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D018298/01
ANHANG

Der Anhang der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 wird wie folgt gedndert:

1.

Kapitel B.42 erhilt folgende Fassung:

»B.42 Hautsensibilisierung: Lokaler Lymphknotentest

EINLEITUNG

1.

Die OECD-Richtlinien fiir die Priifung von Chemikalien und die auf ihnen beruhenden
EU-Priifmethoden werden regelméBig iiberarbeitet, um dem wissenschaftlichen
Fortschritt, sich &ndernden Rechtsvorgaben und Belangen des Tierschutzes gerecht zu
werden. Die urspriingliche Priifmethode zur Bestimmung der Hautsensibilisierung bei
der Maus, der Lokale Lymphknotentest (Local Lymph Node Assay bzw. LLNA;
OECD-Priifrichtlinie 429; Kapitel B.42 dieses Anhangs), wurde bereits vor einiger
Zeit zugelassen (1). Verschiedene Veroffentlichungen (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9)
(10) (11) gehen genauer auf die Validierung des LLNA und auf die mit ihm
verbundenen wissenschaftlichen Arbeiten ein. Der aktualisierte LLNA beruht auf der
Auswertung von Experimenten und wissenschaftlichen Daten (12). Es handelt sich um
die zweite Priifmethode zur Bewertung des Hautsensibilisierungspotenzials von
Chemikalien (Stoffen und Gemischen) bei Tieren. Die andere Priifmethode (OECD-
Priifrichtlinie 406; Kapitel B.6 dieses Anhangs), namentlich der Meerschweinchen-
Maximierungstest und der Biihler-Test, stiitzt sich auf Tests am Meerschweinchen.
(13) Der LLNA bietet gegeniiber B.6 und OECD-Priifrichtlinie 406 (13) gewisse
Vorteile im Hinblick auf den Tierschutz. Die vorliegende aktualisierte LLNA-
Prifmethode beinhaltet eine Reihe von Leistungsstandards (Anlage 1) in
Ubereinstimmung mit den Grundsitzen des OECD-Leitliniendokuments Nr. 34 (14).
Diese konnen zur Bewertung des Validierungsstatus neuer und/oder modifizierter
Priifmethoden herangezogen werden, die dem LLNA in funktionaler oder
mechanistischer Weise dhnlich sind

Bei dem LLNA wird die Induktionsphase der Hautsensibilisierung untersucht, und der
Test liefert quantitative Daten fiir die Bewertung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen.
Es wird darauf hingewiesen, dass die leichten/mittelgradigen Sensibilisatoren, die als
geeignete Positivkontrollen bei Priifmethoden fiir Meerschweinchen empfohlen
werden (B. 6; OECD-Priifrichtlinie 406) (13), ebenfalls fiir die Verwendung beim
LLNA geeignet sind (6) (8) (15). Eine LLNA-Methode mit reduziertem
Versuchstierbedarf (rLLNA), bei der bis zu 40 % weniger Tiere eingesetzt werden,
wird ebenfalls als Option dieser Priifmethode beschrieben (16) (17) (18). Der rLLNA
kann verwendet werden, wenn aufgrund von Rechtsvorschriften lediglich die
Bestétigung einer negativen Pridiktion des Hautsensibilisierungspotenzials gefordert
ist, vorausgesetzt dass alle anderen Spezifikationen des LLNA-Protokolls, wie in
dieser Priifmethode beschrieben, eingehalten werden. Die Préadiktion eines negativen
Ergebnisses sollte auf der Grundlage aller verfligbaren Informationen vorgenommen
werden, wie in Absatz 4 beschrieben. Vor Anwendung der rLLNA-Methode sollten
entsprechende Erlduterungen und eine wissenschaftliche Begriindung fiir ihre
Verwendung vorgelegt werden. Sollte der rLLNA entgegen allen Erwartungen zu



einem positiven oder nicht eindeutigen Ergebnis fiihren, kdnnen weitere Tests
erforderlich sein, um diese Daten zu deuten oder zu préizisieren. Der rLLNA sollte
nicht fiir die Feststellung schidlicher Wirkungen von Priifsubstanzen mit
Hautsensibilisierungspotenzial verwendet werden, wenn Informationen iiber die
Dosis-Wirkungs-Beziehung benétigt werden, wie z.B. als Unterkategorisierung fiir die
Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 iiber die Einstufung, Kennzeichnung und
Verpackung von Stoffen und Gemischen und das Global Harmonisierte System zur
Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien der Vereinten Nationen.

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

3.

Die verwendeten Begriffsbestimmungen sind in Anlage 2 aufgefiihrt.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

4,

Mit dem LLNA steht eine alternative Methode zum Nachweis von Chemikalien mit
potenziell hautsensibilisierenden Eigenschaften zur Verfiigung. Dies bedeutet nicht
notwendigerweise, dass der LLNA zwingend in jedem Fall anstelle der
Meerschweinchen-Tests (B.6; OECD-Priifrichtlinie 406) (13) eingesetzt werden muss.
Vielmehr erweist sich der Test als gleichermaen verdienstvoll und kann als
Alternative gewéhlt werden, bei der im Allgemeinen keine weitere Bestdtigung von
positiven wie auch negativen Ergebnissen erforderlich ist. Das Priiflabor sollte vor der
Durchfiihrung der Studie alle verfiigbaren Informationen {iiber die Priifsubstanz
auswerten und bertlicksichtigen. Zu diesen Informationen zdhlen die Identitdt und die
chemische Struktur der Priifsubstanz, ihre physikalisch-chemischen Eigenschaften, die
Ergebnisse aller sonstigen in vitro- oder in vivo-Toxizitdtspriifungen der Priifsubstanz
sowie toxikologische Daten zu strukturell verwandten Chemikalien. Diese
Informationen sind zu beriicksichtigen, um die Eignung des LLNA fiir die jeweilige
Substanz festzustellen (bestimmte chemische Stoffe sind mit dem LLNA nicht
kompatibel - siche Absatz 5) und die Festlegung der Dosis zu erleichtern.

Beim LLNA handelt es sich um eine in vivo-Methode. Das bedeutet, dass die
kontaktsensibilisierenden Eigenschaften weiterhin an Tieren bewertet werden. Der
Test erlaubt es jedoch, die Anzahl der fiir diesen Zweck bendtigten Tiere zu
reduzieren. Es kommt hinzu, dass der LLNA eine substanzielle Verfeinerung (weniger
Schmerzen und Leiden) im Hinblick auf die Behandlung der Versuchstiere bei Tests
auf allergische Kontaktsensibilisierung darstellt. Der LLNA beruht auf der Bewertung
immunologischer Reaktionen, die wihrend der Induktionsphase der Sensibilisierung
durch chemische Stoffe ausgelost werden. Anders als die Tests an Meerschweinchen
(B.6; OECD-Priifrichtlinie 406) (13), erfordert der LLNA nicht, dass provozierte
Uberempfindlichkeitsreaktionen der Haut ausgelost werden. AuBerdem wird beim
LLNA, anders als beim Meerschweinchen-Maximierungstest, auf den Einsatz eines
Adjuvans verzichtet (13). Daher erleiden die Tiere beim LLNA weniger Schmerzen
und Qualen. Trotz der Vorteile, die der LLNA gegeniiber B.6 und OECD-
Priifrichtlinie 406 aufweist, sollte nicht verkannt werden, dass er mit gewissen
Einschrankungen behaftet ist, die die Anwendung von Kapitel B.6 oder OECD-
Priifrichtlinie 406 (13) erforderlich machen konnen (z. B. falsch negative Ergebnisse
des LLNA bei bestimmten Metallen, falsch positive Ergebnisse bei bestimmten
hautreizenden Stoffen [wie etwa bei tensiddhnlichen Chemikalien] (19) (20), oder
Loslichkeit der Priifsubstanz). Zudem konnen chemische Klassen oder Substanzen mit



Funktionsgruppen, die erwiesenermaflen als potenzielle Verwechslungsfaktoren
wirken konnen, (21) den Einsatz von Meerschweinchen-Tests erforderlich machen
(B.6; OECD-Priifrichtlinie 406) (13). Angesichts der begrenzten Validierungsdaten,
die im Wesentlichen auf Pestizidformulierungen beruhen, ist die Wahrscheinlichkeit
positiver Ergebnisse fiir diese Art von Priifsubstanzen beim LLNA grofler als beim
Meerschweinchen-Test (22). Bei der Priifung von Formulierungen koénnte man jedoch
in Erwdgung ziehen, &hnliche Stoffe mit bekannten FErgebnissen als
Vergleichssubstanzen einzuschlieBen, um das ordnungsgemédfe Funktionieren des
LLNA nachzuweisen (siche Absatz 16). Abgesehen von diesen bekannten
Beschrinkungen diirfte der LLNA fiir die Priifung aller Substanzen geeignet sein,
sofern mit diesen Substanzen keine Eigenschaften verbunden sind, die die Genauigkeit
des LLNA beeintriachtigen kdnnten.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

6.

