rakkude keskmine eluvdimelisus
olema > 90 %. Kandeainena DMSQOd sisaldav kontroll on nduectekohane, kui selle kolme
paralleelprooviga saadud CD86 SI keskvéartus on viaiksem kut 250 % tootlemata U937
rakkude kolme paralleelprooviga saadud CD86 SI keskvéaartusest.

- Analutsitsiikkel tunnistatakse nduetekohaseks, kui tootlemata U937 rakkude puhul jadb
vahemalt kaks kolmest IgG1ga saadud signaali véaartusest vahemikku > 0,6 % ja < 1,5 %.

- Samaaegselt hinnatav negatiivne kontroll (pitmhappega) tunnistatakse nduetekohaseks, kui
kolmest paralleelproovist vihemalt kaks on negatiivsed (CD86 SI on < 150 %) ja neis ei
tdheldata tsiitotoksilisust (rakkude eluvdimelisus on > 70 %).

- Positiivne kontroll (TNBSiga) tunnistatakse nduetekohaseks, kui kolmest paralleelproovist
viahemalt kaks on positiivsed (CD86 SI on > 150 %) ja neis ei taheldata tsiitotoksilisust
(rakkude eluvoimelisus on > 70 %).

Katseprotokoll

23. Katseprotokoll peaks sisaldama jargmist teavet.

Uuritav kemikaal

Uhest koostisosast koosnev aine:

- kemikaali identimisandmed, nditeks IUPACi v&81 CASi nimetus(ed) ja CASi
number/numbrid, SMILESi voi InChl kood, struktuurivalem ja/v81 muu identimisteave;

- faisiline valimus, lahustuvus tiaissootmes, lahustuvus DMSOs, molekulmass ja muud
asjakohased kittesaadavad andmed fiitisikalis-keemiliste omaduste kohta;

- puhtus, véimaluse ja vajaduse korral lisandite keemiline méératlus jne;

- vajaduse korral teave tootlemise kohta enne katset (nt soojendamine, peenestaminge);
- kasutatud kontsentratsioon(id);

- kattesaadav teave sdilitamistingimuste ja plisivuse kohta;

- iga uuritava kemikaali puhul lahusti/kandeaine valimise pShjendus.

Mitmest koostisosast koosnev aine, tundmatu vdoi muutuva koostisega aine, kompleksne
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reaktsioonisaadus v61 bioloogilist paritolu materjal v61 segu:

- vOimalikult tipne omaduste kirjeldus ldhtuvalt néiteks koostisosade keemilisest
mdadratlusest (vt eespool), puhtusest, kvantitatiivsest sisaldusest ja asjakohaseid fiitisikalis-
keemilisi omadusi késitlevatest kittesaadavatest andmetest (vt eespool);

- fuisiline valimus, lahustuvus tdissootmes, lahustuvus DMSOs ja muud asjakohased
kittesaadavad andmed fiiiisikalis-keemiliste omaduste kohta;

- teadaoleva koostisega segu/poliimeeri puhul molekulmass vdi ndiline molekulmass voi
muu uuringu tegemiseks asjakohane teave;

- vajaduse korral teave tootlemise kohta enne katset (nt soojendamine, peenestamine);
- kasutatud kontsentratsioon(id);
- kattesaadav teave sidilitamistingimuste ja piisivuse kohta;

- 1ga uuritava kemikaali puhul lahusti/kandeaine valimise pdhjendus.

Kontrollid

Positiivne kontroll:

- kemikaali tdentimisandmed, nditeks [UPACi vdi CASi nimetus(ed) ja CASi
number/numbrid, SMILESI vdi InChl kood, struktuurivalem ja/vdi muu identimisteave;

- fudsiline vdlimus, lahustuvus DMSOs, molekulmass ja vajaduse korral muud asjakohased
kattesaadavad andmed fiiiisikalis-keemiliste omaduste kohta;

- puhtus, véimaluse ja vajaduse korral lisandite keemiline maaratlus jne;

- vajaduse korral teave tootlemise kohta enne katset (nt soojendamine, peenestamine);

- kasutatud kontsentratsioon(id);

- kaéttesaadav teave sdilitamistingimuste ja plisivuse kohta;

- vajaduse korral viide varasematele positiivse kontrolliga saadud tulemustele, millest

ndhtub vastavus asjakohastele analiitisitsiikli nduetekohasuse kriteeriumidele.

Negatiivne ja lahustiga/kandeainega kontroll:

- kemikaalt 1dentimisandmed, nditeks IUPACi vdi CASi nimetus(ed) ja CASi
number/numbrid, SMILESi vdi InChl kood, struktuurivalem ja/v3i muu identimisteave;

- puhtus, voimaluse ja vajaduse korral lisandite keemiline madratlus jne;
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asjaomases katsejuhendis nimetamata lahusti/kandeaine kasutamisel kontrollina
kattesaadav teave selle fiitisilise vilimuse, molekulmassi ja muude asjakohaste fiitisikalis-
keemiliste omaduste kohta;

kattesaadav teave sdilitamistingimuste ja piisivuse kohta;

iga uuritava kemikaali puhul lahusti/kandeaine valimise pShjendus.

Katsetingimused:

sponsori, katselabori ja uuringu juhi nimi ja aadress;
kasutatud katsemeetodi kirjeldus;
kasutatud rakuliin, selle sailitamistingimused ning péritolu (nt asutus, kellelt rakud saadi);

kasutatud ldbivoolutsiitomeeter (nt mudel) ja selle seaded, kasutatud globuliin, antikehad
ja tsiitotoksilisuse marker;

padevusainete analiiisimise meetod, mida kasutati labori padevuse tdendamiseks, ning
katsemeetodiga saadud tulemuste pikaajalise reprodutseeritavuse tdendamise viis, néiteks
laboris kontrollidega ja/v3i1 reageerimisvoime kontrollimisel varem saadud andmed.

Katse nouetekohasuse kriteeriumid:

lahustiga/kandeainega kontrolli puhul saadud rakkude eluvoimelisuse ja CD86 SI
vadrtused vorrelduna vastavate nduetekohasust kajastavate vahemikega;

positiivse kontrolliga saadud rakkude eluvéimelisuse ja SI vaartused vorrelduna vastavate
nduetekohasust kajastavate vahemikega;

rakkude eluvdimelisus uuritud kemikaali igal katses kasutatud kontsentratsioonil.

Katse kiik:

analusitsiiklite arv;

uuritava kemikaali kontsentratsioonid, lisamisviis ja kasutatud kokkupuuteaeg (kui erineb
soovitatust);

kokkupuute kestus;
kasutatud hindamis- ja otsustamiskriteeriumide kirjeldus;

kdikide katse kadigus tehtud muudatuste kirjeldus.

Tulemused:

tabeli kujul andmed uuritava kemikaali ja positiivse kontrolli kohta igas analiitisitstiklis, sh
CV70 (vajaduse korral), SI, rakkude eluvdimelisuse vaartused, EC150 vairtused (vajaduse
korral) ja prognoosimudelil pdhinev hinnang uuritava kemikaali kohta;
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- vajaduse korral mis tahes muude asjakohaste vaatlusandmete kirjeldus.

Tulemuste arutelu:

- U-SENS™-iga saadud tulemuste arutelu;

- katse tulemuste hindamine tihtse ldhenemisviisi kontekstis, kui muu asjakohane teave on
kattesaadav.

Jiareldused
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Liide 2.1

MOISTED

Aine — looduslik vdi mis tahes tootmisprotsessi tulemusena saadud keemiline element voi
selle tihend koos puisivuse tagamiseks vajalike lisaainete ja tootmisprotsessi kaigus tekkinud
lisanditega, mis ei hdlma siiski lahusteid, mida on vdimalik aine piisivust mdjutamata voi
selle koostist muutmata ainest eraldada.

Analiiiisitsiikkel — ihe vo1 mitme uuritava kemikaali analiitisimine lahustiga/kandeainega
kontrolli ja positiivse kontrolliga paralleelselt.

Asjakohasus — naitaja, mille abil kirjeldatakse, kuivord katsemeetod vdimaldab uurida
huvipakkuvat toimet, kas selle kasutamine on mdttekas ja kas see on konkreetse eesmérgi
jaoks sobiv. Asjakohasusest nghtub, mil midral saab katsemeetodiga digesti mddta vo1
ennustada huvipakkuvat bioloogilist toimet. Asjakohasuse puhul vdetakse arvesse ka
katsemeetodiga saavutatavat tapsust (vastavust) (14).

CDS86le avalduv kontsentratsioonist sdltuv mdju — sdltuvus kontsentratsioonist esineb
juhul, kui positiivse tulemuse (CD86 SI > 150) saamiseks vajalikule kontsentratsioonile
jargneval kontsentratsioonil taheldatakse CD86 SI suurenemist.

CV70 — hinnanguline kontsentratsioon, mille juures rakkude eluvdimelisus on 70 %.

EC150 - hinnanguline kontsentratsioon, mille puhul CD86 ekspressiooni kajastav SI on
150 %.

Kahjuliku toime rada — sindmuste ahel alates sihtkemikaali vdi rithma sarnaste
kemikaalide keemilisest struktuurist sdltuvast kaivitavast molekulaarsest siindmusest kuni
vaadeldava toime avaldumiseni in vivo (15).

Katsete tegemist ja hindamist Kkisitlev iihtne lihenemisviis — struktureeritud
lahenemisviis, mida kasutatakse kemikaali vo1 rithma kemikaalide ohtlikkuse tuvastamiseks
(vdimalik toime), ohu kirjeldamiseks (toime tugevus) ja/voi ohutuse hindamiseks (voimalik
toime / toime tugevus ja kokkupuude) ning mille raames Idimitakse strateegiliselt ja
kaalutakse labi koik asjakohased andmed vdimalikku ohtu ja/vdi riski ja/vai tdiendavate
sthipdraste ja seega minimaalses ulatuses katsete tegemise vajadust késitleva regulatiivse
otsuse tegemiseks.

Kemikaal — aine v6i segu.

Lahustiga/kandeainega kontroll — tootlemata proov, mis sisaldab koiki katsesiisteemi
komponente peale uuritava kemikaali, sealhulgas lahustit/kandeainet. Selle abil tehakse
kindlaks lahtetase samas lahustis/kandeaines lahustatud vdi piisiva dispersiooni
moodustanud uuritava kemikaaliga toodeldud proovide jaoks. Kui sellist tootlemata proovi
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hinnatakse paralleelselt sootmega kontrolliga, vdimaldab see iihtlasi kindlaks teha, kas
lahusti/kandeaine md&jutab katsesiisteemi.

Libivoolutsiitomeetria — tsiitomeetriline meetod, mille puhul vedelikus suspendeeritud
rakud liiguvad tksteise jarel ldbi ergastava valguse fookuse ning sellest tingitud valguse
hajumise viis kajastab rakkude ja nende koostisosade omadusi; sageli méargistatakse rakud
fluorestseeruvate markeritega, mille puhul valgus kdigepealt neeldub ja seejdrel kiirgub
muutunud sagedusel.

Mitmest koostisosast koosnev aine — aine, mis on maédratletud kvantitatiivse koostise
alusel ja milles enam kui ithe pohikoostisosa sisaldus on viahemalt 10, kuid véiksem kui
80 massiprotsenti. Mitmest koostisosast koosnev aine saadakse tootmisprotsessi tulemusena.
Erinevus segu ja mitmest koostisosast koosneva aine vahel seisneb selles, et segu saadakse
kahe v&1 enama aine kokku segamisel, ilma et toimuks keemilist reaktsiooni. Mitmest
koostisosast koosnev aine saadakse keemilise reaktsiooni tulemusel.

Nouetekohane katsemeetod — katsemeetod, mille asjakohasust ja usaldusvéarsust
konkreetse eesmirgi puhul peetakse piisavaks ning mis rajaneb teaduslikult usaldusvéarsetel
pShimdtetel. Katsemeetod e1 ole kunagi nduetekohane absoluutses tdhenduses, vaid tiksnes
seoses teatud kindla eesmargiga (14).

Ohtlikkus — mgjurit voi olukorda iseloomustav omadus, millest vdib tuleneda kahjulik
toime, kui organism, siisteem voi (alam)populatsioon selle mojuriga kokku puutub.

Positiivne kontroll — paralleelproov, mis sisaldab kdiki katsesiisteemi komponente ja mida
on toddeldud ainega, millega teadaolevalt saadakse positiivne tulemus. Positiivse tulemuse
vadartus ei tohiks olla liiga suur, et vdimaldada hinnata positiivse kontrolliga saadud
tulemuste varieeruvust ajas.

Prehapteenid — kemikaalid, mis muutuvad sensibilisaatoriks abiootilise muundumise, nt
oksitideerumise teel.

Prohapteenid — kemikaalid, mis vajavad nahka sensibiliseeriva toime tekkimiseks
ensiimaatilist aktiveerimist.

Segu — kahest v01 enamast ainest koosnev segu voi lahus.

SI — stimulatsiooniindeks. Kemikaaliga toodeldud rakkude fluorestsentssignaali tugevuse
vadrtuste geomeetrilise keskmise suhteline véirtus vorrelduna lahustiga toodeldud rakkude
fluorestsentssignaali tugevuse védrtuste geomeetrilise keskmisega.

Spetsiifilisus — katsemeetodiga 0Oigesti negatiivseks/reaktsioonivdoimetuks liigitatud
uuritavate kemikaalide osakaal kdikide negatiivsete kemikaalide hulgas. Spetsiifilisus
kajastab sellise katsemeetodi tidpsust, millega saadakse kategoriseeritav tulemus, ning see on
oluline niitaja katsemeetodi asjakohasuse hindamiseks (14).

528



D060575/02

Triiv — triitv esineb juhul, kui 1) kolmanda tootlemata kontrollprooviga saadud korrigeeritud
CD86 (%) viirtus on vdiksem kui 50 % esimese ja teise tootlemata kontrollprooviga saadud
korrigeeritud CD86'(%) vadrtuste keskmisest ning ii) negatiivse kontrolli kolmanda
prooviga saadud korrigeeritud CD86"(%) védrtus on vdiksem kui 50 % negatiivse kontrolli
esimese ja teise prooviga saadud korrigeeritud CD86 (%) véirtuste keskmisest.

Tundlikkus — katsemeectodiga &igesti positiivseks/reaktsioonivéimeliseks liigitatud
uuritavate kemikaalide osakaal kdikide positiivsete kemikaalide hulgas. Tundlikkus kajastab
sellise katsemeetodi tapsust, millega saadakse kategoriseeritav tulemus, ning see on oluline
naitaja katsemeetodi asjakohasuse hindamiseks (14).

Tépsus — katsetulemuste ja vastuvoetavate vordlusvaartuste kooskola maar. Tépsus nditab
katsemeetodi tulemuslikkust ja on {iks asjakohastest aspektidest. Seda mdistet kasutatakse
sageli vastavuse tdhenduses, et valjendada katsemeetodiga saadud digete tulemuste osakaalu
(14).

Usaldusvidrsus — nditaja, mis 1seloomustab katsemeetodiga saadud tulemuste
reprodutseeritavust pikema aja jooksul samas laboris ja eri laborites, kui meetodit
rakendatakse iithe ja sama katse-eeskirja alusel. Usaldusvadrsuse hindamiseks arvutatakse
laborisisene ja laboritevaheline reprodutseeritavus ning laborisisene korratavus (14).

Uuritav kemikaal — iga aine vdi segu, mida uuritakse kdesoleva katsemeetodi abil.

UVCB - tundmatu v01i muutuva koostisega aine, kompleksne reaktsioonisaadus voi
bioloogilist paritolu materjal.

Virvimispuhver —  fosfaadiga puhverdatud soolalahus, mis sisaldab 5%
veiselooteseerumit.

Uhest koostisosast koosnev aine — aine, mis on maratletud kvantitatiivse koostise alusel ja
mille ithe pdhikoostisosa sisaldus on vdhemalt 80 massiprotsenti.

Uhinenud Rahvaste Organisatsiooni iihtne iilemaailmne kemikaalide klassifitseerimise
ja mirgistamise siisteem (URO GHS) — siisteem, millega néhakse ette kemikaalide (ainete
Ja segude) klassifitseerimine vastavalt nende fuiisilise ohtlikkuse ning kahjuliku tervise- ja
keskkonnamdju standarditud liigile ja tasemele ning mis hdolmab selliseid asjaomaseid
teavitustahiseid nagu piktogrammid, mérksdnad, ohulaused, hoiatuslaused ja ohutuskaardid,
et anda inimeste (sealhulgas todandjate, tootajate, vedajate, tarbijate ja padstetootajate) ning
keskkonna kaitsmiseks vajalikku teavet kdonealuste kemikaalide kahjuliku toime kohta (16).
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Enne katsemeetodi B.71 juurde kuuluvas kdesolevas lites kirjeldatud meetodi rutiinset
kasutamist tuleks tdendada labori tehnilist padevust. Selleks tuleks U-SENS™-i kasutamisel
saada tabelis 1 esitatud soovitatava kiimne aine puhul eecldatavale tulemusele vastav
prognoos ning CV70 ja ECI150 vidrtused, mis jadvad kiimnest padevusainest vihemalt
kaheksa puhul asjaomasesse vordlusvahemikku. Pddevusained on valitud nii, et nende puhul
oleksid esindatud naha sensibiliseerimise ohuga seotud eri reaktsioonid. Peale selle on
valikukriteertumidena voetud arvesse ainete kaubanduslikku kéttesaadavust, kvaliteetsete in
vivo vordlusandmete olemasolu ja U-SENS™-iga saadud kvaliteetsete in vitro andmete
olemasolu. Lisaks on U-SENS™-| kohta olemas avaldatud vdrdlusandmed (1, 8).

Tabel 1. U-SENS™-i kasutamise tehnilise pddevuse tdendamiseks soovitatavad ained

U- U-SENS™| U-SENS™
SENS™
Fiiiisik | In vivo CV70 EC150
Piadevusained CASinr | aline toime Lahusti/ | vordlusva | vordlusvah
olek | prognoos' | kandeain | hemik, emik,
e ng/ml? pg/ml?
4-feniileendiamiin 106-50-3 | Tahkis |SPSIPISAON peesges | <30 Positiivne
(tugev) =10
I .. | Sensibilisaator i Positiivne
Pikriiiilsulfoonhape 2508-19-2 | Vedelik Taiss6ode > 50
(tugev) (£50)
S .. | Sensibilisaator Positiivne
Dietiiiilmaleaat 141-05-9 | Vedelik (moodukas) DMSO 10-100 (< 20)
Resortsinool 108-46-3 | Tahkis |SCUSIOMSAON peissge | g0 | Positiivee
(mdddukas) (< 50)
. | Sensibilisaator Positiivne
Kaneelalkohol 104-54-1 Tahkis (nork) DMSO > 100 (10-100)
4-allitilanisool 140-67-0 | Vedelik | SCMSIPIsaaton — pyyq0 >100 | Fositivee
ut no1k) (< 200)
Sahhariin 81-07-2 | Tahkis |SCnSiviliseerivl  pyqq >g00 | Negatlivne
a toimeta > 200)
Gliitserool 56-81-5 | Vedelik Senmb;hseenv Téiss66de > 200 Negatiivne
a toimeta > 200
. .. | Sensibiliseeriv i Negatiivne
Piimhape 50-21-5 | Vedelik a toimeta Tdiss66de > 200 > 200)
I . | Sensibiliseeriv Negatiivne
Salitstiiilhape 69-72-7 Tahkis a toimeta DMSO > 200 > 200)

Lithendid: CASi nr — Chemical Abstracts Service’i registrinumber.

1

lahtutud ECETOCI soovitatud kriteeriumidest (17).
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2 Varasemate katsete andmete pohjal (1, 8).

3 Taissoode — so6de RPMI-1640, mis sisaldab 10 % veiselooteseerumit, 2 mM L-glutamiini, 100 thikut penitsilliini
milliliitri kohta ja streptomiitsiini kontsentratsioonis 100 pg/ml (8).
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3. liide

NAHA SENSIBILISEERIMINE IN VITRO: 1L-8 LUTSIFERAASIKATSE

LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD

1.

Erinevalt raku pinnamarkerite ekspressiooni analiitisimiseks ette ndhtud katsetest
moddetakse 1L-8 lutsiferaasikatsega muutusi IL-8 ekspressioonis. IL-8 on tsiitokiin, mis on
seotud dendriitrakkude aktiveerimisega. IL-8 ekspressiooni mdddetakse THP-1 baasil
loodud IL-8 reporterrakuliinis (THP-GS, mis on saadud inimese 4dgeda monotsiiitse
leukeemia rakuliinist THP-1) parast rakkude kokkupuudet sensibilisaatoriga (1). Selle
meetodi  puhul hinnatakse lutsiferaasi ekspressiooni, et aidata eristada naha
sensibilisaatoreid kemikaalidest, mis nahka e1 sensibiliseeri.

IL-8 lutsiferaasikatse meetodit on hinnatud Alternatiivsete Meetodite Valideerimise
Jaapani Keskuse (JaCVAM), Jaapani majandus-, kaubandus- ja todstusministeeriumi
ning LoomKatsete Alternatiivide Jaapani Uhingu (JSAAE) labi viidud
valideerimisuuringus (2) ning seejdrel on see vastastikuse eksperdihinnangu raames
sOltumatult 1dbi vaadatud (3) JaCVAMi ning Jaapani tervishoiu-, t66- ja
sotsiaalministeeriumi egiidi all ning alternatiivsete meetodite alase rahvusvahelise
koostooé foorumi (ICATM) toetusel. Koikidest kéattesaadavatest andmetest ning
reguleerivate asutuste ja sidusriihmade seisukohtadest ldhtuvalt peetakse IL-8
lutsiferaasikatset iihtse ldhenemisviisi kasulikuks osaks, mis vdimaldab aidata ohu alusel
klassifitseerimise ja margistamise eesmargil eristada naha sensibilisaatoreid kemikaalidest,
mis nahka ei sensibiliseeri. Naited IL-8 lutsiferaasikatsega saadud andmete kasutamisest
muu teabega kombineerituna on avaldatud kirjanduses (4, 5, 6).

. IL-8 lutsiferaasikatse meetod on osutunud rakendatavaks laborites, kus on olemas

rakukultuuride kasutamise ja lutsiferaasi aktiivsuse modtmise kogemus. Laborisisese ja
laboritevahelise reprodutseeritavuse maddr on vastavalt 87,7 % ja 87.5% (2).
Valideerimisuuringu (2) ja muude avaldatud toode (1, 6) andmetest ndhtub, et LLNA
tulemustega vorreldes liigitati IL-8 lutsiferaasikatsega 143 kemikaalist 118 positiivseks vo1
negatiivseks ja 25 kemikaali puhul oli tulemus ebaselge ning IL-8 lutsiferaasikatses oli
naha sensibilisaatorite (URO GHSi / CLP-miiruse kohaselt 1. kategooria kemikaalide)
mittesensibiliseerivatest ~ kemikaalidest (URO  GHSi  /CLP-miiruse  kohaselt
kategoriseerimata kemikaalidest) eristamise tdpsus 86 % (101/118), tundlikkus 96 %
(92/96) ja spetsiifilisus 41 % (9/22). Kui allpool kirjeldatud kohaldamisalast (punkt 5)
vilja jadvad ained korvale jatta, liigitati IL-8 lutsiferaasikatsega 136 kemikaalist 113
positiivseks vdi negatiivseks ja 23 kemikaali puhul oli tulemus ebaselge ning IL-8
lutsiferaasikatse meetodi tdpsus oli 89 % (101/113), tundlikkus 96 % (92/96) ja
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spetsiifilisus 53 % (9/17). Inimuuringute andmete alusel, millele on osutanud Urbisch et al.
(7), liigitati IL-8 lutsiferaasikatsega 90 kemikaalist 76 positiivseks voi1 negatiivseks ja 14
kemikaali puhul oli tulemus ebaselge ning meetodi tapsus oli 80 % (61/76), tundlikkus
93 % (54/58) ja spetsiifilisus 39 % (7/18). Kui kohaldamisalast vélja jadvad ained korvale
jatta, liigitati IL-8 lutsiferaasikatsega 84 kemikaalist 71 positiivseks vdi negatiivseks ja 13
kemikaali puhul oli tulemus ebaselge ning meetodi tdpsus oli 86 % (61/71), tundlikkus
93 % (54/58) ja spetsiifilisus 54 % (7/13). IL-8 lutsiferaasikatses valenegatiivsete
prognooside saamise tdendosus on suurem vdhesel mdaral kuni mdddukalt nahka
sensibiliseerivate (URO GHSi / CLP-miéruse kohaselt alamkategooria 1B) kemikaalide
puhul ja viiksem siis, kui tegemist on tugevalt nahka sensibiliseeriva (URO GHSi / CLP-
madruse kohaselt alamkategooria 1A) kemikaaliga (6). Kokkuvdttes ndhtub sellest teabest,
et [L-8 lutsiferaasikatset saab kasutada naha sensibiliseerimise ohu kindlakstegemisel.
Ainsa meetodina kasutatava 1L-8 lutsiferaasikatsega saavutatav eespool nimetatud tdpsus
on siiski iiksnes orienteeriv, sest katseandmeid tuleks vaadelda iihtse ldahenemisviisi
kontekstis koos muudest allikatest pdrit teabega ja kooskdlas iildise sissejuhatuse
punktide 8 ja 7 sétetega. Kui hinnatakse naha sensibiliseerimise katsemeetodeid, mille
puhul ei kasutata katseloomi, tuleb lisaks meeles pidada, et LLNA ja muude loomkatsete
tulemused ei pruugi tdielikult kajastada kemikaali toimet inimesele.

. Praeguse olemasoleva teabe pdhjal on tdendatud, et IL-8 lutsiferaasikatse meetod on
kohaldatav paljude uuritavate kemikaalide puhul, mis erinevad iiksteisest orgaanilise
funktsionaalriihma, toimemehhanismi, in vivo katsetega méadratud nahka sensibiliseeriva
toime tugevuse ja flitisikalis-keemiliste omaduste poolest (2, 6).

. Kuigi kdnealuses IL-8 lutsiferaasikatses kasutatav lahusti on X-VIVO™ 15, vdimaldab see
katse anda dige hinnangu kemikaalide kohta, mille log Kow > 3,5 ja vees lahustuvus on
programmiga EPI Suite™ tehtud arvutuste kohaselt ligikaudu 100 pg/ml, ning tuvastada
vees halvastt lahustuvaid nahka sensibiliseerivaid kemikaale tShusamalt kui IL-8
lutsiferaasikatse, milles kasutatakse lahustina dimettilsulfoksiidi (DMSO) (2). Ent
kontsentratsioonil 20 mg/ml mittelahustuvate kemikaalide puhul saadavad negatiivsed
tulemused vdivad olla valenegatiivsed, kuna sellised kemikaalid ei lahustu X-VIVO™ 15-
s. Seepdrast tuleks konealuste kemikaalide puhul jitta negatiivsed tulemused arvesse
vOtmata. Valideerimisuuringus tdheldati suurt valenegatiivsete tulemuste maédra
anhtdriidide  puhul. Peale selle  vOidakse  kasutatava  rakuliini  piiratud
metaboliseerimisvoime (8) voi katsetingimuste tdttu saada katses negatiivseid tulemusi ka
prohapteenidega (ained, mis vajavad metaboolset aktiveerimist) ja prehapteenidega (ained,
mis aktiveeruvad dhus oksiideerumisel). Ehkki véimaliku pre- voi prohapteeni puhul
saadavate negatiivsete tulemuste tdlgendamisel tuleks olla ettevaatlik, oli IL-8
lutsiferaasikatset kisitlevas andmestikus esindatud ainete kohta tehtud Gigete jarelduste
madr prehapteenide puhul 11/11, prohapteenide puhul 6/6 ja pre-/prohapteenide puhul 6/8
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(2). Léahtuvalt pre- ja prohapteenide tuvastamiseks kasutatava kolme loomadega
mitteseotud katsemeetodi (DPRA, KeratinoSens™ ja h-CLAT) hiljutisest pdhjalikust
analutisist (9) ja tulenevalt asjaolust, et [L-8 lutsiferaasikatses kasutatav rakuliin THP-G8
on saadud h-CLATSs kasutatavast rakuliinist THP-1, voib IL-8 lutsiferaasikatse meetod
muude meetoditega kombineerituna aidata suurendada muudel kui loomkatsetel pdhinevate
meetodite tundlikkust pre- ja prohapteenide tuvastamisel. Seni uuritud pindaktiivsete
ainetega on saadud (vale)positiivsed tulemused, seda olenemata nende liigist (nt
katioonsed, anioonsed v0i1 mitteioonsed). Lisaks voéivad lutsiferaasile segavat mdju
avaldavad kemikaalid moonutada selle aktiivsust v61 modtmistulemusi ning seeldbi
pdhjustada niilist inhibitsiooni vdi tugevamat luminestsentsi (10). Niiteks on muude
lutsiferaasipdhiste reportergeenikatsete puhul tdheldatud, et futodstrogeenid, mis esinevad
suuremas kontsentratsioonis kui 1 puM, mdjutavad luminestsentsisignaale lutsiferaasi
reportergeeni iileaktiveerimise teel. Seepérast tuleb lutsiferaasi ekspressioonitaset, mis on
mdddetud suures kontsentratsioonis esineva flitoostrogeeni voi sellise tthendi juuresolekul,
mille puhul kahtlustatakse fiitoostrogeeniga sarnast lutsiferaasi reportergeeni aktiveerivat
toimet, hoolikalt analiiisida (11). Eespool kirjeldatust tulenevalt ei kuulu pindaktiivsed
ained, anhudriidid ja lutsiferaasile segavat md&ju avaldavad kemikaalid kadesoleva
katsemeetodi kohaldamisalasse. Kui leidub andmeid, mille kohaselt 1L -8 lutsiferaasikatset
el saa kasutada mdne muu konkreetse uuritavate kemikaalide rithma puhul, ei tohiks seda
asjaomase konkreetse kemikaaliriihma puhul kasutada.

6. Nagu eespool kirjeldatud, aitab IL-8 lutsiferaasikatse eristada naha sensibilisaatoreid
kemikaalidest, mis nahka ei sensibiliseeri. Tdiendavalt on vaja uurida seda, kas IL-8
lutsiferaasikatse tulemusi saab muudest allikatest péarit teabega kombineerituna kasutada
toime tugevuse hindamisel; seda tuleks soovitatavalt teha inimuuringutest saadud andmete
alusel.