Der LLNA Dberuht auf dem Prinzip, dass sensibilisierende Stoffe eine
Lymphozytenproliferation in den drainierenden Lymphknoten an der Stelle der
Applikation des chemischen Stoffes induzieren. Diese Proliferation verlduft
proportional zur Dosis und zur Wirksamkeit des applizierten Allergens und bietet sich
als einfache Moglichkeit an, eine quantitative Messung der Sensibilisierung zu
erhalten. Die Proliferation wird gemessen, indem man die mittlere Proliferation jeder
Priifgruppe mit der mittleren Proliferation der mit Vehikel behandelten Kontrollgruppe
(VK) vergleicht. Das Verhiltnis der mittleren Proliferation in jeder
Behandlungsgruppe zu dem in der gleichzeitigen Vehikelkontrollgruppe, auch als
Stimulationsindex (SI) bezeichnet, wird festgelegt und sollte >3 betragen, ehe eine
Priifsubstanz als potenzieller Hautsensibilisator klassifiziert wird. Die hier
beschriebenen Methoden beruhen auf der Nutzung der radioaktiven in vivo-
Markierung zur Messung einer erhohten Anzahl proliferierender Zellen in den
drainierenden aurikuldren Lymphknoten. Allerdings kann man sich bei der Bewertung
der Anzahl proliferierender Zellen auch auf andere Endpunkte stiitzen, sofern die
Leistungsstandards vollstindig eingehalten werden (Anlage 1).

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE

Auswahl von Versuchstierarten

7.

Fiir diesen Test ist die Maus die Spezies der Wahl. Es werden junge ausgewachsene
weibliche Méuse (CBA/Ca- oder CBA/J-Stamm) verwendet, die weder geworfen
haben noch trachtig sind. Bei Versuchsbeginn sollten die Tiere 8-12 Wochen alt sein;
die Gewichtsunterschiede sollten minimal sein und 20 % des mittleren Gewichts nicht
iibersteigen. Alternativ konnen Tests an anderen Stimmen und ménnlichen Tieren
erfolgen, wenn geniigend Daten vorliegen, die beweisen, dass keine signifikanten
stamm- und/oder geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Reaktion auf den LLNA
bestehen.

Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

8.

Miuse sollten in Gruppen gehalten werden (23), wenn nicht relevante
wissenschaftliche Argumente eine Einzelhaltung nahelegen. Die Temperatur im
Versuchsraum sollte 22 + 3 °C betragen. Obwohl die relative Luftfeuchtigkeit
mindestens 30 % betragen und zu anderen Zeiten als wihrend der Reinigung



vorzugsweise nicht liber 70 % liegen soll, ist ein Wert von 50-60 % anzustreben. Die
Beleuchtung sollte kiinstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten sich im
Abstand von 12 Stunden abwechseln. An die Versuchstiere kann herkommliches
Laborfutter verflittert werden, wobei eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung zu
gewdhrleisten ist.

Vorbereitung der Tiere

9.

Die Tiere werden nach Zufallskriterien ausgewdhlt, zur individuellen Identifizierung
gekennzeichnet (aber nicht am Ohr) und vor Beginn der Dosierung fiir einen Zeitraum
von mindestens 5 Tagen in ihren Kéfigen an die Laborbedingungen gewohnt. Vor
Behandlungsbeginn werden alle Tiere auf sichtbare Hautverletzungen untersucht.

Vorbereitung der Dosierlosungen

10.

Feste Chemikalien sollten vor der Applikation in ein Maéuseohr in
Losungsmitteln/Vehikeln geldst oder suspendiert und ggf. verdiinnt werden. Fliissige
Chemikalien konnen direkt appliziert oder zuvor verdiinnt werden. Unlosliche
Chemikalien, wie sie in der Regel in Medizinprodukten vorliegen, sollten vor der
Applikation in ein Méuseohr in einem geeigneten Losungsmittel einer iberméfBigen
Extraktion unterzogen werden, um alle extrahierbaren Inhaltsstoffe vor der Priifung
sichtbar zu machen. Die Priifsubstanzen sollten téglich zubereitet werden, es sei denn,
die Stabilitdt der Substanz bei Lagerung wird nachgewiesen.

Uberpriifung der Zuverlissigkeit:

11.

Anhand von positiven Kontrollchemikalien wird die ordnungsgemifBle Leistung des
Tests nachgewiesen. Hierzu ist eine angemessene und reproduzierbare
Empfindlichkeit der Reaktion auf eine sensibilisierende Priifsubstanz erforderlich,
wobei das Reaktionsausmal} genau zu charakterisieren ist. Es wird die Einbeziehung
einer gleichzeitigen Positivkontrolle empfohlen, da diese die Féhigkeit des Labors
belegt, jeden Test erfolgreich durchzufiihren und eine Bewertung der
Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Labors ermoglicht.
Eine Positivkontrolle fiir jede Studie wird auch von einigen Regulierungsbehdrden
vorgeschrieben. Daher wird Benutzern empfohlen, vor Durchfiihrung des LLNA die
zustindigen Behorden zu konsultieren. Dementsprechend wird die routineméfige
Verwendung einer gleichzeitigen Positivkontrolle angeraten, um die Notwendigkeit
zusétzlicher Tierversuche zur Erfiillung von Anforderungen, die aus der Verwendung
einer nur periodischen Positivkontrolle resultieren kdnnten, zu vermeiden (siche
Absatz 12). Die Positivkontrolle sollte eine positive Reaktion auf den LLNA bei
einem Expositionsniveau hervorrufen, das einen Anstieg des Stimulationsindex (I >3
im Vergleich zur Negativkontrollgruppe) bewirkt. Die positive Kontrolldosis soll so
gewidhlt werden, dass sie keine iiberméfige Hautreizung oder systemische Toxizitét
verursacht und die Induktion reproduzierbar, aber nicht exzessiv ist (d. 4. ein SI > 20
wire exzessiv). Bevorzugte positive Kontrollstoffe sind 25 % Hexylcinnaminaldehyd
(Chemical Abstracts Service [CAS]-Nr. 101-86-0) in Aceton: Olivendl (4:1, v/v) und
5% Mercaptobenzothiazol (CAS-Nr. 149-30-4) in N,N-Dimethylformamid (sieche
Anhang 1, Tabelle 1). Unter bestimmten Umstinden koénnen in ausreichend
begriindeten Féllen andere Kontrollsubstanzen eingesetzt werden, die den genannten
Kriterien entsprechen.



12.

13.

14.

15.

16.

Obwohl die Einbeziehung einer gleichzeitigen Positivkontrollgruppe empfohlen wird,
konnen in gewissen Situationen periodische Priifungen (d. /. in Abstéinden < 6 Monaten)
der Positivkontrolle fiir Labors ausreichen, die den LLNA regelmiBig (d. 4. mindestens
einmal pro Monat) durchfiihren und {iber eine etablierte historische Kontrolldatenbasis
verfiigen, die die Fahigkeit des Labors bestétigt, reproduzierbare und genaue Ergebnisse
mit Positivkontrollen zu erzielen. Fine angemessene Beherrschung des LLNA kann
erfolgreich nachgewiesen werden, indem durchgehend positive Ergebnisse mit der
Positivkontrolle in mindestens 10 unabhédngigen Priifungen erzielt werden, die innerhalb
eines angemessenen Zeitraums (d. /. in weniger als einem Jahr) durchgefiihrt wurden.

Eine gleichzeitige Positivkontrollgruppe sollte immer einbezogen werden, wenn
Verfahrensédnderungen im LLNA auftreten (z. B. Wechsel des geschulten Personals,
Anderung der Priifmethoden, -materialien und/oder Reagenzien, Anderung der
Priifgeriite, Anderung der Herkunft der Versuchstiere). Solche Anderungen sollten in
Laborberichten dokumentiert werden. Ferner ist der Einfluss dieser Anderungen auf
die Aussagefihigkeit der zuvor eingerichteten historischen Datenbank zu bedenken.
Dabei sollte die Notwendigkeit liberdacht werden, eine neue historische Datenbank
einzurichten, um die gleichbleibende Qualitdt der positiven Kontrollergebnisse zu
dokumentieren.

Die Priifer sollten sich der Tatsache bewusst sein, dass die Entscheidung, eine PK-
Studie periodisch statt gleichzeitig durchzufiihren, Auswirkungen auf die
Aussagefihigkeit und Akzeptanz negativer Studienergebnisse haben kann, die ohne
gleichzeitige Positivkontrolle im Zeitraum zwischen den einzelnen periodischen PK-
Studien auftreten kdnnen. Wenn zum Beispiel ein falsch negatives Ergebnis in der
periodischen PK-Studie auftritt, kdnnen negative Ergebnisse fiir die Priifsubstanz, die
in dem Zeitraum zwischen der letzten akzeptablen periodischen PK-Studie und der
inakzeptablen periodischen PK-Studie aufgetreten waren, in Frage gestellt werden.
Die Auswirkungen solcher Ergebnisse sollten sorgfiltig bedacht werden, wenn
entschieden wird, ob gleichzeitige oder nur periodische PKs durchgefiihrt werden
sollen. Auch ist die Verwendung einer geringeren Anzahl an Versuchstieren bei der
gleichzeitigen PK-Gruppe zu bedenken, wenn dies wissenschaftlich zu begriinden ist
und wenn das Labor auf der Grundlage laborspezifischer historischer Daten nachweist,
dass eine geringere Anzahl an Méusen ausreicht (12).