7. Mboisted on esitatud liites 3.1.

KATSE POHIMOTE

8. IL-8 lutsiferaasikatses kasutatakse inimese monotsiiiitse leukeemia rakuliini THP-1, mis on
pirit Ameerika Tiiipkultuuride Kollektsioonist (Manassas, VA, Ameerika Uhendriigid).
Selle rakuliini baasil on Tohoku Ulikooli arstiteaduskonna dermatoloogiaosakonnas loodud
IL-8 reporterrakuliin THP-GS8, mis sisaldab oranzi valgust tekitava piisiva lutsiferaasi
(SLO) ja punast valgust tekitava piisiva lutsiferaasi (SLR) geene, mis on vastavalt 1L.-8 ja
gliitseeraldehtiiid-3-fosfaadi dehiidrogenaasi (GAPDH) promootori kontrolli all (1). See
vdimaldab pédrast kokkupuudet sensibiliseeriva kemikaaliga luminestsentskiirguse
tuvastamise teel kvantitatiivselt mdota lutsiferaasi geeni aktiveerumist 1L-8 ja GAPDH
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aktiivsuse nditajana; selleks otstarbeks kasutatakse tildkasutatavaid valgust tekitavaid
lutsiferaasi substraate.

. Kahe viérvuse tekitamist vdimaldav katsesiisteem koosneb oranzi valgust tekitavast

lutsiferaasist (SLO; Amaks = 580 nm) (12), mis vdimaldab mdota IL-8 promootorist sdltuvat
geeniekspressiooni, ja punast valgust tekitavast lutsiferaasist (SLR; Amaks = 630 nm) (13),
mis vdimaldab modta sisemise kontrollina kasutatavat GAPDH promootorist sdltuvat
geenickspressiooni. Jaanimardika D-lutsiferiin  kiirgab nende kahe lutsiferaasiga
reageerides eri varvi valgust ning tekkivat luminestsentskiirgust mdddetakse tiheaegselt
theetapilises reaktsioonis: selleks kasutatakse katsesegust lahtuva valguskiirguse
lahutamist optilise filtri abil (14) (liide 3.2).

THP-G8 rakke toodeldakse 16 tunni jooksul uuritava kemikaaliga ning seejérel
mdddetakse lutsiferaasi SLO aktiivsus (SLO-LA), mis kajastab IL-8 promootori aktiivsust,
ja lutsiferaasi SLR aktiivsus (SLR-LA), mis kajastab GAPDH promootori aktiivsust.
Parema arusaadavuse huvides kasutatakse lithendite SLO-LA ja SLR-LA asemel vastavalt
tdhiseid ILSLA ja GAPLA. Tabelis 1 on esitatud ilevaade IL-8 lutsiferaasikatse puhul
kasutatavatest lutsiferaasi aktiivsusega seotud moistetest. Moddetud vadrtuste pdhjal
arvutatakse jargmised nditajad: normaliseeritud ILSLA (nIL8LA), mida viljendatakse
ILSLA ja GAPLA suhtarvuna; nIL8LA suurenemine (Ind-IL8LA), mida véljendatakse
neljas uuritava kemikaaliga toodeldud THP-G8 rakkude paralleelproovis moddetud
nlL8LA viaidrtuste aritmeetilise keskmise ja neljas tootlemata THP-G8 rakkude
paralleelproovis moddetud nIL8LA viartuste aritmeetilise keskmise suhtarvuna; GAPLA
inhibeerimise madr (Inh-GAPLA), mida viljendatakse neljas uuritava kemikaaliga
toodeldud THP-G8 rakkude paralleelproovis moddetud GAPLA vaartuste aritmeetilise
keskmise ja neljas tootlemata THP-G8 rakkude paralleelproovis moodetud GAPLA
vadrtuste aritmeetilise keskmise suhtarvuna ning mida kasutatakse tsiitotoksilisuse
niditajana.

Tabel 1. IL-8 lutsiferaasikatse puhul kasutatavad lutsiferaasi aktiivsusega seotud moisted

Liihendid Maidératlus

GAPLA Lutsiferaasi SLR aktiivsus, mis kajastab GAPDH promootori aktiivsust

ILSLA Lutsiferaasi SLO aktiivsus, mis kajastab IL-8 promootori aktiivsust

nlL8LA IL8LA : GAPLA

Ind-ILSLA nlL8LA kemikaaliga toodeldud THP-GS8 rakkudes : nIL8LA tootlemata
rakkudes

Inh-GAPLA  GAPLA kemikaaliga toodeldud THP-G8 rakkudes : GAPLA tootlemata
rakkudes

CV05 Kemikaali vahim kontsentratsioon, mille juures Inh-GAPLA on < 0,05

11.
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Siin kirjeldatud 1L-8 lutsiferaasikatse meetodiga sarnaste muudetud in vitro 1L-8
lutsiferaasikatse meetodite valideerimise hd&lbustamiseks on olemas tulemuslikkuse
standardid (15), mis véimaldavad OECD katsejuhendit 442E selliste meetodite lisamiseks
digeaegselt muuta. OECD otsuse kohane andmete vastastikune tunnustamine on tagatud
vaid sellise katsemeetodi puhul, mis on valideeritud kooskdlas tulemuslikkuse
standarditega ning mille OECD on 1dbi vaadanud ja katsejuhendisse 442E lisanud (16).

PADEVUSE TOENDAMINE

13.

Enne katsemeetodi B.71 juurde kuuluvas kéesolevas liites kirjeldatud meetodi rutiinset
kasutamist tuleks tdendada labori tehnilist padevust ning kasutada selleks liites 3.3
loetletud kiimmet padevusainet kooskdlas in vitro meetodeid kisitleva hea tavaga (17).
Lisaks peaksid meetodi kasutajad haldama reageerimisvdime kontrollimise kdigus kogutud
andmeid (vt punkt 15) ning positiivsete ja lahustiga/kandeainega kontrollidega saadud
varasemaid andmeid (vt punktid 21-24) sisaldavat andmebaasi ning kontrollima nende
andmete pdhjal, kas katsetulemused on laboris aja moodudes jatkuvalt reprodutseeritavad.

KATSE KAIK

14.

IL-8 lutsiferaasikatse jaoks on olemas standardne tookord, mida tuleks katsemeetodi
rakendamisel kasutada (18). Katset 1dabi viia soovivad laborid saavad soetada
rekombinantse THP-G8 rakuliini Jaapanis Tottoris asuvast ettevdttest GPC Lab. Co. Ltd.,
kui nad allkirjastavad OECD vormil esitatud tingimustele vastava materjali iileandmise
lepingu. Jargmistes punktides on kirjeldatud katsemeetodi pShielemente ja katse kaiku.

Rakkude ettevalmistamine

15.

16.

IL-8 lutsiferaasikatse tegemiseks tuleks kasutada THP-G8 rakuliini, mis on soetatud
Jaapanis Tottoris asuvast ettevdttest GPC Lab. Co. Ltd. (vt punktid 8 ja 13). Parast rakkude
kittesaamist paljundatakse neid (2—4 passaazi) ja sailitatakse need kiilmutatult homogeense
tiivikultuurina. Kdnealuse tiivikultuuri rakkude paljundamiseks véib neid kuni 12 korda
iimber kiilvata vo1 kasvatada neid kuni kuue nidala jooksul. Paljundamiseks kasutatakse
soodet RPMI-1640, mis sisaldab 10 % veiselooteseerumit, antibiootikume / seentevastast
ainet (0,85 % fusioloogilises lahuses 100 whikut penitsilliin  G-d milliliitri  kohta,
streptomiitsiini  kontsentratsioonis 100 pg/ml ja amfoteritsiin B-d kontsentratsioonis
0,25 pg/ml) (nt GIBCO, katalooginumber 15240-062), puromiitsiini (nt CASi numbriga
58-58-2) kontsentratsioonis 0,15 pg/ml ja G418 (nt CASi numbriga 108321-42-2)
kontsentratsioonis 300 pg/ml.

Enne rakkude kasutamist katses tuleks teha reageerimisvdime kontroll, et veenduda
rakkude sobivuses. Kdnealune kontroll tuleks teha 1-2 nidalat parast sulatamist vdi parast
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24 korda tumber killvamist ning kasutada selleks positiivse kontrollina 4-
nitrobensiiiilbromiidi (4-NBB) (CASi nr: 100-11-8; puhtus > 99 %) ja negatiivse
kontrollina piimhapet (CASi nr: 50-21-5; puhtus > 85 %). 4-NBB puhul peaks Ind-IL8LA
alusel tuvastatav reaktsioon olema positiivne (Ind-IL8SLA >1,4) ja piimhappe puhul
negatiivne (Ind-IL8LA < 1,4). Katses kasutatakse iiksnes reageerimisvdime kontrolli
labinud rakke. Reageerimisvdime kontroll tuleb teha vastavalt punktides 22-24 esitatud
kirjeldusele.

Katses kasutamiseks kiilvatakse THP-G8 rakud vilja tihedusega 2—5 x 10° rakku/ml ning
eelkasvatatakse neid rakukultuuripudelis 4896 tundi. Katse péeval pestakse
rakukultuuripudelist eemaldatud rakke sootmega RPMI-1640, mis sisaldab 10 %
veiselooteseerumit, aga ei sisalda antibiootikume, ja rakud suspendeeritakse uuesti 10 %
veiselooteseerumit sisaldavas antibiootikumideta sootmes RPMI-1640 tihedusel 1 x 10°
rakku/ml. Seejédrel jaotatakse rakud 50 pl kaupa 96-kannulise lamedapdhjalise plaadi
kannudesse (nt Costar, katalooginumber 3603) (5 x 10* rakku kannu kohta).

Uuritava kemikaali ja kontrollainete ettevalmistamine

18.

19.

Uuritav kemikaal ja kontrollained valmistatakse ette katse tegemise pideval. IL-8
lutsiferaasikatse puhul lahustatakse uuritav kemikaal turul kittesaadavas seerumita
sootmes X-VIVO™ 15 (Lonza, 04-418Q) 1dppkontsentratsioonini 20 mg/ml. X-VIVO™
15 lisatakse mikrotsentrifuugi katsutis olevale 20 mg uuritavale kemikaalile (olenemata
kemikaali lahustuvusest) kuni koguseni 1 ml. Seejarel segatakse lahust dgedalt
keerissegistil ja loksutatakse 30 minutit rootori maksimumkiirusel 8 pooret minutis
imbritseva dhu temperatuuril umbes 20 °C juures. Kui katsutisse jadb veel lahustumata
tahket kemikaali, toodeldakse seda ultraheliga, kuni kemikaal on tiielikult lahustunud vé&i
moodustab piisiva dispersiooni. Kui uuritav kemikaal on X-VIVO™ 15-s lahustuv, siis
lahjendatakse lahust viis korda X-VIVO™ 15-ga ja kasutatakse saadud lahust X-VIVO™
15-s lahustatud uuritava kemikaali pdhilahusena (4 mg/ml). Kui uuritav kemikaal ei ole X-
VIVO™ 15-s lahustuv, loksutatakse segu poordloksutil veel vihemalt 30 minutit ning
tsentrifuugitakse seejdrel 5 minutit kiirusel 15 000 pooret minutis (= 20 000 g); saadud
supernatanti kasutatakse X-VIVO™ 15-s lahustatud uuritava kemikaali pdhilahusena. Muu
lahusti, niiteks DMSO, vee vdi sootme kasutamisel tuleks esitada sellekohane teaduslik
pdhjendus. Kemikaalide lahustamise korda on iiksikasjalikult kirjeldatud liites 3.5.
Punktides 18-23 kirjeldatud X-VIVO ™ 15 lahused segatakse 96-kannulisele
lamedapdhjalisele mustale plaadile kantud rakususpensiooniga (vt punkt 16)
mahuvahekorras 1 : 1.

Esimese analiiiisitsiikli puhul on eesmérk teha kindlaks tsiitotoksilisuse avaldumise
kontsentratsioon ja uurida kemikaali vdimet nahka sensibiliseerida. X-VIVO™ 15-s
lahustatud uuritava kemikaali pdhilahusest tehakse 96-kannulisel katseplaadil (nt Costar,
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katalooginumber EW-01729-03) X-VIVO™ 15 abil rida kahekordseid lahjendusi (vt liide
3.5). Seejérel lisatakse 96-kannulisele lamedapdhjalisele mustale plaadile kantud 50 pl
rakususpensioonile 50 pl lahjendatud lahust kannu kohta. Nii saadakse X-VIVO ™ 15-s
lahustuva uuritava kemikaali Idppkontsentratsioonid vahemikus 0,002—2 mg/ml (liide 3.5).
Selliste uuritavate kemikaalide puhul, mis X-VIVO ™ 15-s kontsentratsioonil 20 mg/ml ei
lahustu, tehakse kindlaks ainult lahjendustegurid vahemikus 2-2!°, kuid uuritava kemikaali
tegelikud Idppkontsentratsioonid ei ole teada ja sdltuvad wuuritava kemikaali
killastuskontsentratsioonist X-VIVO ™ 15-s valmistatud pdhilahuses.

Jargnevates analiitisitsiiklites (st teises, kolmandas ja neljandas tsiiklis) valmistatakse
pdhilahus X-VIVO™ 15-s neli korda suurema kontsentratsiooniga, kui oli esimeses tsiiklis
kasutatud kontsentratsioon, mille juures rakkude eluvoimelisus oli lavivadrtusest viiksem
(CVO0S5 — viiksem kontsentratsioon, mille juures Inh-GAPLA on < 0,05). Kui Inh-GAPLA
el lange alla 0,05 ka kdige suuremal esimeses analiiiisitsiiklis kasutatud kontsentratsioonil,
valmistatakse pohilahus X-VIVO™ 15-s esimeses analiiisitsiiklis kasutatud suurima
kontsentratsiooniga. CV05-le vastava kontsentratsiooni arvutamiseks jagatakse esimeses
analiiisitsiiklis  kasutatud  pdhilahuse  kontsentratsioon CV05 puhul kasutatud
lahendusteguriga X (lahjendustegur CV05 (X) — lahjendustegur, mida tuleb kasutada
pohilahuse lahjendamiseks kontsentratsioonini CV05) (vt liide 3.5). Selliste uuritavate
ainete puhul, mis kontsentratsioonil 20 mg/ml X-VIVOs ei lahustu, tehakse CV05 kindlaks
nii, et pohilahuse kontsentratsioon korrutatakse teguriga 1/X. 2.—4. analtitsitsiikli jaoks
valmistatakse teine pdhilahus kontsentratsiooniga 4 x CVO05 (liide 3.5).

Teisest pohilahusest valmistatakse X-VIVO™ 15-ga 96-kannulisel katseplaadil rida 1,5-
kordseid lahjendusi. Seejarel lisatakse 96-kannulise lamedapdhjalise musta plaadi
kannudesse kantud 50 pl rakususpensioonile 50 pl lahjendatud lahust kannu kohta. Iga
uuritavat kemikaali tuleks igal kontsentratsioonil analiitisida neljas kannus. Jargnevalt
segatakse proovid plaadiloksutil ja neid inkubeeritakse 37 °C juures 5-protsendilise CO»-
sisaldusega atmosfadaris 16 tundi. Seejarel moddetakse lutsiferaasi aktiivsus allpool
kirjeldatud viisil.

Lahustiga kontrollina kasutatakse segu, mis sisaldab kannu kohta 50 pl X-VIVO™ 15 ja
50 ul rakususpensiooni 10 % veiselooteseerumit sisaldavas RPMI-1640-s.

Soovitatav positiivse kontrolli aine on 4-NBB. 1,5 ml mikrotsentrifuugi katsutisse viiakse
20 mg 4-NBBd ning lisatakse X-VIVO™ 15 kuni koguseni 1 ml. Lahust segatakse dgedalt
keerissegistil ja loksutatakse vidhemalt 30 minutit jooksul rootori maksimumkiirusel 8
pooret minutis. Pdrast 5 minutit tsentrifuugimist kiirendusega 20 000 g lahjendatakse
supernatanti X-VIVO™ 15-ga neli korda ning 500 pl lahjendatud supernatanti kantakse
96-kannulise katseplaadi iihte kannu. Lahjendatud supernatanti lahjendatakse X-VIVO™
15-ga uuesti kaks ja neli korda ning igast saadud lahusest lisatakse 50 ul 96-kannulise
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lamedapdhjalise musta plaadi kannudesse, mis sisaldavad 50 pl THP-G8 rakkude
suspensiooni (liide 3.6). Positiivset kontrolli tuleks igal kontsentratsioonil analitisida
neljas kannus. Plaati loksutatakse plaadiloksutil ja inkubeeritakse CO2 inkubaatoris 37 °C
juures 5-protsendilise CO»-sisaldusega atmosfaaris 16 tundi. Seejarel moddetakse punktis
29 kirjeldatud viisil lutsiferaasi aktiivsus.

24. Soovitatav negatiivse kontrolli aine on piimhape. 1,5 ml mikrotsentrifuugi katsutisse
viiakse 20 mg piimhapet ning lisatakse X-VIVO ™ 15 kuni koguseni 1 ml (20 mg/ml).
Piimhappelahust kontsentratsiooniga 20 mg/ml lahjendatakse X-VIVO™ 15-ga veel viis
korda (4 mg/ml); 500 pl saadud piimhappelahusest kontsentratsiooniga 4 mg/ml kantakse
96-kannulise katseplaadi ithte kannu. Seda lahust lahjendatakse X-VIVO™ 15-ga kaks
korda ja seejdrel uuesti kaks korda, et saada lahused kontsentratsiooniga 2 mg/ml ja 1
mg/ml. Igast saadud kolmest lahusest ja kandeainega kontrollist (X-VIVO™ 15) lisatakse
50 pl 96-kannulise lamedapdhjalise musta plaadi kannudesse, mis sisaldavad 50 ul THP-
G8 rakkude suspensiooni. Negatiivset kontrolli analiisitakse igal kontsentratsioonil neljas
kannus. Plaati loksutatakse plaadiloksutil ja inkubeeritakse CO2 inkubaatoris 37 °C juures
S-protsendilise CO»-sisaldusega atmosfddris 16 tundi. Seejdrel modddetakse punktis 29
kirjeldatud viisil lutsiferaasi aktiivsus.

25.Voib kasutada ka monda muud sobivat positiivset voi negatiivset kontrolli, kui on olemas
varasemad andmed, mis vdimaldavad kindlaks médrata vorreldavad analiitisitsiikli
nduetekohasuse kriteeriumid.

26. Tuleks jalgida, et lenduvad uuritavad kemikaalid ei aurustuks, ning hoida ara
kannudevahelist uuritava kemikaaliga ristsaastumist. Selleks voib plaadi enne uuritava
kemikaaliga inkubeerimist naiteks tihedalt kinni katta.

27. Uuritavate kemikaalide ja lahustiga kontrolli puhul on positiivse vdi negatiivse prognoosi
saamiseks vaja ldbi viia 2—4 analuusitstklit (vt tabel 2). Iga analiitsitsiikkel viiakse 14bi eri
paeval; igas tsiiklis kasutatakse X-VIVO ™ 15-s lahustatud uuritava kemikaali virsket
pohilahust ja sdltumatult kogutud rakke. Rakud vGivad parineda samast passaazist.

Lutsiferaasi aktiivsuse médtmine

28. Luminestsentskiirgust mdddetakse 96-kannulise mikroplaadi jaoks ette ndhtud
luminomeetriga, mis on varustatud optiliste filtritega — nt seadmega Phelios (ATTO,
Tokyo, Jaapan) voi Tristan 941 (Berthold, Bad Wildbad, Saksamaa) vd1 ARVO-seeria
seadmega (PerkinElmer, Waltham, MA, Ameerika Uhendriigid). Reprodutseeritavuse
tagamiseks tuleb luminomeeter iga katse eel kalibreerida (19). Kalibreerimiseks on
saadaval oranZi v4i punast valgust tekitavad rekombinantsed lutsiferaasid.
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29. Igasse kemikaaliga toodeldud voi tostlemata rakususpensiooni sisaldavasse plaadi kannu
lisatakse 100 pl lutsiferaasikatse eelsoojendatud reaktiivi Tripluc® (Tripluc). Plaati
loksutatakse 10 minutit imbritseva Shu temperatuuril umbes 20 °C juures. Lutsiferaasi
aktiivsuse modtmiseks asetatakse plaat luminomeetrisse. Bioluminestsentsi mdddetakse 3
sekundit ilma optilise filtrita (FO) ja 3 sekundit optilise filtriga (F1). Kui kasutatakse muid
seadeid, mis vdivad sdltuda nditeks kasutatava luminomeetri mudelist, tuleks seda
pohjendada.

30. Mdoddetud vaartuste pohjal arvutatakse soovitud nditajad iga kontsentratsiooni puhul, nt
ILSLA, GAPLA, nIL8LA, Ind-IL8LA, Inh-GAPLA, IL8LA keskviartus + standardhélve,
GAPLA keskvéartus + standardhdlve, nIL8LA keskvdartus + standardhidlve, Ind-IL8LA
keskvaartus = standardhidlve, Inh-GAPLA keskvéirtus + standardhdlve ja Ind-ILSLA
usaldusvahemik usaldusnivool 95 %. Kéaesolevas punktis nimetatud niitajate maaratlused
on esitatud liidetes 3.1 ja 3.4.

31. Mitme vérvuse tuvastamist vdimaldavate reporterkatsete puhul kasutatakse mdotmise eel
ert varvuste lahutamiseks tldjuhul selliseid detektorseadmeid (luminomeeter ja
plaadilugemisseade), mis on varustatud optiliste filtritega, nt teravapiiriliste madal- vdi
korgpédasufiltrite  vd1  ribapaasufiltritega. Enne katset tuleks madrata filtrite
labilaskvustegurid iga bioluminestsentssignaali varvuse jaoks vastavalt liitele 3.2.

ANDMED JA ARUANDLUS

Andmete hindamine

32. Positiivseks/negatiivseks liigitamise otsus tehakse 1gas analuisitsiiklis jargmiste
kriteeriumide alusel:

- IL-8 lutsiferaasikatsel pdhinev prognoos tunnistatakse positiivseks, kui uuritava
kemikaaliga saadud Ind-IL8LA vaiartus on > 1,4 ja Ind-IL8LAd iseloomustava
usaldusnivoole 95 % vastava usaldusvahemiku alampiir on > 1,0;

- IL-8 lutsiferaasikatsel pohinev prognoos tunnistatakse negatiivseks, kui uuritava
kemikaaliga saadud Ind-IL8LA védrtus on < 1,4 ja/vdl Ind-IL8LAd iseloomustava
usaldusnivoole 95 % vastava usaldusvahemiku alampiir on < 1,0.

Prognoosimudel

33. Uuritav kemikaal, mille puhul on esimese, teise, kolmanda ja neljanda analiitisitstikli 16ikes
saadud kaks positiivset tulemust, tunnistatakse positiivseks; uuritav kemikaal, mille puhul
on esimese, teise, kolmanda ja neljanda analuiisitsiikli 15ikes saadud kolm negatiivset
tulemust, tunnistatakse arvatavalt negatiivseks (tabel 2). Arvatavalt negatiivsete
kemikaalide seas tunnistatakse negatiivseks sellised kemikaalid, mis lahustuvad X-
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VIVO™  15-s kontsentratsioonil 20 mg/ml; kemikaalid, mis X-VIVO™ 15
kontsentratsioonil 20 mg/ml e1 lahustu, tuleks korvale jétta (Joonis 1).

Tabel 2. Positiivsete ja arvatavalt negatiivsete kemikaalide kindlakstegemise kriteeriumid

1. tsiikkel 2. tsiikkel 3. tsiikkel 4. tsiikkel Loplik prognoos

Positiivne Positiivne - - Positiivne
Negatiivne Positiivne - Positiivne
Negatiivne Positiivne Positiivne

Negatiivne Arvatavalt negatiivne
Negatiivne Positiivne Positiivne - Positiivne
Negatiivne Positiivne Positiivne

Negatiivne Arvatavalt negatiivne
Negatiivne Positiivne Positiivne Positiivne

Negatiivne Arvatavalt negatiivne

Negatiivne - Arvatavalt negatiivne

Joonis 1. Prognoosimudel I8ppotsuse tegemiseks

Positiivne
| ) Lahustub | p
Kemikaal kontsentratsioonil ———l Negatiivne

Arvatavalt 20 mg/ml P
negativne i

Eilahustu Jaetakse

kontsentratsioonil kérvale
20 mg_;!ml J

Nouetekohasuse kriteeriumid

34 1L-8 lutsiferaasikatse puhul peaksid olema tididetud jargmised nduetekohasuse
kriteeriumid.

- Ind-IL8LA peaks olema igas analiisitsiiklis vdhemalt tihel positiivse kontrolli (4-NBB)
kontsentratsioonil suurem kui 5,0.

- Ind-IL8LA peaks olema igas analiitisitsiiklis k&ikidel negatiivse kontrolli (piimhape)
kontsentratsioonidel vdiksem kui 1,4.
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- Andmed, mis on saadud plaatidelt, kus rakke ja Triplucit sisaldavates ilma kemikaalita
kontrollkannudes tdheldatud GAPLA véidrtus on alla viie korra suurem kui GAPLA
vadrtus kannus, mis sisaldab ainult katsesoodet (kannu kohta 50 pl s6odet RPMI-1640,
mis sisaldab 10 % veiselooteseerumit, ja 50 pul X-VIVO ™ 15)  tuleks jitta arvesse
vOtmata.

- Andmed, mis on saadud plaatidelt, kus uuritava vdi kontrollkemikaaliga saadud Inh-
GAPLA vaiartus on kdigil kontsentratsioonidel vdiksem kui 0,05, tuleks jatta arvesse
votmata. Sellisel juhul tuleks esimest katset korrata nii, et korduskatses kasutatakse
suurima Idppkontsentratsioonina eelmises katses kasutatud vahimat 16ppkontsentratsiooni.

Katseprotokoll

35. Katseprotokoll peaks sisaldama jargmist teavet.

Uuritavad kemikaalid

Uhest koostisosast koosnev aine:

- kemikaali 1identimisandmed, nditeks ITUPACi vo1 CASi nimetus(ed) ja CASi1
number/numbrid, SMILES1 v61 InChlI kood, struktuurivalem ja/vd1 muu identimisteave;

- futsiline vilimus, lahustuvus vees, molekulmass ja muud asjakohased kittesaadavad
andmed fiiiisikalis-keemiliste omaduste kohta;

- puhtus, voimaluse ja vajaduse korral lisandite keemiline madratlus jne;
- vajaduse korral teave tootlemise kohta enne katset (nt soojendamine, peenestamine);

- lahustuvus X-VIVO™ 15-s. X-VIVO™ 15-s mittelahustuvate kemikaalide puhul teave
selle kohta, kas parast tsentrifuugimist on ndha sadet vdi holjumit;

- kasutatud kontsentratsioon(id);
- kattesaadav teave siilitamistingimuste ja piisivuse kohta;
- 1ga uuritava kemikaali puhul lahusti/kandeaine valimise pdhjendus juhul, kui ei kasutatud

X-VIVO™ 15,

Mitmest koostisosast koosnev aine, tundmatu v6i muutuva koostisega aine, kompleksne
reaktsioonisaadus v6i1 bioloogilist paritolu materjal vo1 segu:

- voimalikult tdpne omaduste kirjeldus lahtuvalt niiteks koostisosade keemilisest
méddratlusest (vt eespool), puhtusest, kvantitatiivsest sisaldusest ja asjakohaseid fiitisikalis-
keemilisi omadusi késitlevatest kittesaadavatest andmetest (vt eespool);

- faisiline valimus, lahustuvus vees ja muud asjakohased kéattesaadavad andmed fiitisikalis-
keemiliste omaduste kohta;
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- teadaoleva koostisega segu/poliimeeri puhul molekulmass v&i nidiline molekulmass voi
muu uuringu tegemiseks asjakohane teave;

- vajaduse korral teave tootlemise kohta enne katset (nt soojendamine, peenestamine);

- lahustuvus X-VIVO™ 15-5. X-VIVO ™ 15-s mittelahustuvate kemikaalide puhul teave
selle kohta, kas parast tsentrifuugimist on naha sadet voi hdljumit;

- kasutatud kontsentratsioon(id);
- kéttesaadav teave sdilitamistingimuste ja piisivuse kohta;
- 1ga uuritava kemikaali puhul lahusti/kandeaine valimise pdhjendus juhul, kui e1 kasutatud

X-VIVO™ 15,

Kontrollid

Positiivne kontroll:

- kemikaali 1identimisandmed, nditeks TUPACi v61 CASi nimetus(ed) ja CASi1
number/numbrid, SMILESi vdi InChl kood, struktuurivalem ja/vdi muu identimisteave;

- faisiline vdlimus, lahustuvus vees, molekulmass ja muud asjakohased kattesaadavad
andmed fiiiisikalis-keemiliste omaduste kohta;

- puhtus, voimaluse ja vajaduse korral lisandite keemiline madratlus jne;

- vajaduse korral teave tootlemise kohta enne katset (nt soojendamine, peenestamine);

- kasutatud kontsentratsioon(id);

- kattesaadav teave sdilitamistingimuste ja piisivuse kohta;

- vajaduse korral viide varasematele positiivse kontrolliga saadud tulemustele, millest

néahtub vastavus asjakohastele nduetekohasuse kriteeriumidele.