Obwohl die Positivkontrolle in dem Vehikel gepriift werden sollte, von dem bekannt
ist, dass es eine gleichbleibende Reaktion hervorruft (z. B. Aceton: Olivendl; 4:1, v/v),
kénnen in bestimmten Rechtssituationen auch Priifungen in einem Nichtstandard-
Vehikel (klinisch/chemisch relevante Formulierung) erforderlich sein (24). Wenn die
gleichzeitige Positivkontrolle in einem anderen Vehikel als der Priifsubstanz getestet
wird, sollte eine gesonderte Vehikelkontrolle fiir die PK einbezogen werden.

In Fallen, in denen Priifsubstanzen einer bestimmten chemischen Klasse oder eine Reihe
von Reaktionen bewertet werden, konnen Vergleichssubstanzen niitzlich sein, um
nachzuweisen, dass die Priifmethode zur Feststellung des
Hautsensibilisierungspotenzials dieser Art von Substanzen ordnungsgeméal funktioniert.
Geeignete Vergleichssubstanzen sollten die folgenden Eigenschaften haben:

o strukturelle und funktionale Ahnlichkeit mit der Klasse der getesteten
Priifsubstanz;



e Dbekannte physikalische/chemische Eigenschaften;
e zugrunde liegende Daten aus dem LLNA;

e zugrunde liegende Daten aus anderen Tiermodellen und/oder von Menschen.

TESTVERFAHREN

Anzahl der Versuchstiere und Dosierungen

17.

18.

19.

20.

Mindestens vier Tiere pro Dosisgruppe mit jeweils mindestens drei Konzentrationen
der Priifsubstanz werden benoétigt; zusétzlich braucht man eine Negativkontrollgruppe,
die nur mit dem Vehikel fiir die Priifsubstanz behandelt wird, sowie eine
Positivkontrolle (gleichzeitig oder jiingeren Datums, auf der Grundlage der
Laborvorschriften in den relevanten Abschnitten 11-15). Tests mit Mehrfachdosen der
PK sollten in Erwdgung gezogen werden, insbesondere wenn die Positivkontrolle
intermittierend getestet wird. Bis auf die Verabreichung der Priifsubstanz sind die
Tiere der Kontrollgruppen ebenso zu behandeln wie die Tiere der
Behandlungsgruppen.

Die Auswahl der Dosis und des Vehikels soll anhand der Empfehlungen in (3) (5)
erfolgen. Fiir aufeinanderfolgende Dosierungen werden normalerweise geeignete
abgestufte Konzentrationen gewéhlt, wie z. B. 100 %, 50%, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %,
1%, 0,5% usw. Die Auswahl der Konzentrationsfolge sollte angemessen
wissenschaftlich begriindet werden. Alle vorhandenen toxikologischen Angaben
(z. B. 1iber die akute Toxizitdt und Hautreizung) sowie strukturelle und
physiochemische =~ Angaben zu der jeweiligen Priifsubstanz  (und/oder
strukturverwandten Substanzen) sollten bei der Festlegung von drei aufeinander
folgenden Konzentrationen beriicksichtigt werden, so dass bei der hdochsten
Konzentration einerseits die Exposition maximiert und andererseits eine systemische
Toxizitdit und/oder eine iliberméfBige lokale Hautreizung ausgeschlossen werden
(3) (25). Mangels solcher Informationen kann ein anfdnglicher Dosisfindungstest
erforderlich sein (siche Absdtze 21-24).

Das Vehikel sollte das Testergebnis nicht beeinflussen oder beeintrachtigen und sollte
so gewidhlt werden, dass die Loslichkeit zur Erzielung einer moglichst hohen
Konzentration maximiert und gleichzeitig eine fiir das Applizieren der Priifsubstanz
geeignete Losung/Suspension hergestellt werden kann. Empfohlene Vehikel sind
Aceton:  Olivenol (4:1, v/v), N,N-Dimethylformamid, Methylethylketon,
Propylenglykol und Dimethylsulphoxid (19), wobei mit hinreichender
wissenschaftlicher Begriindung auch andere Vehikel verwendet werden konnen. Unter
bestimmten Umstinden muss ein klinisch relevantes Losungsmittel oder die
handelsiibliche Zubereitung, in der die Priifsubstanz vermarktet wird, als zusitzliche
Kontrolle genutzt werden. Besondere Sorgfalt sollte darauf verwendet werden, zu
gewihrleisten, dass in das Vehikelsystem durch die Verwendung geeigneter
Loésungsvermittler (z. B. 1 % Pluronic® 1.92) hydrophile Stoffe eingearbeitet werden,
die die Haut befeuchten und nicht sofort ablaufen. Folglich sind vollstindig wéssrige
Vehikel zu vermeiden.

Die Arbeit an Lymphknoten einzelner Méuse ermdglicht die Bewertung der
Variabilitit von Tieren sowie einen statistischen Vergleich zwischen der Priifsubstanz



und Messungen an der Vehikelkontrollgruppe (sieche Absatz 35). Zudem besteht eine
realistische Moglichkeit, die Anzahl der Méuse in der Positivkontrollgruppe zu
verringern, wenn Einzeltierdaten erhoben werden (12). AuBlerdem verlangen einige
Regulierungsbehdrden die Erhebung von Daten einzelner Tiere. Dennoch werden
gepoolte Tierdaten von einigen Regulierungsbehorden als akzeptabel erachtet. In
dieser Situation konnen Benutzer wahlweise einzelne oder gepoolte Tierdaten
verwenden.

Dosisfindungstest

21.

22.

Wenn iiber die hochst mdgliche Dosierung keine Informationen vorliegen (sieche
Absatz 18), sollte ein Dosisfindungstest durchgefiihrt werden, um die geeignete
Dosierung fiir den LLNA festzulegen. Der Dosisfindungstest soll eine Orientierung
bei der Auswahl der hochst moglichen Dosisstufe fiir die Hauptuntersuchung des
LLNA in Féllen liefern, in denen keine Informationen iiber Konzentrationen
vorliegen, die zur systemischen Toxizitét (siche Absatz 24) und/oder zu tibermaBiger
Hautreizung fiihren (sieche Absatz 23). Die hochsten gepriiften Dosisstufen sollten
100 % der Priifsubstanz bei Fliissigkeiten bzw. die hdchst moglichen Konzentrationen
bei Feststoffen oder Suspensionen sein.

Der Dosisfindungstest wird unter Bedingungen durchgefiihrt, die denen der
Hauptstudie des LLNA genau entsprechen. Allerdings gibt es hier keine Bewertung
der Lymphknotenproliferation und es kdnnen nicht so viele Tiere pro Dosisgruppe
eingesetzt werden. Es werden ein oder zwei Tiere pro Dosisgruppe empfohlen. Alle
Miuse werden tédglich auf klinische Zeichen fiir systemische Toxizitdt oder lokale
Reizungen an der Applikationsstelle untersucht. Das Korpergewicht wird vor dem
Test und vor dem Abschluss (Tag 6) protokolliert. Beide Ohren jeder Maus werden
auf Anzeichen fiir Erytheme untersucht und mit Hilfe von Tabelle 1 bewertet (25). Die
Ohrdicke wird mit Hilfe eines Ohrdickenmessgerits (z. B. digitaler Mikrometer oder
Peacock Dickenmessuhr) an Tag 1 (Vordosis), Tag 3 (ca. 48 Stunden nach der ersten
Dosis) und Tag 6 bestimmt. Zusidtzlich kann an Tag 6 die Ohrdicke durch die
Gewichtsbestimmung von Ohrstanzproben ermittelt werden. Dies sollte nach der
tierschutzgerechten Totung der Tiere erfolgen. Eine libermiBige lokale Hautreizung
wird durch eine Erythem-Punktzahl von >3 und/oder eine Zunahme der Ohrdicke
von >25 % an jedem beliebigen Messtag angezeigt (26) (27). Als hochste Dosis fiir die
Hauptuntersuchung des LLNA wird die nidchst niedrigere Dosis in der
Konzentrationsreihe des Dosisfindungstests gewdhlt (siche Absatz 18), die keine
systemische Toxizitdt und/oder libermafige lokale Hautreizung verursacht.

Tabelle 1: Erythem-Klassifizierung

Beobachtung Punktzahl
Kein Erythem 0
Sehr leichtes Erythem (kaum wahrnehmbar) 1
Klar abgegrenztes Erythem 2
MaiBiges bis ausgeprigtes Erythem 3
Schweres Erythem (dunkelrot) bis hin zur 4
Schorfbildung, so dass eine Bewertung nicht moglich ist




23.

24.

Zusétzlich zu einer Zunahme der Ohrdicke um 25 % (26) (27) wurde ein statistisch
signifikanter Anstieg der Ohrdicke bei den behandelten Méusen im Vergleich zu den
Kontrollmdusen zugrunde gelegt, um Reizstoffe in dem LLNA zu identifizieren (28)
(29) (30) (31) (32) (33) (34). Obwohl ein statistisch signifikanter Anstieg der Ohrdicke
von weniger als 25 % auftreten kann, konnte kein spezifischer Zusammenhang mit einer
iiberméBigen Hautreizung festgestellt werden (30) (32) (33) (34).