Negatiivne kontroll:

- kemikaali 1identimisandmed, nditeks TUPACi vo1 CASi nimetus(ed) ja CASi
number/numbrid ja/v61 muu identimisteave;

- puhtus, voimaluse ja vajaduse korral lisandite keemiline maaratlus jne;

- asjaomases katsejuhendis nimetamata negatiivsete kontrolli aine kasutamisel kattesaadav
teave selle fiitisilise valimuse, molekulmassi ja muude asjakohaste fiitisikalis-keemiliste
omaduste kohta;

- kaéttesaadav teave sdilitamistingimuste ja piisivuse kohta;

- iga uuritava kemikaali puhul lahusti valimise pdhjendus.
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Katsetingimused.:

sponsori, katselabori ja uuringu juhi nimi ja aadress;
kasutatud katsemeetodi kirjeldus;
kasutatud rakuliin, selle sailitamistingimused ning péritolu (nt asutus, kellelt rakud saadi);

veiselooteseerumi partiinumber ja paritolu, tarnija nimi, 96-kannulise lamedapdhjalise
musta plaadi partiinumber ja reaktiivi Tripluc partiinumber;

passaazi number ja rakkude tihedus katses kasutamisel,

enne katset rakkude kiilvamisel kasutatud rakuloendusmeetod ning vdetud meetmed,
millega tagati rakkude homogeenne jaotus;

kasutatud luminomeeter (nt mudel), sealhulgas seadme seaded, kasutatud
lutsiferaasisubstraat ja lites 3.2 kirjeldatud kontrollkatsel pShinev tdendus asjakohaste
luminestsentskiirguse mdotmiste labiviimise kohta;

laboris katse tegemiseks vajaliku padevuse tdendamiseks (nt padevusainetega katsete
tegemiseks) kasutatud meetod v&1 katsemeetodiga saadud tulemuste pikaajalise
reprodutseeritavuse tdendamiseks kasutatud meetod.

Katse kiik:

proovide ja analiitisitstiklite arv;

uuritava kemikaali kontsentratsioonid, lisamisviis ja kasutatud kokkupuuteaeg (kui erineb
soovitatust);

kasutatud hindamis- ja otsustamiskriteeriumide kirjeldus;
kasutatud katse nduetekohasuse kriteeriumide kirjeldus;

kdikide katse kaigus tehtud muudatuste kirjeldus.

Tulemused:

mdddetud IL8LA ja GAPLA viirtused;
arvutatud nIL8LA, Ind-IL8LA ja Inh-GAPLA véartused,
Ind-IL8LA usaldusvahemik usaldusnivool 95 %;

graafik, millel on kujutatud lutsiferaasi aktiivsuse ja rakkude -eluvdimelisuse
kontsentratsioonist sdltuvuse kdverad;

vajaduse korral mis tahes muude asjakohaste vaatlusandmete kirjeldus.

Tulemuste arutelu:
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- 1L-8 lutsiferaasikatsega saadud tulemuste arutelu;

- katse tulemuste hindamine iihtse ldhenemisviisi kontekstis, kui muu asjakohane teave on
kattesaadav.

Jareldused
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Liide 3.1

MOISTED

Aine — looduslik vdi mis tahes tootmisprotsessi tulemusena saadud keemiline element voi
selle tihend koos puisivuse tagamiseks vajalike lisaainete ja tootmisprotsessi kdigus tekkinud
lisanditega, mis ei hdlma siiski lahusteid, mida on vdimalik aine piisivust mdjutamata voi
selle koostist muutmata ainest eraldada.

Analiiiisitsiikkel — ithe vdi mitme uuritava kemikaali analtitisimine lahustiga/kandeainega
kontrolli ja positiivse kontrolliga paralleelselt.

Asjakohasus — niitaja, mille abil kirjeldatakse, kuivord katsemeetod vdimaldab uurida
huvipakkuvat toimet, kas selle kasutamine on méttekas ja kas see on konkreetse eesmargi
jaoks sobiv. Asjakohasusest ndhtub, mil midral saab katsemeetodiga digesti mddta vo1
ennustada huvipakkuvat bioloogilist toimet. Asjakohasuse puhul vdetakse arvesse ka
katsemeetodiga saavutatavat tépsust (vastavust) (16).

CV0S - rakkude eluvdimelisuse tasemes kajastuv niitaja ehk vahim kontsentratsioon, mille
Juures kemikaali toimel avalduv Inh-GAPLA on viiksem kui 0,05.

FInSLO-LA - IL-8 lutsiferaasikatset kasitlevas valideerimisaruandes ja varasemates
viljaannetes kasutatud lithend, millega osutatakse nditajale Ind-IL8LA. Mdiste Ind-ILSLA
mdidratlus on esitatud allpool.

GAPLA - punast valgust tekitava piisiva lutsiferaasi (SLR) (Amaks = 630 nm) aktiivsus,
mida reguleerib GAPDH promootor ning mis kajastab rakkude eluvdimelisust ja
eluvdimeliste rakkude arvu.

II-SLR-LA - IL-8 lutsiferaasikatset késitlevas valideerimisaruandes ja varasemates
véaljaannetes kasutatud lithend, millega osutatakse néitajale Inh-GAPLA. Modiste Inh-
GAPLA madratlus on esitatud allpool.

IL-8 (interleukiin 8) — endoteelirakkude, fibroblastide, keratinotsiititide, makrofaagide ja
monotsiititide toodetav tstitokiin, mis pdhjustab neutrofiilide ja T-limfotsiiiitide
kemotaksist.

IL8LA — oranzi valgust tekitava piisiva lutsiferaasi (SLO) (Amaks = 580 nm) aktiivsus, mida
reguleerib IL-8 promootor.

Ind-ILSLA — nIL8LA suurenemine kordades. Selle arvutamiseks jagatakse kemikaaliga
toodeldud THP-G8 rakkude puhul tdheldatud nIL8LA vairtus tootlemata THP-G8 rakkude
puhul tdheldatud nIL8LA vadrtusega ning see nditab, mil méaral kemikaal suurendab 1L-8
promootori aktiivsust.

Induktsiooni alampiir (MIT) — viiksem kontsentratsioon, mille juures kemikaal vastab
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positiivsuse kriteeriumidele.

Inh-GAPLA — GAPLA inhibeerimise méaar. Selle arvutamiseks jagatakse kemikaaliga
toodeldud THP-GS8 rakkude puhul taheldatud GAPLA védrtus tootlemata THP-G8 rakkude
puhul taheldatud GAPLA vaartusega ning see niitab kemikaali tsiitotoksilisust.

Kahjuliku toime rada — stndmuste ahel alates sihtkemikaali voi rithma sarnaste
kemikaalide keemilisest struktuurist sdltuvast kaivitavast molekulaarsest siindmusest kuni
vaadeldava toime avaldumiseni in vivo (20).

Katsete tegemist ja hindamist Kkisitlev iihtne Lihenemisviis — struktureeritud
lahenemisviis, mida kasutatakse kemikaali vo1 rithma kemikaalide ohtlikkuse tuvastamiseks
(vdimalik toime), ohu kirjeldamiseks (toime tugevus) ja/voi ohutuse hindamiseks (voimalik
toime / toime tugevus ja kokkupuude) ning mille raames Idimitakse strateegiliselt ja
kaalutakse labi koik asjakohased andmed voimalikku ohtu ja/vdi riski ja/voi tidiendavate
sthipdraste ja seega minimaalses ulatuses katsete tegemise vajadust késitleva regulatiivse
otsuse tegemiseks.

Kemikaal — aine v6i segu.

Lahustiga/kandeainega kontroll — tootlemata proov, mis sisaldab kdiki katsesiisteemi
komponente peale uuritava kemikaali, sealhulgas lahustit/kandeainet. Selle abil tehakse
kindlaks ldhtetase samas lahustis’kandeaines lahustatud v&i piisiva  dispersiooni
moodustanud uuritava kemikaaliga toodeldud proovide jaoks. Kui sellist tootlemata proovi
hinnatakse paralleelselt sootmega kontrolliga, vdimaldab see iihtlasi kindlaks teha, kas
lahusti/kandeaine md&jutab katsesiisteemi.

Mitmest koostisosast koosnev aine — aine, mis on mairatletud kvantitatiivse koostise
alusel ja milles enam kui tihe pdhikoostisosa sisaldus on vahemalt 10, kuid vaiksem kui 80
massiprotsenti. Mitmest koostisosast koosnev aine saadakse tootmisprotsessi tulemusena.
Erinevus segu ja mitmest koostisosast koosneva aine vahel seisneb selles, et segu saadakse
kahe v&1 enama aine kokku segamisel, ilma et toimuks keemilist reaktsiooni. Mitmest
koostisosast koosnev aine saadakse keemilise reaktsiooni tulemusel.

nIL8LLA — IL-8 promootori aktiivsust kajastav lutsiferaasi SLO aktiivsus (IL8LA), mis on
normaliseeritud GAPDH promootori aktiivsust kajastava lutsiferaasi SLR aktiivsuse
(GAPLA) suhtes. Sellega viljendatakse IL-8 promootori aktiivsust pérast rakkude
eluvdimelisuse voi rakkude arvu arvessevotmist.

nSLO-LA - IL-8 Ilutsiferaasikatset késitlevas valideerimisaruandes ja varasemates
véljaannetes kasutatud lithend, millega osutatakse naitajale nIL8LA. Mbdiste nIL8LA
mddratlus on esitatud eespool.

Nouetekohane Kkatsemeetod - katsemeetod, mille asjakohasust ja usaldusvéarsust
konkreetse eesmirgi puhul peetakse piisavaks ning mis rajaneb teaduslikult usaldusvéarsetel
pohimotetel. Katsemeetod ei ole kunagi nduetekohane absoluutses tdhenduses, vaid tiksnes
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seoses teatud kindla eesmaérgiga (29).

Ohtlikkus — mojurit vd1 olukorda iseloomustav omadus, millest v3ib tuleneda kahjulik
toime, kui organism, siisteem voi (alam)populatsioon selle mdjuriga kokku puutub.

Pindaktiivne aine — detergent vOi muu aine, mis vdib viahendada vedeliku pindpinevust ja
voimaldab sellel vahutada voi tungida tahkesse ainesse; sama mis margav aine (katsejuhend
nr 437).

Positiivne kontroll — paralleelproov, mis sisaldab koiki katsestisteemi komponente ja mida
on toddeldud ainega, millega teadaolevalt saadakse positiivne tulemus. Positiivse tulemuse
vadrtus ei tohiks olla liiga suur, et vOoimaldada hinnata positiivse kontrolliga saadud
tulemuste varieeruvust ajas.

Prehapteenid — kemikaalid, mis muutuvad sensibilisaatoriks abiootilise muundumise teel.

Prohapteenid — kemikaalid, mis vajavad nahka sensibiliseeriva toime tekkimiseks
ensiimaatilist aktiveerimist.

Segu — kahest v0i enamast ainest koosnev segu voi lahus.

SLO-LA - IL-8 lutsiferaasikatset késitlevas valideerimisaruandes ja varasemates
véljaannetes kasutatud lithend, millega osutatakse niitajale ILSLA. Mdiste ILSLA madratlus
on esitatud eespool.

SLR-LA - [IL-8 Ilutsiferaasikatset kasitlevas valideerimisaruandes ja varasemates
valjaannetes kasutatud lithend, millega osutatakse néitajale GAPLA. Mbiste GAPLA
médratlus on esitatud eespool.

Spetsiifilisus — katsemeetodiga 0Oigesti negatiivseks/reaktsioonivéimetuks liigitatud
uuritavate kemikaalide osakaal koikide negatiivsete kemikaalide hulgas. Spetsiifilisus
kajastab sellise katsemeetodi tépsust, millega saadakse kategoriseeritav tulemus, ning see on
oluline néitaja katsemeetodi asjakohasuse hindamiseks (16).

THP-G8 — IL-8 lutsiferaasikatses kasutatav 1L-8 reporterrakuliin.  Inimese
makrofaagilaadsete rakkude liin THP-1, millesse on transfekteeritud lutsiferaaside SLO ja
SLR geenid, mis on vastavalt I[L-8 ja GAPDH promootori kontrolli all.

Tundlikkus — katsemeetodiga Oigesti positiivseks/reaktsioonivéimeliseks liigitatud
uuritavate kemikaalide osakaal kdikide positiivsete kemikaalide hulgas. Tundlikkus kajastab
sellise katsemeetodi tapsust, millega saadakse kategoriseeritav tulemus, ning see on oluline
niitaja katsemeetodi asjakohasuse hindamiseks (16).

Tépsus — katsetulemuste ja vastuvdetavate vordlusvairtuste kooskdla maar. Tapsus nditab
katsemeetodi tulemuslikkust ja on {iks asjakohastest aspektidest. Seda mdistet kasutatakse
sageli vastavuse tdhenduses, et viljendada katsemeetodiga saadud digete tulemuste osakaalu

(16).
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Usaldusvidrsus — nditaja, mis iseloomustab katsemeetodiga saadud tulemuste
reprodutseeritavust pikema aja jooksul samas laboris ja eri laborites, kui meetodit
rakendatakse iihe ja sama katse-eeskirja alusel. Usaldusvédarsuse hindamiseks arvutatakse
laborisisene ja laboritevaheline reprodutseeritavus ning laborisisene korratavus (16).

Uuritav kemikaal — iga aine v0i segu, mida uuritakse kdesoleva katsemeetodi abil.

UVCB - tundmatu vdi muutuva koostisega aine, kompleksne reaktsioonisaadus voi
bioloogilist paritolu materjal.

Uhest koostisosast koosnev aine — aine, mis on masratletud kvantitatiivse koostise alusel ja
mille ithe pdhikoostisosa sisaldus on vdhemalt 80 massiprotsenti.

Uhinenud Rahvaste Organisatsiooni iihtne iilemaailmne kemikaalide Klassifitseerimise
ja mirgistamise siisteem (URO GHS) — siisteem, millega néhakse ette kemikaalide (ainete
ja segude) klassifitseerimine vastavalt nende fiitisilise ohtlikkuse ning kahjuliku tervise- ja
keskkonnamgju standarditud liigile ja tasemele ning mis hdlmab selliseid asjaomaseid
teavitustahiseid nagu piktogrammid, mérksdnad, ohulaused, hoiatuslaused ja ohutuskaardid,
et anda inimeste (sealhulgas todandjate, tootajate, vedajate, tarbijate ja padstetootajate) ning
keskkonna kaitsmiseks vajalikku teavet kdnealuste kemikaalide kahjuliku toime kohta (21).
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Liide 3.2

LUTSIFERAASI AKTIIVSUSE MOOTMISE P(”)HIM()T]Q NING SLO JA SLR-I
PUHUL KOHALDATAVATE OPTILISE FILTRI LABILASKVUSTEGURITE
KINDLAKSTEGEMINE

Mitme reporteriga katsestisteemi Tripluc on vdimalik kasutada mitme vérvuse
tuvastamist vdimaldava mikroplaatide jaoks ette nahtud luminomeetriga, mille saab
varustada optilise filtriga (nt Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO (PerkinElmer), Tristar
LB941 (Berthold)). Mootmiseks kasutatav optiline filter on madal- vo1 kdrgpaasufilter
piirlainepikkusega 600—620 nm vo1 ribapaisufilter lainepikkusele 600—700 nm.

Lutsiferaaside tekitatava kahe viirvuse modtmine optilise filtri abil

Selles néites kasutatakse luminomeetrit Phelios AB-2350 (ATTO). See luminomeeter
on varustatud 600 nm madalpaasufiltriga (R60, HOYA Co., filter 1), mis véimaldab
eristada SLO (Amaks = 580 nm) ja SLR1 (Amaks = 630 nm) pdhjustatud luminestsentsi.