Die folgenden klinischen Beobachtungen konnen, sofern sie Bestandteil einer
Gesamtbewertung sind, auf systemische Toxizitdt hinweisen (35) (36) und somit die
hochst mogliche Dosisstufe fiir die Hauptuntersuchung des LLNA anzeigen:
Anderungen der Funktionen des Nervensystems (z. B. Piloerektion, Ataxie, Tremor
und Krimpfe); Verhaltensinderungen (z. B. Aggressivitit, Anderungen bei der
Fellpflege, auffallende Anderung des Aktivititsniveaus); Anderungen des
Atemmusters (d. h. Anderung der Hiufigkeit und Intensitiit des Atmens wie Dyspnoe,
Keuchen, rasselnder Atem) sowie Anderungen der Futter- und Wasseraufnahme.
Zusitzlich sollten Anzeichen von Lethargie und/oder Teilnahmslosigkeit sowie alle
klinischen Anzeichen fiir mehr als leichte oder momentane Schmerzen und Qual, eine
Gewichtsreduktion von >5 % zwischen Tag 1 und Tag 6 und die Sterblichkeit in der
Bewertung beriicksichtigt werden. Moribunde Tiere oder Tiere, die Anzeichen starker
und andauernder Qualen zeigen, sollten tierschutzgerecht getdtet werden (37).

Versuchsplan der Hauptuntersuchung

25.

Der Versuchsplan des Tests ist wie folgt:

° Tag 1:

Jedes Tier wird einzeln gekennzeichnet und das Gewicht sowie jede klinische
Beobachtung werden protokolliert. Es werden 25 pL der Priifsubstanz in der
geeigneten Verdiinnung, des Vehikels allein oder der Positivkontrolle
(gleichzeitig oder jlingeren Datums gemiB den Laborvorschriften in den
relevanten Abschnitten 11-15) auf die Riickseite jedes Ohrs appliziert.

o Tage 2 und 3:
Die am Tag 1 durchgefiihrte Applikationsprozedur wird wiederholt.

. Tage 4 und 5:
Keine Behandlung.

° Tag 6:

Das Gewicht jedes Tiers wird protokolliert. Es werden 250 pL sterile
phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) mit 20 uCi (7,4x10° Bq) von
tritiiertem (*H)-Methylthymidin in die Schwanzvenen aller Miuse in den Priif-
und Kontrollgruppen injiziert. Alternativ dazu konnen 250 pL sterile PBS mit
2 nCi (7,4x10* Bq) von '*I-loddeoxyuridin und 10°M Fluorodeoxyuridin in
die Schwanzvenen aller Méuse injiziert werden. Fiinf Stunden (5 h) spéter
werden die Tiere tierschutzgerecht getdtet. Die drainierenden aurikuldren
Lymphknoten jedes Miuseohrs werden entfernt und fiir jedes Tier in PBS



gepoolt (Einzeltiermethode); alternativ hierzu konnen auch die Lymphknoten
jedes Ohrs entfernt und fiir jede der Versuchsgruppen in PBS gepoolt werden
(Methode der gepoolten Behandlungsgruppe). Einzelheiten und Diagramme
der Lymphknotenidentifikation und -entfernung sind unter Referenz (12)
aufgefithrt. Zur weiteren Kontrolle der lokalen Hautreaktion in der
Hauptuntersuchung koénnen zusétzliche Parameter wie die Auswertung des
Ohr-Erythems oder Ohrdickemessungen (mittels eines Dickenmessgeréts oder
durch die Gewichtsbestimmung von Ohrstanzproben bei der Nekropsie) in das
Untersuchungsprotokoll aufgenommen werden.

Vorbereitung der Zellsuspensionen

26.

Aus den Lymphzellenknoten (LNC), die mittels der Einzeltiermethode oder mittels der
Methode der gepoolten Behandlungsgruppe paarweise entnommen wurden, wird
durch vorsichtigen mechanischen Aufschluss in einem Edelstahlfilter mit einer
Maschenweite von 200 Mikron oder mittels einer anderen geeigneten Technik eine
Einzelzellsuspension hergestellt. Die LNC werden zweimal mit einem Uberschuss an
PBS gewaschen und die DNA wird bei 4°C 18 Stunden lang mit 5 %iger
Trichloressigsdure (TCA) ausgefillt (3). Die Pellets werden entweder in 1 mL TCA
resuspendiert und in Szintillationsflischchen eingetragen, die 10 mL einer
Szintillationsfliissigkeit fiir die *H-Z#hlung enthalten, oder direkt in Gammazihler zur
15]-Bestimmung iiberfiihrt.

Bestimmung der Zellproliferation (der aufgenommenen Radioaktivitit)

27.

Die Aufnahme von °*H-Methylthymidin wird mittels B-Szintillationszihlung als
Zerfallsereignisse pro Minute (disintegrations per minute; DPM) gemessen. Die
Aufnahme von '*I-Toddeoxyuridin wird mittels '*’I-Zahlung bestimmt und ebenfalls
als DPM angegeben. In Abhdngigkeit von der genutzten Methode wird die Aufnahme
als DPM/Maus (Einzeltiermethode) oder als DPM/Behandlungsgruppe (Methode der
gepoolten Behandlungsgruppe) angegeben.

Reduzierter LLNA

28.

29.

In gewissen Situationen, in denen aufgrund von Rechtsvorschriften lediglich die
Bestitigung einer negativen Priadiktion {iber das Hautsensibilisierungspotenzial
gefordert ist, kann ein optionales rLLNA-Protokoll (16) (17) (18) mit weniger
Versuchstieren ~ verwendet  werden,  vorausgesetzt dass alle  anderen
Protokollspezifikationen fiir den LLNA in dieser Priifmethode eingehalten werden.
Vor Einsatz des rLLNA sollten entsprechende Erlduterungen und eine
wissenschaftliche Begriindung fiir seine Verwendung vorgelegt werden. Sollte ein
positives oder nicht eindeutiges Ergebnis erzielt werden, konnen weitere Tests
erforderlich sein, um diese Daten zu deuten oder zu kliren.

Die zahlenmifige Reduktion in den Dosisgruppen ist der einzige Unterschied
zwischen den Priifmethodenprotokollen des LLNA und des rLLNA. Aus diesem
Grund liefert der rTLLNA keine Informationen iiber die Dosis-Wirkungs-Beziehung.
Der rLLNA sollte folglich nicht eingesetzt werden, wenn Informationen iiber die
Dosis-Wirkungs-Beziehung benétigt werden. Ebenso wie im Multidosis-LLNA sollte
die im rLLNA bewertete Konzentration der Priifsubstanz die hochst mogliche
Konzentration sein, die keine offensichtliche systemische Toxizitit und/oder
tiberméBige lokale Hautreizung bei der Maus verursacht (siche Absatz 18).



BEOBACHTUNGEN

Klinische Beobachtungen

30.

Jede Maus sollte mindestens einmal tédglich sorgfiltig auf klinische Zeichen, d. h.
lokale Reizung an der Applikationsstelle, oder auf systemische Toxizitdt untersucht
werden. Alle Beobachtungen werden systematisch in Einzelprotokollen dokumentiert,
die fiir jedes Tier gefiihrt werden. Die Uberwachungspline sollten Kriterien
beinhalten, anhand derer Méuse mit systemischer Toxizitdt, iibermiBiger lokaler
Hautreizung oder Hautveritzung schnell zu Zwecken der schmerzlosen Tdétung
identifiziert werden kénnen (37).

Korpergewicht

31.

In Abschnitt 25 wurde bereits ausgefiihrt, dass das Korpergewicht der einzelnen Tiere
zu Versuchsbeginn und zum Zeitpunkt der tierschutzgerechten Tétung der Tiere laut
Versuchsplan festgestellt werden soll.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

32.

33.

34.

35.

Die Ergebnisse fiir jede Behandlungsgruppe werden als Stimulationsindex (SI)
angegeben. Bei Einsatz der Einzeltiermethode erhdlt man den SI durch Teilen der
mittleren DPM pro Maus innerhalb jeder Priifgruppe und der Positivkontrollgruppe
durch die mittleren DPM pro Maus fiir die Losungsmittel/Vehikelkontrollgruppe. Der
durchschnittliche SI betrdgt demnach fiir die mit Vehikel behandelten Kontrollen 1.
Bei Einsatz der Methode der gepoolten Behandlungsgruppe erhélt man den SI, indem
die fiir jede Behandlungsgruppe ermittelte Gesamtaufnahme an Radioaktivitit durch
die Aufnahme in der gepoolten Vehikelkontrollgruppe dividiert wird; hieraus ergibt
sich der mittlere SI.

In dem Entscheidungsprozess gilt ein Ergebnis als positiv, wenn der SI > 3 ist. Die
Stiarke der Dosis-Wirkung, die statistische Signifikanz und die gleichbleibende
Qualitdt der Losungsmittel-/Vehikel-Reaktion sowie der Reaktion der Positivkontrolle
konnen aber auch benutzt werden, um festzulegen, ob ein Grenzergebnis als positiv
bezeichnet werden soll (4) (5) (6).