600 nm madalpaasufiltri labilaskvustegurite kindlakstegemiseks kasutatakse puhastatud
lutsiferaase SLO ja SLR ning 1) mdddetakse SLO ja SLRi pohjustatud
bioluminestsentsi tugevus ilma filtrita (F0), 11) mdddetakse SL.O ja SLRi pShjustatud,
600 nm madalpaasufiltri (filter 1) ldbinud bioluminestsentskiirguse tugevus ja iii)
arvutatakse allpool loetletud 600 nm madalpadsufiltri ldbilaskvustegurid SLO ja SLRi

puhul.
Liabilaskvustegurid Lithend Madratlus
SO | Filter 1: kORreo Filtr1 labilaskvustegur
lidbilaskvustegur SLO puhul
QIR | Filter I: «Rreo Filtr1 1abilaskvustegur
lidbilaskvustegur SLRi puhul

Kui valida katseproovis SLO ja SLRi pdhjustatud luminestsentsi tugevuse tdhisteks
vastavalt O ja R, siis on 1) filtri puudumisel tdheldatav kogu optilist spektrit hdlmava
valguse tugevus FO ja i1) 600 nm madalpaasufiltri (filter 1) labinud valguse tugevus F1
kirjeldatavad jargmiste valemitega.

FO=0+R
F1 = kOreo x O + kRreo X R

Need valemid voib esitada ka jargmisel kujul:
<F0> ( 1 1 ) <O>
F1 KOreo  KRpeo/ \R
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Seejarel saab arvutatud labilaskvustegurite (kOreo ja kKRreo) ning mdddetud FO ja F1
vaartuste abil leida O ja Ri vadrtused jargmise valemiga:

<O> < 1 1 >_1<F0>
R KOpeo  KRpeo F1/

Libilaskvusteguri kindlakstegemiseks kasutatavad materjalid ja meetodid
1) Reaktiivid
Puhastatud eraldi lutsiferaasid:

luofiliseeritud puhastatud SLO
liiofiliseeritud puhastatud SLR

(valideerimisuuringu jaoks hangiti need koos rakuliiniga THP-G8 Jaapanis Tottoris
asuvast ettevottest GPC Lab. Co. Ltd.)

Katsereaktiiv:

lutsiferaasikatse reaktiiv Tripluc® (nt ettevdttest TOYOBO; katalooginumber MRA -
301)

Soode:

lutsiferaasikatse s6ode (30 ml, siilitatakse temperatuuril 2—8 °C)

B Loppkonts. o
Reaktiiv Konts. Vajalik kogus
s06tmes
RPMI-1640 - - 27 ml
Veiselooteseerum | - 10 % 3ml

2) Enstiiimilahuse valmistamine

Luofiliseeritud puhastatud lutsiferaasi lahustamiseks katsutis lisatakse sellele 200 ul
10100 mM Tris/HCl-1 vd1 Hepes/HCl-1 (pH 7,5-8,0), mis sisaldab 10 % gliitserooli
massiiihikutes ruumalaiihiku kohta. Ensiilimilahus jaotatakse 10 pl alikvootidena
iihekordsetesse 1,5 ml katsutitesse ja sdilitatakse stigavkiilmikus temperatuuril -80 °C.
Kilmutatud enstitimilahus on kasutatav kuni kuue kuu jooksul. Kasutamisel lisatakse
igasse enstiimilahust (lahjendatud ensiiimilahust) sisaldavasse katsutisse 1 ml
lutsiferaasikatse  soodet (10 %  veiselooteseerumit sisaldav  RPMI-1640) ja
iaktiveerumise takistamiseks hoitakse katsuteid jaal.

3) Bioluminestsentsi mootmine

Lutsiferaasikatse reaktiiv Tripluc® sulatatakse ja seda hoitakse toatemperatuuril
veevannis vO1 imbritseva Shu temperatuuril. Luminomeeter liilitatakse sisse 30 minutit
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enne modtmise algust, et fotokordisti jouaks stabiliseeruda. 100 pl lahjendatud
ensiitimilahust kantakse 96-kannulisele mustale lamedapdhjalisele plaadile (SLO
proovid kannudesse B1, B2 ja B3, SLR1 proovid kannudesse D1, D2, ja D3). Seejarel
kantakse 1gasse enstiimilahust sisaldavasse plaadi kannu pipetiga 100 pl
eelsoojendatud Triplucit. Plaati loksutatakse plaadiloksutil toatemperatuuril (umbes
25 °C) 10 minutit. Vajaduse korral kdrvaldatakse kannudes olevast lahusest mullid.
Lutsiferaasi aktiivsuse mddtmiseks asetatakse plaat luminomeetrisse. Bioluminestsentsi
mdddetakse 3 sekundit ilma optilise filtrita (FO) ja 3 sekundit optilise filtriga (F1).

Optilise filtri Iabilaskvustegur arvutatakse vastavalt jargmistele valemitele.

Labilaskvustegur (SLO (xOres0)) = (BI/F1 + B2/F1 + B3/F1) : (B1/FO + B2/F0O +
B3/F0)

Labilaskvustegur (SLR (xRreo)) = (D1/F1 + D2/F1 + D3/F1) : (DI/FO + D2/F0 +
D3/F0)

Arvutatud labilaskvustegureid kasutatakse koigi sama luminomeetriga tehtavate
modtmiste puhul.

Seadmete kvaliteedi kontrollimine

Tuleks kasutada 1L-8 lutsiferaasikatset kasitlevas katse-eeskirjas kirjeldatud korda (18).
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Liide 3.3

Enne katsemeetodi B.71 juurde kuuluvas kdesolevas liites kirjeldatud meetodi rutiinset
kasutamist tuleks tdendada labori tehnilist padevust. Selleks tuleks 11.-8 lutsiferaasikatses
saada tabelis 1 esitatud soovitatava kiimne aine puhul eeldatavale tulemusele vastav
prognoos ning kiimnest padevusainest vdhemalt kaheksa puhul viddrtused, mis jaavad
asjaomasesse vOrdlusvahemikku (padevusained on wvalitud nii, et nende puhul oleksid
esindatud naha sensibiliseerimise ohuga seotud eri reaktsioonid). Peale selle on
valikukriteeriumidena vdetud arvesse ainete kaubanduslikku kittesaadavust, kvaliteetsete in
vivo vordlusandmete olemasolu ja IL-8 lutsiferaasikatsega saadud kvaliteetsete in vitro
andmete olemasolu. Lisaks on IL-8 lutsiferaasikatse kohta olemas avaldatud vordlusandmed

(1, 6).
Tabel 1. IL-8 lutsiferaasikatse puhul tehnilise padevuse tdendamiseks soovitatavad ained
I1L-8
lutsiferaasika
CA Lahustuvus In vivo tse kohane Vordlusvahemik
- - 2 3
Pédevusained Si Olek X-VIVO13 s toime prognoos (ug/mb)
or kontsentratsio prognoos! IL-8
onil 20 mg/ml + Iutsiferaasik
CV05
atse kohane
MIT?
Sensibilisaat
2.,4- 97-  Tahki . or ..
dinitroklorobenseen 00-7 s Ei lahustu (ddrmiselt Positiivee  2,3-3,9 0,5-2.3
tugev)
Sensibilisaat
Formaldehiiiid 50-  Vedel Lahustub or Positiivne 9-30 4-9
00-0 ik
(tugev)
. Sensibilisaat
2- . 149- Tabki - ; pahgsty or Positivne  Zo0”  60-250
merkaptobensotiasool 30-4 ] o 290
(moddukas)
Sensibilisaat
Etiileendiamiin 107- V?del Lahustub or Positiivne 500~ 0,1-0,4
15-3 ik . 700
(moddukas)
.. .. . Sensibilisaat
Etileengliikooldimetak — 97- = Vedel  p.p () or Positivne  >2000  0,04-0,1
rillaat 90-5 ik ~
(nork)
g Sensibilisaat
4-alliilanisool 140- - Vedel 5y 4t or Positiivne ~ >2000  0,01-0,07
(estragool) 67-0 ik ~
(nork)
381 Tahki Sensibiliseer
Streptomiitsiinsulfaat 0- Lahustub . . Negatiivne > 2000 > 2000
74-0 S 1va toimeta
Gliltserool 56-  Vedel y pustup  Semsibiliseer o tiivne  >2000 > 2000
81-5 ik iva toimeta
67- Vedel Sensibiliseer ..
Isopropanool 63-0 Kk Lahustub iva toimeta Negatiivne > 2000 > 2000

Lithendid: CASi nr — Chemical Abstracts Service’i registrinumber.
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! In vivo toime tugevuse villjendamisel on lihtutud ECETOCI soovitatud kriteeriumidest (19).

2 Varasemate katsete andmete pdhjal (1, 6).

3 CV05 ja IL-8 lutsiferaasikatse kohase MIT arvutamiseks kasutati programmiga EPI Suite™ saadud vees
lahustuvuse andmeid.

* CV05 — vihim kontsentratsioon, mille juures kemikaali toimel avalduv Inh-GAPLA on viiksem kui 0,05.

5 MIT - viiiksem kontsentratsioon, mille juures kemikaal vastab positiivsuse kriteeriumidele.
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Liide 3.4

INDEKSID JA HINDAMISKRITEERIUMID
nILSLA (nSLO-LA)

ILSLA (SLO-LA) ja GAPLA (SLR-LA) puhul tehakse mddtmisi j-ndas analiitisitstiklis (j =
1-4) i-ndal kontsentratsioonil (i = 0—11). Normaliseeritud ILSLA tdhis on nIL8LA (nSLO-
LA) ja selle médratlus on jargmine:

nIL8LA;; = IL8LA;;/GAPLA;; .
See on kéesoleva katsemeetodi puhul kasutatav lahtesuurus.
Ind-ILSLA (FInSLO-LA)

Ind-ILSLA on kidesoleva katsemeetodi puhul peamine niitaja, mis viljendab nIL8LA
(nSLO-LA) keskmise véartuse suurenemist kordades konkreetses analiiiisitsiiklis i-ndal
kontsentratsioonil vorrelduna sama néaitaja véartusega nullkontsentratsioonil. Kdénealune
suhe on esitatay jargmise valemiga:

Ind — IL8LA; = {(1/4) x X;nIL8LA;}/{(1/4) X X;nIL8LA;} .

Juhtlabori ettepaneku kohaselt vastab uuritava kemikaali puhul positiivsele tulemusele
vadrtus 1,4. Nimetatud vadrtus pdhineb juhtlabori varasemate katseandmete analiitisil.
Andmehalduse tooriihm on kasutanud seda vaartust valideerimisuuringu koigis etappides.
Nagu valemist ndghtub, on katse esmane tulemusnditaja Ind-ILSLLA kahe aritmeetilise
keskmise suhtarv.

Usaldusvahemik usaldusnivool 95 % (Closx)

Konealuse esmase moddetava tulemusniitaja kordustdpsuse hindamiseks saab leida
nimetatud suhtarvul pdhineva usaldusnivoole 95 % vastava usaldusvahemiku (Close). Kui
Close alampiir on > 1, siis see nditab, et kontsentratsioonil nr 1 on nIL8LA oluliselt suurem
kui lahustiga kontrolli puhul. Close, leidmiseks on mitu vdimalust. Valideerimisuuringus
kasutatud meetod pShineb Fielleri teoreemil. Selle teoreemi jargi leitakse usaldusvahemik
usaldusnivool 95 % valemiga

—B —vB? —4AC —B + vB? — 4AC
2A ’ 2A ’

kus
sd? sd?2.
— 32 2 0 — T T — 52 2 y1 —
A= Xy — o750 X N B=-2XXXy, C=§ —1torsw X o M= 4,
y1
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Xo = (1/ng) x ¥;nIL8LAy;, sdf = {1/(ny — 1)} X ¥;(nIL8LAy; — 20)2,

ng =4, §; = (1/ny;) x ¥;(nlL8LA;) ja sdj; = {1/(ny; — 1)} x ¥;(nIL8LA; — yi)z.

to,075(v) On keskse t-jaotuse 97,5-protsentiil vabadusastmete arvu yy puhul, kus

v= (% + Zd_i)/{(%)z /(ng— 1) + (%%) /(ngi — 1)}

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Inh-GAPLA on konkreetses analiitisitsiiklis 1-ndal kontsentratsioonil taheldatava GAPLA
(SLR-LA) keskvéairtuse ja lahustiga kontrolli puhul tdheldatava sama niitaja keskvadrtuse
suhtarv ning see on esitatav jargmisel kujul:

Inh — GAPLA; = {(1/4) X X; GAPLA;;}/{(1/4) X ; GAPLA,;}.
Kuna GAPLA asub nIL8LA arvutamise valemi nimetajas, pdhjustab see viga viikestel

vadrtustel suurt varieeruvust nIL8LA vadrtustes. Seeparast voib Ind-IL8LA védrtusi, mis on
saadud Inh-GAPLA viga viikeste vairtuste puhul (alla 0,05), pidada ebatépseks.
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Liide 3.5

1L-8 LUTSIFERAASIKATSES KASUTATAV KEMIKAALIDE LAHUSTAMISE SKEEM

a) X-VIVO™ 15-s kontsentratsioonil 20 mg/ml lahustuvad kemikaalid

Kui kemikaal lahustub X-VIVO " 15-s U
(1. analiiiisitsiikkel) Lahjenduswgur 3

20 mg/ml P&hilahus
U Lahjendustegur 2 (4 mg/ml) ]
HHHHHHHHHH@@D
1 mg/ml 4 mg/ml .
O NS00 o 0 o 0 o 2 mg/ml [J

Llsatakse rakususpensioonile 96- kannulisel plaadil (50 pl : 50 pl)

HHHHHHHHHHHH

0,5 mg/ml [ 2 mg/ml O
I[] $=F = rssessrT =TSRSS 1 mg/ml ]

Tehakse kindlaks suurim kontsentratsioon jargnevate analiiiisitsiiklite jaoks

0 CV05: vihim kontsentratsioon, mille juures
" — Inh-GAPLA on < 0,05
(pdhilahuse kontsentratsioon x 1/lahjendustegur (X))

w.05[4 .é —
.0

Loppkontsentratsmonz 3. Ja4 analinisitsiiklis

Inh-GAPLA

1 mg/ml 4 mg/ml

QUi = - 0,5 mg/ml 2mg/ml |
2., 3. voi 4. analiiiisitsiikkel U
Lah]endamme
) o
X—VIVOTM 15-ga kontroll xlg 4 x CVO05 (4 x pdhilahuse
Lahjendustegur 1,5 0 kontsentratsioon x 1/X)

SRR TR TR TR 1 X

Lisatakse rakkudele 96-kannulisel plaadil (50 pl : 50 ul)
2 x CV05

[ e e e e e =
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b) X-VIVO™ 15-s kontsentratsioonil 20 mg/ml lahustumatud kemikaalid

Kukenkad dlhwtuX-VIVO 155 g e U
(. anakinisitsiikkd) 20 mehy]  FeunfTgmuns <1 Spenatant
Lahjendustegur 2 - of32 (pOhihtous)

= Lshjendustagurl

HHHHHHHHHHH

X1’10"4 X172 x1od
x1512 X123 32 3

j,hmdrsenhmpemnmﬂe 96hum1li:e1phadﬂ('o W0 W)

172043 X15512 1B 182 s xR

0 X102 x12% X164 X116 X1 Lopplakjerdus
é ;' e — CV07: wldw Jouroutatvon wilk jooes
S a8 Il GAPLA o <00
— \\//(Ib'la]nlm'e Jonteutatwonx 1/ Mgl wgmai X))
VIAMANANY
P A
xy X Xt
§ I
2., 3. v0i 4, analilisitstikkel g —
v hpndamine Y
- . xl ~-.v>5~‘,4"‘ shuse
X-¥MO  15-ga kantral Labisadamenar 1S L]

===
l. vt rakk udele 96-Kannulse | glaadil (3041 : 20y

/ 2x (V0S5
vl

443



Liide 3.6

IL-8 LUTSIFERAASIKATSES POSITIIVSE KONTROLLINA KASUTATAVA 4-NBB
LAHUSTAMISE SKEEM

Positiime kortroll: 4NBB (¢ ldmstu X-VIVO  15-9)

Iyndutegrr 4

i p————

Poortamie q

20 mg/mi penenfungm fre Supmutni xVé&
xl

Kalekardsed Iabjerded
(.—-—

., x1“.§ 8 xV4
XVIVO 158 e :

kool Liatakee raddudele 96 karenadicel
plaadil (50 ul : 50 i)

x'm" e W%

XVIVO 1582
koxroll
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9) C osasse lisatakse jargmised peatiikid:

,C.52. UHTE POLVKONDA HOLMAV PIKENDATUD SIGIVUSKATSE JAAPANI
RIISIKALAGA (MEOGRT)

SISSEJUHATUS

l.