Sofern Klarungsbedarf in Bezug auf die Ergebnisse besteht, sollten die verschiedenen
Eigenschaften der Priifsubstanz beachtet werden, wobei es unter anderem zu kléren
gilt, ob ein struktureller Zusammenhang mit bekannten Hautsensibilisatoren besteht,
ob sie eine iiberméBige lokale Hautreizung bei der Maus hervorruft und wie die
festgestellte Art der Reaktion beziiglich der Dosis ist. Diese und weitere Aspekte
werden an anderer Stelle ausfiihrlich erortert (7).

Werden die Daten zur Radioaktivitit fiir jede einzelne Maus erhoben, kann eine
statistische Analyse zu Vorhandensein und Grad des Dosis-Wirkungs-Verhéltnisses in
den Daten durchgefiihrt werden. Jede statistische Auswertung konnte eine Bewertung
der Dosis-Wirkungs-Beziehung sowie geeignete Testgruppen-Vergleiche beinhalten
(z. B. Gruppe mit paarweiser Dosierung gegen gleichzeitige Vehikelkontrollgruppe).
Die statistischen Analysen konnten z. B. die lineare Regression, den Williams-Test zur
Bewertung von Dosis-Wirkungs-Trends oder den Dunnett-Test fiir paarweise
Vergleiche beinhalten. Bei der Auswahl einer geeigneten Methode fiir die statistische
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Analyse sollte sich der Priifer moglicher ungleicher Varianzen und anderer damit
zusammenhédngender Probleme stets bewusst sein, denn diese erfordern unter
Umstdnden eine Datentransformation oder ein nicht-parametrisches statistisches
Verfahren. Auf jeden Fall muss der Priifer unter Umstéinden SI-Berechnungen und
statistische Analysen mit und ohne bestimmte Datenpunkte (manchmal als
»Ausreifler bezeichnet) vornehmen.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Daten

36.

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Bei FEinsatz der
Einzeltiermethode sollten sie die DPM-Einzelwerte, die mittleren DPM-Gruppenwerte
pro Tier, die damit verbundene Fehlervariable (z. B. SD, SEM) und den mittleren SI
fiir jede Dosisgruppe, verglichen mit der gleichzeitigen Vehikelkontrollgruppe
angeben. Bei Einsatz der Methode der gepoolten Behandlungsgruppe werden die
mittleren/medianen DPM und der mittlere SI fiir jede Dosisgruppe mit der
gleichzeitigen Vehikelkontrollgruppe verglichen.

Priifbericht

37.

Der Testbericht sollte folgende Angaben enthalten:

Priif- und Kontrollsubstanzen:

— Angaben zur Identitdt (z. B. CAS-Nummer und EG-Nummer, falls vorhanden;
Bezugsquelle; Reinheit; bekannte Verunreinigungen; Chargennummer);

— physikalische Beschaffenheit und physikalisch-chemische Eigenschaften (z. B.
Fliichtigkeit, Stabilitét, Loslichkeit);

— bei Mischungen Zusammensetzung und relative Anteile der Bestandteile in
Prozent;

Losungsmittel/Vehikel:

— Angaben zur Identitit (Reinheit, Konzentration, gegebenenfalls verwendete
Mengen);
— Begriindung fiir die Wahl des Vehikels;

Versuchstiere:

- Herkunft der CBA-Mé4use;

- mikrobiologischer Status der Tiere, soweit bekannt;

- Anzahl und Alter der Tiere;

— Herkunft der Tiere, Haltungsbedingungen, Futter usw.;

Priitbedingungen:

— Angaben zur Vorbereitung und Applikation der Priifsubstanz;

— Begriindung der gewidhlten Dosierung (mit Ergebnissen des eventuell
durchgefiihrten Dosisfindungstests);

— verwendete Konzentrationen des Vehikels und der Priifsubstanz sowie
Gesamtmenge der applizierten Priifsubstanz;
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Angaben iiber Futter- und Wasserqualitdt (einschlieBlich Art/Herkunft des
Futters, Wasserquelle);

ndhere Angaben zum Behandlungs- und Stichprobenentnahmeplan;

Methoden zur Bestimmung der Toxizitét;

Kriterien zur Einstufung der Studien als positiv oder negativ;

Einzelheiten zu eventuellen Protokollabweichungen und eine Erkldrung dazu,
wie sich diese Abweichung auf Priifdesign und Ergebnisse auswirkt.

Uberpriifung der Zuverlissigkeit:

Ergebnisse:

Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der letzten Uberpriifung der
Zuverldssigkeit mit Angaben zu verwendeten Priifsubstanzen, Konzentration
und Vehikel;

gleichzeitige und/oder historische PK und gleichzeitige Daten zur NK fiir das
Priflabor;

wenn keine gleichzeitige PK eingeschlossen war, Datum und Laborbericht
iiber die jlingste periodische PK sowie ein Bericht mit ausfiihrlichen Angaben
tiber die historischen positiven Kontrolldaten des Labors mit Angabe der
Griinde, warum keine gleichzeitige PK durchgefiihrt wurde;

Gewicht der einzelnen Tiere bei Beginn der Priifung und zum Zeitpunkt der
Totung laut Versuchsplan, sowie mittlere und zugehorige Fehlervariable (z. B.
SD, SEM) fiir jede Behandlungsgruppe;

Beginn und zeitlicher Verlauf der toxischen Erscheinungen fiir jedes Tier,
einschlieBlich gegebenenfalls Hautreizungen an der Stelle der Verabreichung;
Eine Tabelle fiir jede einzelne Maus (Einzeltiermethode) oder mittlere/mediane
DPM-Werte (Methode der gepoolten Behandlungsgruppe) sowie SI-Werte fiir
jede Behandlungsgruppe.

mittlere verbundene Fehlervariable (z. B. SD, SEM) fiir DPM/Maus fiir jede
Behandlungsgruppe sowie die Ergebnisse der Ausreiler-Analyse fiir jede
Behandlungsgruppe bei Einsatz der Einzeltiermethode.

berechneter SI und geeignete Messung der Variabilitdt, welche die Variabilitdt
der Tiere sowohl in der Behandlungsgruppe als auch in der Kontrollgruppe
berticksichtigt, sofern die Einzeltiermethode benutzt wird;
Dosis-Wirkungs-Beziehung;

gegebenenfalls statistische Analysen.

Diskussion der Ergebnisse:

Kurze Auswertung der Ergebnisse, der Dosis-Wirkungs-Beziehung und
gegebenenfalls statistische Analysen mit Schlussfolgerungen zur Frage, ob die
Priifsubstanz als Hautsensibilisator eingestuft werden soll.
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Anlage 1

LEISTUNGSSTANDARDS FUR DIE BEWERTUNG VORGESCHLAGENER
AHNLICHER ODER MODIFIZIERTER LLNA-PRUFMETHODEN ZUR
EINSCHATZUNG DER HAUTSENSIBILISIERUNG

EINLEITUNG

1.

Ziel der Leistungsstandards (Performance Standards; PS) ist es, die Grundlage zu
vermitteln, auf der neue Priifmethoden, seien diese geschiitzt (d. h. per Urheberrecht,
Handelsmarken, eingetragene Marken) oder nicht geschiitzt, als ausreichend genau
und zuverldssig fiir spezifische Priifzwecke beurteilt werden konnen. Diese auf
validierten und akzeptierten Priifmethoden basierenden Leistungsstandards konnen
auch verwendet werden, um die Zuverldssigkeit und Genauigkeit anderer
vergleichbarer Methoden (umgangssprachlich als ,,Me-too“-Tests bezeichnet) zu
bewerten, die auf @hnlichen wissenschaftlichen Prinzipien beruhen und denselben
biologischen oder toxischen Effekt messen oder vorhersagen (14).

Vor der Annahme modifizierter Methoden (d. h. vorgeschlagener potenzieller
Verbesserungen einer genehmigten Priifmethode) sollte eine Bewertung erfolgen, um
die Auswirkung der vorgeschlagenen Anderungen auf die Leistung des Tests und das
MaB zu bewerten, in dem eine solche Anderung die verfiigbare Information fiir andere
Elemente des Validierungsprozesses beeinflusst. Je nach Anzahl und Art der
vorgeschlagenen Anderungen, den generierten Daten und der Begleitdokumentation
fiir diese Anderungen, sollten sie entweder dem fiir neue Tests beschriebenen
Validierungsprozess, oder - gegebenenfalls - einer begrenzten Zuverldssigkeits- und
Relevanzpriifung nach etablierten Leistungsstandards unterzogen werden (14).

Vorgeschlagene vergleichbare oder modifizierte Methoden zur Verwendung nach der
vorliegenden Priifmethode sollten anhand von Chemikalien, die die volle Bandbreite
der LLNA-Punktzahlen reprdsentieren, auf ihre Zuverldssigkeit und Genauigkeit
untersucht werden. Um den ungerechtfertigten Einsatz von Tieren zu vermeiden, wird
Modell-Entwicklern = nachdriicklich  empfohlen, sich  vor  Beginn  der
Validierungsstudien in Ubereinstimmung mit den in dieser Priifmethode
niedergelegten Leistungsstandards und Leitlinien an die zustindigen Behorden zu
wenden.

Diese Leistungsstandards beruhen auf den US-ICCVAM, EC-ECVAM sowie den
harmonisierten japanischen Leistungsstandards JaCVAM (12) und konnen zur
Bewertung der Validitdt vergleichbarer oder modifizierter Versionen des LLNA
herangezogen werden. Diese Leistungsstandards umfassen die wesentlichen Elemente
der Priifmethoden, empfohlene Referenzsubstanzen und die Standards fiir Genauigkeit
und Zuverldssigkeit, welche die vorgeschlagene Methode erfiillen oder iibertreffen
sollten.
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1. Wesentliche Elemente der Priifmethode

5.

Um sicherzustellen, dass eine vergleichbare oder modifizierte LLNA-Methode dem
LLNA funktionell und mechanistisch entspricht und dass sie dieselben biologischen
Wirkungen misst, sollten die folgenden Elemente in das Protokoll der Priifmethode
aufgenommen werden:

Die Priifsubstanz sollte topisch an beiden Méuseohren appliziert werden.

Die Lymphozytenproliferation sollte in den drainierenden Lymphknoten an der Stelle
der Applikation der Priifsubstanz gemessen werden.

Die Lymphozytenproliferation sollte wéhrend der Induktionsphase der
Hautsensibilisierung gemessen werden.

Bei Priifsubstanzen sollte die gewéhlte Hochstdosis die hochst mogliche
Konzentration sein, die keine systemische Toxizitit und/oder libermifBige lokale
Hautreizung bei der Maus verursacht. Bei positiven Referenzsubstanzen sollte die
hochste Dosis mindestens so hoch sein wie die LLNA EC3-Werte der
entsprechenden Referenzsubstanzen (siche Tabelle 1), ohne dass eine systemische
Toxizitét und/oder iiberméBige lokale Hautreizung bei der Maus verursacht wird.

In jede Studie sollte eine gleichzeitige Vehikelkontrolle aufgenommen werden,
sowie gegebenenfalls eine gleichzeitige Positivkontrolle.

Es sollten mindestens vier Tiere pro Dosisgruppe verwendet werden.

Es konnen entweder Einzeltierdaten oder gepoolte Daten verwendet werden.

Ist eines dieser Kriterien nicht erfiillt, konnen diese Leistungsstandards nicht zur Validierung
der vergleichbaren oder modifizierten Methode verwendet werden.

II. Mindestliste der Referenzsubstanzen

6.

Die US-ICCVAM, EC-ECVAM und die harmonisierten japanischen Leistungsstandards
JaCVAM PS (12) geben 18 Mindest-Referenzsubstanzen an, die verwendet werden
sollten, sowie vier wabhlfreie in den Leistungsstandards des LLNA enthaltene
Referenzsubstanzen (Substanzen, die im Vergleich zu den Ergebnissen von Tests am
Menschen oder am Meerschweinchen (B.6, oder OECD-Priifrichtlinie 406) (13) im
LLNA entweder falsch positive oder falsch negative Ergebnisse hervorriefen und daher
moglicherweise eine gleichwertige oder bessere Leistung als der LLNA nachweisen
konnten). Die Auswahl dieser chemischen Stoffe erfolgte nach folgenden Kriterien:

e die Liste der Referenzsubstanzen enthielt die Typen von Stoffen, die
iblicherweise auf ihr Hautsensibilisierungspotenzial untersucht werden sowie die
ganze Bandbreite der Reaktionen, die mittels des LLNA gemessen oder
vorhergesagt werden konnen;

e die Substanzen hatten klar definierte chemische Strukturen;

e fiir jede Substanz lagen LLNA-Daten aus Meerschweinchen-Tests (B.6; OECD-
Priifrichtlinie 406) (13) und (soweit mdglich) Daten aus Tests am Menschen vor
und

e die Substanzen waren problemlos im Handel erhiltlich.
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Die empfohlenen Referenzsubstanzen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Studien mit den
vorgeschlagenen Referenzsubstanzen sollten in dem Vehikel bewertet werden, mit dem sie in
Tabelle 1 aufgelistet sind. Sollte eine angegebene Substanz nicht verfiigbar sein, konnen

andere Substanzen, die die genannten Auswahlkriterien erfiillen, mit entsprechender
Begriindung verwendet werden.
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II1. Vorgegebene Zuverlissigkeits- und Genauigkeitsstandards

7.

Die Genauigkeit einer vorgeschlagenen vergleichbaren oder modifizierten LLNA-
Methode sollte bei ihrer Bewertung anhand der 18 zu verwendenden Mindest-
Referenzsubstanzen die Genauigkeit der LLNA-Leistungsstandards erreichen oder
iibertreffen. Die neue oder modifizierte Methode sollte zu der richtigen Einstufung auf
der Grundlage einer ,,Ja/Nein“-Entscheidung fithren. Es konnte allerdings sein, dass
die neue oder modifizierte Methode nicht zur richtigen Einstufung aller zu
verwendenden Mindest-Referenzsubstanzen fiihrt. Wenn zum Beispiel einer der
schwach sensibilisierenden Stoffe falsch klassifiziert wird, sollten eine
wissenschaftliche Begriindung fiir die falsche Einstufung sowie die Vorlage
zusitzlicher Daten (z. B. Testergebnisse, die korrekte Einstufungen fiir andere Stoffe
mit physikalischen, chemischen und sensibilisierenden Eigenschaften zeigen, die
denen der falsch eingestuften Referenzsubstanz gleichen) in Erwdgung gezogen
werden, um eine gleichwertige Leistung nachzuweisen. Unter diesen Umstéinden
wiirde der Validierungsstatus der neuen oder modifizierten LLNA-Priifmethode fiir
jeden Einzelfall bewertet werden.

Intra-Labor-Reproduzierbarkeit

8.

Zur Bestimmung der Intra-Labor-Reproduzierbarkeit sollte eine neue oder
modifizierte LLNA-Methode unter Verwendung einer sensibilisierenden Substanz
beurteilt werden, die im LLNA bereits gut bekannt ist. Daher basieren die LLNA-
Leistungsstandards auf der Variabilitdt der Ergebnisse aus wiederholten Tests an
Hexylcinnaminaldehyd (HCA). Um die Intra-Labor-Zuverlédssigkeit zu bewerten,
werden die Werte fiir die geschitzte Konzentrationsschwelle (ECt) fiir HCA zu vier
verschiedenen Zeitpunkten ermittelt, zwischen denen jeweils mindestens eine Woche
liegen sollte. Eine akzeptable Intra-Labor-Reproduzierbarkeit zeigt sich in der
Féhigkeit eines Labors, in jedem HCA-Test ECt-Werte zwischen 5 % und 20 % zu
erzielen, was einer Bandbreite von 0,5 - 2,0 mal dem mittleren spezifizierten EC3-
Wert fiir HCA (10 %) im LLNA entspricht (sieche Tabelle 1).

Inter-Labor-Reproduzierbarkeit

9.

Zur Bestimmung der Inter-Labor-Reproduzierbarkeit sollte eine neue oder
modifizierte LLNA-Methode unter Verwendung von zwei sensibilisierenden
Substanzen beurteilt werden, die im LLNA bereits gut bekannt sind. Die LLNA-
Leistungsstandards basieren auf der Variabilitit der Ergebnisse aus Tests an HCA und
2,4-Dinitrochlorobenzol (DNCB) in unterschiedlichen Laboratorien. Die ECt-Werte
sollten unabhdngig aus einer einzelnen Studie abgeleitet werden, die in mindestens
drei gesonderten Laboratorien durchgefiihrt wurde. Zum Nachweis einer akzeptablen
Inner-Labor-Reproduzierbarkeit sollte jedes Labor ECt-Werte zwischen 5 % und 20 %
fiir HCA, und 0,025 % bis 0,1 % fiir DNCB erzielen, was einer Bandbreite von jeweils
0,5 - 2,0 mal den mittleren spezifizierten EC3-Konzentrationen fiir HCA (10 %) und
DBCB (0,05 %) im LLNA entspricht (siche Tabelle 1).
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Anlage 2
BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Genauigkeit: Der Grad an Ubereinstimmung zwischen Testergebnissen und akzeptierten
Referenzwerten. Die Genauigkeit ist ein Mal} der Leistung der Priifmethode und ein Aspekt
der Relevanz. Der Begriff wird oft im Sinne von , Ubereinstimmung® verwendet und
bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse einer Priifmethode (14).

Vergleichssubstanz: Eine sensibilisierende oder nicht sensibilisierende Substanz, die als
Norm zu Vergleichszwecken fiir eine Priifsubstanz verwendet wird. Eine Vergleichssubstanz
sollte die folgenden Eigenschaften haben: (i) gleichbleibende und verlédssliche Quelle(n);
(i) strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit mit der Klasse der zu priifenden Stoffe;
(ii1) bekannte physikalisch-chemische Eigenschaften; (iv) unterstiitzende Daten zu bekannten
Effekten und (v) bekannte Wirksamkeit im Bereich der erwiinschten Reaktion.

Geschiitzte Konzentrationsschwelle (ECt): Geschitzte Konzentration einer Priifsubstanz,
die benoétigt wird, um einen Stimulationsindex zu erzeugen, der eine positive Reaktion
anzeigt.