Kédesolev katsemeetod on samavdirne OECD katsejuhendiga nr 240 (2015). Jaapani
riisikalaga tehtava tihte pdlvkonda hdlmava pikendatud sigivuskatse (MEOGRT) juhendis
kirjeldatakse pdhjalikku katsemeetodit, mille aluseks on kalade kokkupuude kemikaaliga
mitme polvkonna jooksul, et koguda okoloogilise ohu ja kemikaalide, sealhulgas
vOimalikud endokriinfunktsiooni kahjustavad kemikaalid, riskihindamise aspektist olulisi
andmeid. MEOGRT puhul kestab kokkupuude kemikaaliga kuni teise pdlvkonna (F2)
koorumiseni (kaks nédalat pdrast viljastamist). Tdiendavalt oleks vaja uurida seda, kas
pdlvkonna F2 uurimine koorumisjédrgsel perioodil oleks pdhjendatud; praegu ei ole
piisavalt teavet, mille pdhjal saaks esitada polvkonna F2 uurimise pikendamist
pohjendavaid asjakohaseid tingimusi vdi kriteeriume. Kéesolevat katsemeetodit vdidakse
sitski uue teabe ja andmete pdhjal ajakohastada. Naiteks voivad juhised pdlvkonna F2
uurimise pikendamiseks kuni sigimiseni olla kasulikud teatud asjaoludel (nt suure
biokontsentratsiooni potentsiaaliga kemikaalid vdi andmed pdlvkondadevahelise toime
kohta muudes taksonites). Kiesoleva katsemeetodi abil saab hinnata kemikaalide,
sealhulgas potentsiaalselt endokriinfunktsiooni kahjustavate kemikaalide vd&imalikku
kroonilist toimet kaladele. Meetodis keskendutakse eelkdige vdimalikule populatsiooni
mdjutavale toimele (kahjulik mdju ellyjagdgmusele, arengule, kasvule ja sigimisele), et
arvutada tdheldatavat toimet mitteavaldav kontsentratsioon (NOEC) vdi toimet avaldav
kontsentratsioon (ECx), kuid tuleks arvesse vodtta, et ECx-il pohinevad meetodid e1 sobi
tavaliselt sellist tlilipi suurte uuringute jaoks, kus ECx-i kindlakstegemise eesmérgil
uuritavate kontsentratsioonide arvu suurendamine voib olla ebaotstarbekas ja pohjustada
kasutatavate loomade suure arvu tdttu loomade heaoluga seotud probleeme. Kemikaalide
puhul, mis ei vaja mitmes pdlvkonnas hindamist v1 millel puudub endokriinfunktsiooni
kahjustamise potentsiaal, vdivad olla sobivamad muud katsemeetodid (1). Jaapani riisikala
on kdesoleva katsemeetodiga kasutamiseks sobiv litk tdnu lihikesele elutstiklile ja
vdimalusele tuvastada selle geneetilist sugu (2), mida peetakse selle katsemeetodi keskse
tdhtsusega komponendiks. Meetodis kirjeldatud konkreetsed meetodid ja vaatluste
16ppnditajad on kohaldatavad iiksnes jaapani riisikala suhtes. Sarnase katse-eeskirja jaoks
vdivad sobida ka muud vaikesed kalaliigid (nt vootdaanio).

Kiéesoleva katsemeetodi kohaselt mdddetakse mitmeid bioloogilisi 10ppnditajaid.
Esmajoones pooratakse tahelepanu vdimalikule kahjulikule toimele, mis avaldub
populatsiooni nditajates, sealhulgas elluyjadmus, tldine areng, kasv ja sigimine. Teises
jérjekorras kogutakse muud kasulikku teavet vitellogeniini (vtig) mRNA (vdi vitellogeniini
valgu, VTG) ja geneetilise sooga seotud fenotiiiibi teiseste sootunnuste mddtmise ning
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histopatoloogia hindamise teel, et saada andmeid toimemehhanismide kohta ja seostada
neid muudes valdkondades ja laboriuuringutes saadud tulemustega juhul, kui leidub a
posteriori toendeid kemikaali endokriinfunktsiooni kahjustava potentsiaali kohta (nt
muude katsetega on leitud androgeenide vo1 Ostrogeenide funktsiooni kahjustav toime).
Tuleb mirkida, et kui kemikaalil vdi selle metaboliitidel endokriinfunktsiooni kahjustavat
toimet ei kahtlustata, voib nimetatud teiseste [dppnditajate mddtmise vajadus puududa ning
sobivam on kasutada vdhem ressursse ja loomi vajavaid uuringuid (1). Kéesolevas
katsemeetodis kasutatud mdisted on mééaratletud 1. liites.

LAHTEKAALUTLUSED JA PIIRANGUD

3. Kuna uuritud kemikaalide arv on viike ja kdnealuse iisna keeruka katse valideerimisse on
kaasatud véhe laboreid, voib eeldada, et katsemeetod vaadatakse 1dbi ja seda muudetakse
saadud kogemuste valguses parast seda, kui on tehtud piisavalt uuringuid konealuse uue
uuringukava toimivuse kinnitamiseks. Andmeid saab kasutada endokriinfunktsiooni
kahjustavate kemikaalide analiiiisimise ja hindamise OECD kontseptuaalse raamistiku 5.
tasemel. Meetodi kohaselt algab katse sellega, et tdaiskasvanud kalad (pdlvkond FO) viiakse
sigimisperioodil kokkupuutesse uuritava kemikaaliga. Kokkupuude jatkub pdlvkonna ja F1
arengu ja sigimise perioodil kuni pdlvkonna F2 koorumiseni. Ténu sellele vdimaldab katse
hinnata nii struktuurseid kui ka aktiveerivaid radasid, mis mdjutavad endokriinfunktsiooni.
Endokriinfunktsiooniga seotud 10ppnaitajate tdlgendamisel voib kasutada tdendite
kaalukusel pohinevat meetodit.

4. Katsesse tuleks kaasata vajalikul arvul isendeid, et saavutada sigimisega seotud
16ppnéitajate hindamiseks piisav statistiline véimsus (vt 3. liide), tagades samal ajal
loomade heaolu kaalutlustel, et kasutatavate loomade arv on véimalikult viike. Arvestades
kasutatavate katseloomade suurt arvu, tuleb katse vajalikkust hoolikalt kaaluda seoses
olemasolevate andmetega, mis vdivad juba hdlmata asjakohast teavet paljude MEOGRT
16ppnéitajate kohta. Sellega seoses vdib abi saada OECD koostatud raamistikust kaladele
avalduva miirgisuse katsete kohta (1).

5. Katsemeetod on vélja tootatud eelkdige iiksiku aine toime eristamiseks. Ent kui tekib
vajadus teha katse seguga, siis tuleks kaaluda, kas meetodiga saadakse kavandatud
regulatiivse eesmérgi jaoks sobivad tulemused.

6. Enne katse alustamist on oluline koguda andmeid uuritava kemikaali fiitisikalis-keemiliste
omaduste kohta, eelkdige selleks, et oleks voimalik valmistada piisivaid kemikaalilahuseid.
Samuti tuleb kasutada piisavalt tundlikku analiiisimeetodit uuritava kemikaali
kontsentratsioonide kontrollimiseks.

KATSE POHIMOTE
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7.

Katse alustamiseks viiakse sugukiipsed isas- ja emasisendid (vdhemalt 12 nddalat pérast
viljastamist) sigimispaarides kolmeks nadalaks kemikaaliga kokkupuutesse. Selle aja
jooksul levitatakse uuritavat kemikaali vanemate pdlvkonna (F0) organismis vastavalt
kemikaali toksikokineetilistele omadustele. Voimalikult 1dhedal neljanda nddala esimesele
pdevale korjatakse mari, et saada pdlvkond F1. Pdlvkonna F1 kasvatamise ajal (kokku 15
nddalat) hinnatakse kooruvust ja ellujdamust. Lisaks vdetakse 9.—10. viljastamisjargsel
niddalal kaladelt proove arengu l0ppnditajate kindlakstegemiseks ning 12.-14.
viljastamisjargsel nadalal hinnatakse kolme nidala jooksul kudemist. Pdlvkond F2 luuakse
parast kolmandat sigivuse hindamise néddalat ja seda kasvatatakse kuni koorumise 16puni.

KATSE NOUETEKOHASUSE KRITEERIUMID

8.

Katse nduetekohasuse suhtes kohaldatakse jargmisi kriteeriume.

Lahustunud hapniku kontsentratsioon peaks kogu katse viltel olema > 60 % ohu
kiillastuskontsentratsioonist.

Keskmine veetemperatuur peaks kogu uuringu viltel olema vahemikus 24-26 °C.
Uksikutes akvaariumides esinevad pogusad korvalekalded keskmisest ei tohiks iiletada

2 °C.

Keskmine sigivus iga pdlvkonna (FO ja F1) kontrollrithmades peaks olema suurem kui 20
marjatera paari kohta paevas. Kdikide hindamise jooksul valminud marjaterade viljakus
peaks olema iile 80 %. Lisaks peaks kontrollrithma soovituslikust 24 sigimispaarist 16 (>
65 %) valjutama paevas rohkem kui 20 marjatera paari kohta.

Marjaterade (keskmine) kooruvus kontrollriihmades peaks olema > 80 % (nii pdlvkonnas
F1 kui ka pdlvkonnas F2).

Kontrollrithmas (F1) peaks (keskmine) ellujaamus kuni 3. viljastamisjargse nadalani ja
alates 3. viljastamisjargsest nadalast kuni pdlvkonnaga F1 katse 1dpetamiseni (15.
viljastamisjargne néddal) olema vastavalt > 80 % ja > 90 %.

Tuleks esitada tdendid selle kohta, et uuritava kemikaali kontsentratsioone lahuses on
suudetud hoida rahuldavalt vahemikus + 20 % mddtmistulemuste keskviirtusest.

Kuigi see ei ole nduetekohasuse kriteertum, ei tohiks tihe kontsentratsiooniriihma
paralleelndude ega katse kontsentratsioonirthmade vahel olla statistilisi erinevusi vee
temperatuuris  (igapdevaste temperatuurimddtmiste pohjal; vélja arvatud pdgusad
korvalekalded).

Kuigi suurema kokkupuutega rithmades vdib tiheldada vdhenenud sigivust, peaks
pdlvkonna FO sigivus kokkupuute suuruse jdrgi vidhemalt kolmandast rithmast alates ja
kdigis vdiksema kokkupuutega rithmades olema piisav koorumisinkubaatorite taitmiseks.
Peale selle peaks polvkonna F1 embriiote ellujagdmus olema kokkupuute suuruse jargi
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10.

kolmandas rithmas ja k&igis vaiksema kokkupuutega rithmades piisav selleks, et hinnata
16ppnditajaid noorkaladest proovide votmise etapil (vt punktid 36 ja 38 ja 9. liide). Lisaks
peaks pdlvkonna F1 koorumisjargne ellujagamus olema kokkupuute suuruse jéargi teises
rihmas vdhemalt ndutaval miinimumtasemel (~ 20 %). Need ei ole otseselt
nduetekohasuse kriteeriumid, vaid soovitused, mis vdéimaldavad arvutata usaldusvéirseid
NOEC vairtusi.

Kui leitakse kdrvalekaldeid katse nductekohasuse kriteeriumidest, tuleks kaaluda selliste
korvalekallete moju katsetulemuste usaldusvairsusele ning esitada need korvalekalded ja
kaalutlused katseprotokollis.

MEETODI KIRJELDUS

Seadmed

11.

Vesi
12.

Tavapéarased laboriseadmed, eeskatt jargmised seadmed:

a) hapnikumddtur ja pH-meeter;
b)seadmed vee kareduse ja leelisuse mddramiseks;
c) asjakohased temperatuuri reguleerimise ja soovitatavalt selle pideva jalgimise seadmed;

d)soovitatava biomassisisalduse ja asustustiheduse jaoks piisava suurusega keemiliselt
inertsest materjalist proovindud (vt 3. liide);

e) sobiva tdpsusega kaal (st tdpsusega + 0,5 mg).

Katses voib kasutada sellist vett, milles katsealune liik kasvab ja milles tal on piisavalt
pikk eluiga. Vesi peab olema kogu katse jooksul piisiva kvaliteediga. Tagamaks, et
lahjendamiseks kasutatav vesi el mdjutaks liigselt katsetulemusi ega pdhjustaks néiteks
uuritava kemikaaliga komplekside moodustumist vdi avaldaks negatiivset mdju sugukarja
joudlusele, tuleks kindlate ajavahemike jdrel vdotta analiiisimiseks veeproove. Kui
lahjendusvesi on teadaolevalt suhteliselt piisiva kvaliteediga, tuleks raskemetallide (nt Cu,
Pb, Zn, Hg, Cd ja Ni), peamiste anioonide ja katioonide (nt Ca®', Mg®', Na", K', CI" ja
SO4%), pestitsiidide, orgaanilise siisiniku ja hdljuvaine sisaldus méédrata naiteks iga kuue
kuu jérel. Lahjendusvee moned ndutavad keemilised omadused on esitatud 2. hites. Vee
pH peaks olema vahemikus 6,5-8,5, kuid ei tohiks iihe katse jooksul muutuda rohkem kui
+ 0,5 pH-iihikut.

Kokkupuutesiisteem

13.

Kokkupuutesiisteemi konstruktsiooni ja selles kasutatavaid materjale ei ole tdpsustatud.
Katsesiisteemi ehitamiseks tuleks kasutada klaasi, roostevaba terast vdoi muid keemiliselt
inertseid materjale, mis et ole varasemate katsete kédigus saastunud. Kéiesolevas katses
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kasutamiseks sobiv kokkupuuteslisteem v&ib koosneda pideva ldbivooluga stisteemist (4—
13).

Katselahused

14.

15.

Uuritava kemikaali pohilahus tuleks viia kokkupuutesiisteemi sobiva pumba abil.
Pd&hilahuse vooluhulka tuleb kalibreerida enne kokkupuute algust pdhilahuse kohta tehtava
analiiisi tulemuste pdhjal ning seda tuleb katse jooksul regulaarselt volumeetriliselt
kontrollida. Igas kambris olevat uuritavat lahust varskendatakse piisaval madral (nt
vdhemalt 5 ja kuni 16 kambri mahu viarskendust pidevas voi1 voolukiirus kuni 20 ml/min)
olenevalt uuritava kemikaali piisivusest ja vee kvaliteedist.