Effektive Konzentration (EC3): Geschitzte Konzentration einer Priifsubstanz, die bendtigt
wird, um einen Stimulationsindex von drei hervorzurufen.

Falsch negativ: Eine Priifsubstanz, die durch eine Priifmethode fdlschlich als negativ oder
nicht wirksam charakterisiert wird, obwohl sie in Wirklichkeit positiv bzw. wirksam ist.

Falsch positiv: Eine Priifsubstanz, die durch eine Priifmethode félschlich als positiv oder
wirksam charakterisiert wird, obwohl sie in Wirklichkeit negativ bzw. nicht wirksam ist.

Gefahr: Potenzial eines negativen Effekts fiir Gesundheit oder Umwelt. Die negative
Wirkung manifestiert sich nur, wenn es zu einem ausreichenden Expositionsniveau kommt.

Inter-Labor-Reproduzierbarkeit: Das Ausmall, in dem unterschiedliche qualifizierte
Laboratorien, die dasselbe Protokoll verwenden und dieselben Priifsubstanzen testen,
qualitativ und quantitativ vergleichbare Ergebnisse erzielen konnen. Die Inter-Labor-
Reproduzierbarkeit wird wihrend der Privalidierungs- und Validierungsverfahren ermittelt
und zeigt das Mal} an, in dem ein Test erfolgreich zwischen Laboratorien iibertragen werden
kann. Im englischen Sprachgebrauch spricht man in diesem Zusammenhang auch von
,Between-laboratory reproducibility* (14).

Intra-Labor-Reproduzierbarkeit: Das Ausmal}, in dem qualifizierte Personen innerhalb
desselben Labors, die dasselbe spezifische Protokoll zu unterschiedlichen Zeiten verwenden,
erfolgreich dieselben Ergebnisse replizieren konnen. In diesem Zusammenhang spricht man
auch von Laborinterner Reproduzierbarkeit (14).

Me-too-Test: Umgangssprachliche Bezeichnung einer Priifmethode, die strukturell und
funktionell mit einer validierten und akzeptierten Referenzpriifmethode vergleichbar ist. Eine
solche Priifmethode kdme fiir die Catch-up-Validierung in Frage. Gleichbedeutend mit
vergleichbarer Priifmethode verwendet (14).
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Ausreiflier: Ein Ausreifler ist ein Messwert, der sich betridchtlich von anderen Werten in
einem zufillig ausgewidhlten Muster in einer Population unterscheidet.

Leistungsstandards (PS): Auf einer validierten Priifmethode beruhende Normen, auf deren
Grundlage die Vergleichbarkeit einer vorgeschlagenen, funktionell und mechanistisch
dhnlichen Priifmethode bewertet werden kann. Sie umfassen (i) wesentliche Elemente der
Priifmethode; (ii) ein Mindestverzeichnis von Referenzsubstanzen, ausgewdihlt aus den
Substanzen, die zum Nachweis der akzeptablen Leistung der validierten Referenzmethode
verwendet werden; und (iii) je nach den fiir die validierte Referenzmethode erzielten
Ergebnissen dhnliche Genauigkeits- und Zuverldssigkeitswerte, die die vorgeschlagene
Priifmethode bei der Bewertung anhand des Mindestverzeichnisses von Referenzsubstanzen
demonstrieren sollte (14).

Geschiitzte Priifmethode: Eine Priifmethode, deren Herstellung und Vertrieb durch Patente,
Urheberrechte, Handelsmarken usw. beschriankt sind.

Qualititssicherung: FEin Managementprozess, mittels dessen die Einhaltung von
Laborpriifnormen, Anforderungen und Aufzeichnungsverfahren, sowie die Genauigkeit des
Datentransfers durch Individuen bewertet wird, die von den testenden Personen unabhéngig
sind.

Referenzsubstanzen: Chemikalien, die zur Verwendung im Validierungsprozess ausgewdhlt
werden und fiir die die Reaktionen innerhalb des in vitro- oder in vivo-Referenztestsystems
oder der untersuchten Spezies bereits bekannt sind. Diese Chemikalien sollten repridsentativ
fiir die Chemikalienklassen sein, fiir die die Priifmethode voraussichtlich verwendet werden
soll; ferner sollten sie die ganze Bandbreite an Reaktionen abdecken, die von den
Zielchemikalien erwartet werden kann - von stark iiber schwach bis negativ. Fiir die
unterschiedlichen Stadien des Validierungsprozesses, fiir verschiedene Priifmethoden und
Testverwendungen konnen unterschiedliche Reihen von Referenzchemikalien bendtigt
werden (14).

Relevanz: Dieser Begriff bezieht sich auf das Verhdltnis zwischen dem Test und der
betreffenden Wirkung und auf die Frage, ob er aussagekriftig und niitzlich fiir einen
bestimmten Zweck ist. Er beschreibt das Ausmal, in dem der Test die untersuchte biologische
Wirkung korrekt misst oder vorhersagt. Die Relevanz beinhaltet eine Beurteilung der
Genauigkeit (Ubereinstimmung) einer Priifmethode (14).

Zuverlissigkeit: Mal3 der Verlésslichkeit der Reproduzierbarkeit der Priifmethode innerhalb
von und zwischen Laboratorien in einem bestimmten Zeitintervall bei einheitlichem Protokoll.
Sie wird durch Berechnung der Intra- und Interlabor-Reproduzierbarkeit bewertet (14).

Hautsensibilisierung: Ein immunologischer Prozess, der auftritt, wenn ein empfindliches
Individuum topisch einem induzierenden chemischen Allergen ausgesetzt ist, das eine kutane
Immunreaktion ausldst, die zur Entwicklung einer Kontaktsensibilisierung fithren kann.

Stimulationsindex (SI): Ein Wert, der zur Bewertung des Hautsensibilisierungspotenzials
einer Priifsubstanz berechnet wird. Der SI ist das Verhiltnis der Proliferation in behandelten
Gruppen zu dem der gleichzeitigen Vehikelkontrollgruppe.
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Priifsubstanz (auch Priifchemikalie): Jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser
Priifmethode getestet wird.

Validierte Priifmethode: Eine Priifmethode, fiir die Validierungsstudien durchgefiihrt
wurden, um die Relevanz (einschlieBlich Genauigkeit) und Zuverldssigkeit fiir einen
bestimmten Verwendungszweck zu bestimmen. Es ist zu beachten, dass die
Leistungsfahigkeit einer validierten Priifmethode im Hinblick auf Genauigkeit und
Zuverldssigkeit unter Umstdnden nicht den Anforderungen eines vorgeschlagenen
Verwendungszwecks geniigt (14).
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Kapitel B.46 erhilt folgende Fassung:

»B.46 In-Vitro-Hautreizung: Test an rekonstruierten Modellen menschlicher Epidermis

EINLEITUNG

1.

Unter einer Hautreizung versteht man das Auslosen einer reversiblen Hautschiddigung
nach Applikation einer Priifsubstanz fiir die Dauer von bis zu 4 Stunden [Definition
nach dem Globalen Harmonisierten System (GHS) zur Einstufung und Kennzeichnung
von Chemikalien der Vereinten Nationen (UN) und nach Verordnung (EQG)
Nr. 1272/2008 des Europdischen Parlaments und des Rates vom 16. Dezember 2008
iiber die Einstufung, Kennzeichnung und Verpackung von Stoffen und Gemischen (1)
(3)]. Mit der vorliegenden Priifmethode steht ein in vitro-Verfahren zur Verfiigung,
das zur Ermittlung schiadlicher Wirkungen von hautreizenden Chemikalien (Stoffen
und Gemischen) gemidfl UN GHS und EU CLP-Verordnung Kategorie 2 (1) (2) (3)
herangezogen werden kann. In der EU und in anderen Regionen, die die wahlfreie
Kategorie (leichte Reizstoffe) nach UN GHS nicht anerkannt haben, kann diese
Priifmethode auch zur Identifizierung nicht klassifizierter Chemikalien, d. h. ,,Keine
Kategorie* nach UN GHS und EU CLP, verwendet werden (1) (3). Die vorliegende
Priifmethode kann auBerdem als eigenstindiger Ersatztest fiir in vivo-Tests auf
Hautreizungen innerhalb einer sequenziellen Teststrategie eingesetzt werden, um das
Hautreizungspotenzial von Chemikalien zu bestimmen (4 und Kapitel B.4 in diesem
Anhang).

Hautreizungen werden bislang in der Regel anhand von Versuchstieren bewertet
[OECD-Priifrichtlinie 404; Kapitel B.4 in diesem Anhang] (4). Um dem
Tierschutzaspekt Rechnung zu tragen, wurde Methode B.4 2004 tiberarbeitet und sieht
nun vor, dass Hautverdtzungen/-reizungen auch im Wege einer sequenziellen
Teststrategie bestimmt werden konnen, bei der validierte in vitro- oder ex vivo-
Priifmethoden angewandt werden, die den Tieren Schmerzen und Leiden ersparen.
Drei validierte in vitro-Priifmethoden wurden als OECD-Priifrichtlinien 430, 431 und
435 (5) (6) (7) zugelassen, und zwei von ihnen - Kapitel B.40 und B.40b dieses
Anhangs - konnen fiir den Hautverdtzungen betreffenden Teil der sequenziellen
Teststrategie der Methode B.4 oder der OECD-Priifrichtlinie 404 (4) eingesetzt
werden.