Valitud kontsentratsiooniga katselahused valmistatakse pdhilahuse lahjendamise teel.
Pohilahuse valmistamiseks tuleks uuritavat kemikaali lahjendusvees mehaanilisel teel (nt
segamine ja/vO1 ultrahelitootlus) soovitatavalt lihtsalt segada vo1 loksutada. Sobiva
kontsentratsiooniga pohilahuse saamiseks voib kasutada kiillastuskolonne/-siisteeme voi
passiivse doseerimise meetodeid (14). Lahustite ja kandeainete kasutamist tuleks koigi
vahenditega valtida, sest 1) teatud lahustid v&tvad ise pdhjustada miirgisust ja/voi
soovimatud vo1 ootamatuid reaktsioone; 2) kemikaalide uurimine nende vees lahustuvusest
korgemal kontsentratsioonil (nagu lahustite kasutamise puhul sageli juhtub) vdib
raskendada toimet avaldava kontsentratsiooni tidpset kindlakstegemist; 3) lahustite
kasutamine pikaajalistes katsetes voib pdhjustada mikroobide tegevusega seotud
markimisvadrset bioloogilist méairdumist, mis vdib mdjutada keskkonnatingimusi ja
kokkupuutekontsentratsioonide sidilitamise vdimet ning 4) kui puuduvad varasemad
andmed, mille kohaselt lahusti ei moonuta uuringu tulemust, tuleb lahusti kasutamiseks
teha lahustiga kontroll, mis aga mdjutab loomade heaolu, kuna katse jaoks on sel juhul
vaja rohkem loomi. Raskesti uuritava kemikaali puhul voib lahustit kasutada viimase
vdimalusena ning parima meetodi kindlakstegemisel tuleb arvesse votta OECD juhendit nr
23 raskesti uuritavate ainete ja segude veekeskkonna suhtes avalduva miirgisuse uurimise
kohta (15). Lahusti valiku méédravad uuritava kemikaali keemilised omadused ja
olemasolevad varasemad andmed lahusti kasutamise kohta. Lahusti kandeainete
kasutamise korral tuleb lisaks ilma lahustita (negatiivsetele) kontrollidele (iiksnes
lahjendusvesi) hinnata ka sobivaid lahustiga kontrolle. Kui lahusti kasutamine on véltimatu
ja tekib mikroobne aktiivsus (bioloogiline mairdumine), on soovitatav iga paagi
bioloogiline = mairdumine kogu  katse jooksul (vdhemalt kord néadalas)
registreerida/protokollida. Ideaaljuhul peaks lahusti kontsentratsioon olema lahustiga
kontrollis ja kdigis katseproovides pidevalt ithtlane. Kui lahusti kontsentratsioon ei ole
pidevalt tihtlane, tuleks lahustiga kontrolliks kasutada katseproovide kdige suuremat
lahusti kontsentratsiooni. Lahusti kandeaine kasutamise korral ei tohiks lahusti suurim
kontsentratsioon tiletada 100 pl/l voi 100 mg/l (15) ja soovitatavalt tuleks hoida lahusti
kontsentratsioon vdimalikult madalal (nt < 20 pl/l), et véltida lahusti vdimalikku mdju
mdddetavatele 16ppniitajatele (16).
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Katseloomad

Kalade valimine ja pidamine

16.

17.

Katses kasutatav liik on jaapani riisikala Oryzias latipes, kuna sellel on lithike elutsiikkel ja
vdimalus teha kindlaks geneetilist sugu. Kuigi sarnase katse-eeskirja jaoks voivad sobida
ka muud viikesed kalaliigid, on kéesolevas katsemeetodis kirjeldatud konkreetsed
katsemeetodid ja vaatluste loppnditajad kohaldatavad iiksnes jaapani riisikala suhtes (vt
punkt 1). Riisikala paljunemist vangistuses on lihtne esile kutsuda; on olemas selle
kasvatamist kdsitlevad avaldatud meetodid (17-19), samuti andmed liihiajalise letaalsuse,
varase clujargu ja kogu elutsiikli katsete kohta (5—6, 8-9, 20). Kdigi kalade puhul
kasutatakse valgustusperioodi 16 h valgust ja 8 h pimedust. Kalu sdodetakse soolase vee
krevettide (Artemia spp.) elusate noorjiargus isenditega, millele vdib vajadusel lisada
kaubanduslikult miitidavat helvessoota. Kaubanduslikult miitidavat helvessoota tuleb
korrapéraselt analiiiisida saasteainete suhtes.

Sobivate kasvatusmeetodite jargimise korral ei ole kohustuslik rakendada konkreetset
kasvatuseeskirja. Naiteks voib riisikala kuni 4. viljastamisjdrgse niadalani kasvatada 2 1
proovindudes tihedusega 240 kalavastset ndu kohta, seejarel kuni 8. viljastamisjargse
niddalani 2 | ndudes tihedusega 10 kala ndu kohta. Pérast seda paigutatakse kalad
sigimispaaridena 2 1 ndudesse.

Kalade kohandamine ja valimine

18.

19.

Katsealused kalad tuleks valida tihest laboriparvest, mida on vihemalt kahe nadala viltel
enne katset kohandatud selliste veekvaliteedi ja valgustustingimustega, mis sarnanevad
katses kasutatavatele tingimustele (markus: nimetatud kohanemisperiood ei asenda
kokkupuute-eelset perioodi). Soovitatavalt tuleks katsealused kalad soetada kohalikust
kasvandusest, sest tdiskasvanud kalade transportimine pdhjustab stressi ja voib hairida
kudemist. Pidamisperioodil tuleks kalu kaks korda paevas soota soolase vee krevettidega
ning kokkupuute etapil tuleks sellele vajaduse korral lisada kaubanduslikult muiidavat
helvessoota. Piisava replitseeritavuse tagamiseks peetakse katse alustamise eeltingimuseks
vihemalt 42 sigimispaari olemasolu (54 sigimispaari juhul, kui on vaja teha lahustiga
kontroll, kuna puuduvad piisavad varasemad andmed, mis vdimaldaks kasutada ainult
lahustit). Lisaks tuleb pdlvkonna FO 1ga sigimispaari puhul kontrollida XX-XY
kromosoomide (st kummagi soo sugukromosoomide normaalkomplekti) olemasolu, et
viltida spontaansete XX isaste kaasamist (vt punkt 39).

Kohanemise etapil tuleb registreerida kasvukalade seas esinev suremus ning parast 48-
tunnist rahunemisperioodi kohaldatakse jargmisi kriteeriume.

Kui suremus kasvupopulatsioonis on seitsme pdeva jooksul enne katsesiisteemi tileviimist
suurem kui 10 %, jdetakse kogu partii korvale.
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- Kui suremus populatsioonis on seitsme péaeva jooksul enne katsestisteemi tileviimist
suurem kui 5-10 %, lastakse kaladel veel seitse paeva kohaneda nii, et kohanemisperiood
on kokku kaks nadalat. Kui kdnealuse jargmise seitsme pdeva jooksul on suremus suurem
kui 5 %, jaetakse kogu partii kdrvale.

- Kui suremus populatsioonis on seitsme péaeva jooksul enne katsesiisteemi tileviimist
vaiksem kui 5 %, loetakse partii vastuvoetavaks.

20. Katsele eelneva kahenddalase kohanemisperioodi viltel ja kokkupuute ajal ei tohiks
kaladel haigusi ravida ning vdimaluse korral tuleks haiguste ravi tdielikult valtida.
Kliiniliste haigustunnustega kalu e1 tohiks uuringus kasutada. Katsele eelnenud perioodil
tehtud vaatlused ning haiguste ennetamiseks ja raviks kasutatud meetodid tuleks
dokumenteerida.

21. Kokkupuuteperioodi tuleks alustada eristatavate sootunnuste ja geneetiliselt kindlaks
tehtud sooga tdiskasvanud kaladega, kes péarinevad temperatuuril 25 + 2 °C kasvatatud
labori sugukiipsete loomade varudest. Kalade sigimisvdime (st varasem eluvdimeliste
jarglaste saamine) peaks olema kokkupuutele eelneva néddala jooksul kontrollitud. Katses
kasutatavas kalade rithmas peaks kdikide kalade kehamass soo jargi jaama katse alguses
vahemikku # 20 % samasooliste kalade massi aritmeetilisest keskmisest. Hinnangulise
keskmise kehamassi leidmiseks tuleks enne katset kalu osaliselt kaaluda. Valitud kalad
peaksid olema vdhemalt 12 nddalat vanad (alates viljastamisest) ning nende kehamass
peaks olema emastel > 300 mg ja isastel > 250 mg.

KATSEPLAAN

Katsekontsentratsioonid

22. Soovitatavalt tuleks kasutada kemikaali viit kontsentratsiooni ja kontrolli/kontrolle.
Katsekontsentratsioonide vahemiku valimisel tuleks arvesse vdtta koiki teabeallikaid,
sealhulgas kvantitatiivseid struktuur-aktitvsussoltuvusi  (QSAR), analoogmeetodeid,
kaladega tehtud muude katsete, niiteks dgeda miirgisuse katsete (kédesoleva lisa peatiikk
C.1), kalade paljunemise liihiajaliste katsete (kdesoleva lisa peatikk C.48) ja muude
katsemeetoditega (nt kdesoleva lisa peatukid C.15, C.37, C.41, C47 v&1 C.49; (21-26)
saadud tulemusi, kui need on kittesaadavad, ning vajaduse korral ka vahemiku leidmise
katsega (mis v&ib hdlmata sigimisetappi) kogutud andmeid. Vajaduse korral vdib
vahemiku leidmise katse ldbt viia 10pliku katsega sarnastel tingimustel (veekvaliteet,
katseslisteem, loomade biomass). Kui tuleb kasutada lahustit, mille kohta puuduvad
varasemad andmed, saab vahemiku leidmise katse abil kontrollida lahusti sobivust. Suurim
katsekontsentratsioon ei tohiks iiletada vees lahustuvuse taset 10 mg/l voi ithte *imnendikku
96h-LC50 vaartusest (27). Vahim kontsentratsioon peaks olema 10—100 korda vaiksem kui
suurim kontsentratsioon. Lisaks annuse-toime seoste mddtmisele vdimaldab kaesolevas
katses viie kontsentratsiooni kasutamine kindlaks madrata ka vdhima tidheldatavat toimet
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avaldava kontsentratsiooni (LOEC) ja toimet mitte avaldava kontsentratsiooni (NOEC),
mis on mones regulatiivses kavas vdi jurisdiktsioonis ndutavad riskihindamise jaoks.
Uldiselt peaks uuritava kemikaali jirjestikuste nominaalsete kontsentratsioonide vahe
kordaja olema < 3,2.

Katse- ja kontrollrithmades kasutatavad paralleelndud

23. Iga katsekontsentratsiooni kohta tuleks kasutada vahemalt kuut paralleelndud (vt 7. liide).
Sigimisetapil (vdlja arvatud pdlvkonna FO puhul) tuleks paralleelndude arv viljakuse
hindamiseks kahekordistada ning iga paralleelndu peab sisaldama tiksnes iihte sigimispaari
(vt punkt 42).

24. Lisaks katsekontsentratsioonidele tuleks kasutada ka lahjendusveega kontrolli ja vajaduse
korral lahustiga kontrolli. Piisava statistilise vGimsuse tagamiseks tuleks kontrollide puhul
kasutada kahekordset paralleelkambrite arvu (st vihemalt 12 paralleelndud). Sigimisetapil
kontrollrithma paralleelndude arv kahekordistatakse (st vihemalt 24 paralleelndud, millest
igaiiks sisaldab iiksnes tihte sigimispaari). Pérast sigimist peaksid kontrollrithma
paralleelndud sisaldama kuni 20 embriiot (kala).

KATSE KAIK

Katse alustamine

25. Katse pdlvkonnana FO kasutatakse suguliselt aktiivseid tdiskasvanud kalu, kes valitakse
kahe kriteerrumi pohjal: vanus (tldjuhul rohkem kui 12. viljastamisjargne néddal, aga
soovitatavalt mitte rohkem kui 16. viljastamisjargne niadal) ja kehamass (emastel > 300 mg
ja isastel > 250 mg).

26. Nimetatud tingimustele vastavad emase-isase paarid paigutatakse eraldi paralleelndudesse:
katse alguses 12 paralleelndud kontrollrithmas ja kuus paralleelndud kemikaaliga
toodeldavates rithmades. Proovindud jaotatakse juhuslikkuse alusel
kontsentratsioonirithma (nt T1-T5 ja kontroll) ja paralleelrihma (nt kontrollid A-L ja
kontsentratsiooniproovid A—F) ning asetatakse seejarel kokkupuutesiisteemi, kus igas ndus
kasutatakse sellele ette ndhtud vooluhulka.

Kokkupuutetingimused

27.Katse parameetrite ja tingimuste tdielik iilevaade on esitatud 3. liites. Nende nduete
jargimise korral peaksid kontrollrihma kalade 10ppnéitajad olema sarnased 4. liites
loetletud vaartustele.

28. Katse ajal tuleks iga kontsentratsiooniriihma ja kontrollrithma kohta védhemalt tihes
katsendus modta lahustunud hapniku sisaldust, pH-d ja temperatuuri. Nimetatud mddtmisi
(v.a temperatuur) tuleks teha kokkupuuteperioodi véltel vahemalt kord nidalas. Keskmine
veetemperatuur peaks olema kogu uuringu viltel vahemikus 24-26 °C. Temperatuuri
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tuleks mdodta kokkupuuteperioodi véltel iga paev. Vee pH peaks olema vahemikus 6,5-8.5,
kuid ei tohiks tihe katse jooksul muutuda rohkem kui =+0,5 pH-uthikut. Uhe
kontsentratsioonirithma paralleelndude ega katse kontsentratsioonirithmade vahel e1 tohiks
olla statistilisi erinevusi vee temperatuuris (igapdevaste temperatuurimddtmiste pShjal;
vilja arvatud pogusad korvalekalded).

Kokkupuute kestus

29.

Katses viiakse pdlvkonna FO sigimisvdimelised kalad kemikaaliga kokkupuutesse kolmeks
nddalaks. Neljandal nadalal (u 24. katsepaeval) moodustatakse pdlvkond F1, pdlvkonna FO
sigimispaarid surmatakse humaansel viisil ning nende kehamass ja pikkus registreeritakse
(vt punkt 34). Seejarel viiakse pdlvkond F1 veel 14 nddalaks kemikaaliga kokkupuutesse
(polvkonna F1 kokkupuuteaeg on kokku 15 nidalat) ja pdlvkond F2 jadb kokkupuutesse
kaheks néddalaks kuni koorumiseni. Katse pdhiosa kogukestus on 19 nddalat (st kuni
polvkonna F2 koorumiseni). Katse ajakava on esitatud tabelis 2 ja seda on tdpsemalt
selgitatud 9. liites.

So60tmisreziim

30.

Kalu voib soota piiramatus koguses soolase vee krevettide (Artemia spp.) 24 tunni vanuste
noorjargus isenditega, millele vdib vajadusel lisada kaubanduslikult miiid<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>