Die vorliegende Priifmethode bezieht sich auf Hautreizungen mit dem Endpunkt der
menschlichen Gesundheit. Sie beruht auf Modellen rekonstruierter menschlicher
Epidermis, die in ihrer allgemeinen Ausgestaltung (Verwendung von menschlichen,
nicht transformierten Keratinozyten als zelluldirem Ausgangsmaterial, représentativem
Gewebe und Zytoarchitektur), die biochemischen und physiologischen Eigenschaften
der menschlichen Oberhaut, d. h. der Epidermis, weitgehend nachvollziehen. Diese
Priifmethode umfasst auch eine Reihe von Leistungsstandards (Anlage 2) fiir die
Bewertung &dhnlicher und modifizierter Priifmethoden auf der Grundlage
rekonstruierter Modelle der menschlichen Epidermis, die vom Europidischen Zentrum
zur Validierung alternativer Methoden (EC-ECVAM) (8) in Ubereinstimmung mit den
Grundsétzen des OECD-Leitliniendokuments Nr. 34 (9) entwickelt wurden.
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Fiir diese Priifmethode stehen drei validierte Verfahren zur Verfligung. Fiir eine in vitro-
Methode (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) (20), die ein rekonstruiertes
Modell menschlicher Epidermis verwendet und im Handel als EpiSkin™ erhéltlich ist
(auch als Validierte Referenzmethode; VRM bezeichnet), wurden Privalidierungs-,
Optimierungs- und Validierungsstudien abgeschlossen. Zwei weitere im Handel
erhiltliche in vitro-Methoden auf der Grundlage von Hautmodellen zeigten nach der auf
Leistungsstandards basierenden Validierung (21) dhnliche Ergebnisse wie die VRM.
Hierbei handelt es sich um die auf rekonstruierten Modellen menschlicher Epidermis
beruhenden Methoden EpiDerm™ SIT (EPI-200) und SkinEthic™ (22).

Bevor ein vorgeschlagener Test an Modellen von in vitro rekonstruierter menschlicher
Epidermis - auBer der VRM und aufler EpiDerm™ SIT (EPI-200) oder SkinEthic™ -
fiir regulatorische Zwecke verwendet werden kann, sollten nach den in der
vorliegenden  Priifmethode  vorgegebenen  Leistungsstandards  (Anlage 2)
Verldsslichkeit, Relevanz (Genauigkeit) und Grenzen des Tests fiir den
vorgeschlagenen Verwendungszweck bestimmt werden, um sicherzustellen, dass er
mit der VRM vergleichbar ist. Zudem empfiehlt es sich, das OECD Explanatory
Background Document iiber in vitro-Hautreizungstests zu konsultieren, bevor dhnliche
oder modifizierte in vitro-Methoden mit rekonstruiertem Epidermismodell entwickelt,
validiert und den Regulierungsbehdrden zur Annahme vorgelegt werden (23).

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

6.

Die verwendeten Begriffsbestimmungen sind in Anlage 1 aufgefiihrt.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

7.

Eine Begrenzung der Priifmethode, wie durch die Validierungsstudie (16)
nachgewiesen, besteht insofern, als keine Einstufung von Stoffen in die wahlfreie
Kategorie 3 (leichte Reizstoffe) des UN GHS-Systems moglich ist (1). Sollte sie als
teilweiser Ersatztest verwendet werden, konnten weitere in vivo-Tests erforderlich
sein, um das Hautreizungspotenzial vollstdndig zu charakterisieren (4 und Kapitel B.4
in diesem Anhang). Die Verwendung menschlicher Haut unterliegt anerkanntermaf3en
ethischen Uberlegungen und Bedingungen auf nationaler und internationaler Ebene.

Diese Priifmethode bezieht sich auf die in vitro-Komponente von Hautreizungen
innerhalb der sequenziellen Teststrategie nach B.4 (OECD-Priifrichtlinie 404) {iber
Hautkorrosion/Hautirritation (4). Obwohl diese Priifmethode keine angemessene
Information iiber Hautverdtzungen liefert, wird darauf hingewiesen, dass B.40b
(OECD-Priifrichtlinie 431) tiber Hautkorrosion auf demselben Testsystem anhand
eines Epidermismodells beruht, obwohl ein anderes Protokoll verwendet wird (Kapitel
B.40b). Die vorliegende Methode beruht auf Hautmodellen unter Verwendung
menschlicher Keratinozyten, die daher in vitro das Zielorgan der betrachteten Spezies
reprasentieren.  Daher deckt sie unmittelbar den  Anfangsschritt  der
Entziindungskaskade/des Wirkmechanismus (Zell- und Gewebeschiddigung mit
resultierendem lokalisiertem Trauma) ab, die wahrend der Reizung in vivo auftritt. Fiir
die dieser Priifmethode zugrunde liegende Validierung wurde eine grofle Anzahl an
Chemikalien getestet. Die empirische Datenbasis der Validierungsstudie umfasste
insgesamt 58 chemische Stoffe (16) (18) (23). Betroffen waren Feststoffe,
Flissigkeiten, halbfeste Stoffe und Wachse. Fliissigkeiten konnen wéssrig oder nicht
wissrig sein; Feststoffe in Wasser 16slich oder unloslich. Sofern moglich, sollten
Feststoffe vor der Applikation zu Feinpulver gemahlen werden; eine weitere
Behandlung der Probe ist nicht ndtig. Gase und Aerosole wurden bislang in keiner
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Validierungsstudie bewertet (24). Obwohl ihre Priifung anhand des Epidermis-
Modells vorstellbar ist, ermoglicht die vorliegende Priifmethode nicht das Testen von
Gasen und Aerosolen. Zu beachten ist auch, dass stark gefarbte Chemikalien mit den
Zellviabilititsmessungen interferieren konnen und daher die Verwendung
angemessener Kontrollen zur Korrektur erfordern (siche Absitze 24-26).

Ein einziger Priifdurchgang mit drei Replikatgeweben sollte fiir eine Priifsubstanz bei
eindeutiger Einstufung geniigen. Bei Grenzergebnissen, wie z. B. nicht
tibereinstimmenden Replikatmessungen und/oder einer mittleren prozentualen
Viabilitdt von 50 £ 5 %, sollte ein zweiter Durchgang in Betracht gezogen werden,
bzw. ein dritter bei abweichenden Ergebnissen der ersten beiden Durchgénge.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

10.

11.

12.

Die Priifsubstanz wird topisch auf ein dreidimensionales Modell rekonstruierter
menschlicher Epidermis aufgetragen, bestehend aus nicht verdnderten menschlichen
epidermalen Keratinozyten, die zu einem mehrschichtigen, stark differenzierten
Modell menschlicher Epidermis kultiviert wurden. Letztere besteht aus angeordneten
Basal-, Stachel- und Kdrnerzellschichten und einer mehrlagigen Hornschicht (stratum
corneum), die zwischen den Zellen lamellare Fettschichten enthélt, deren Lipid-
Hauptklassen den in vivo gefundenen Mustern entsprechen.

Durch chemische Stoffe induzierte Hautreizungen, die sich in Erythemen und Odemen
ausdriicken, sind das Ergebnis einer Kaskade von Ereignissen, an deren Beginn das
Eindringen in das stratum corneum mit folgender Schiadigung der darunter liegenden
Keratinozytenschicht steht. Die absterbenden Keratinozyten setzen
Mediatorsubstanzen frei, die die Entziindungskaskade in den Zellen der Dermis,
insbesondere in den Stromalzellen und Endothelzellen, einleiten. Die Dilatation und
erhohte Durchlissigkeit der Endothelzellen erzeugen letztendlich das festgestellte
Erythem bzw. Odem (24). Die Methoden auf der Grundlage des Hautmodells erlauben
die Messung der Ereignisse zu Beginn der Kaskade.

Die Zellviabilitit an Modellen rekonstruierter menschlicher Epidermis wird durch
Enzymkonversion des Vitalfarbstoffs MTT [3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid, Thiazolyl-Blau; CAS-Nummer 298-93-1], zu einem
blauen Formazan-Salz gemessen, das nach seiner Extraktion aus Geweben
quantifiziert wird (25). Reizstoffe werden anhand ihrer Féhigkeit erkannt, die
Zellviabilitdt unter vorgegebene Schwellenwerte zu senken (d. h. < 50 % bei
Reizstoffen der UN GHS-/ EU CLP Kategorie 2). Je nach dem regulatorischen
Rahmenwerk, in dem die Ergebnisse dieser Priifmethode verwendet werden, kénnen
Chemikalien, die eine Zellviabilitdt oberhalb des vorgegebenen Grenzwerts erzeugen,
als nicht-reizend eingestuft werden (d. h. > 50 %, Keine Kategorie).

LEISTUNGSNACHWEIS

13.

Bevor eines der drei validierten Verfahren, die den Anforderungen der vorliegenden
Priifmethode geniigen, routinemiBig angewandt werden kann, sollten Laboratorien
anhand von zehn der in Tabelle 1 aufgefiihrten Referenzsubstanzen die technische
Leistungsfahigkeit der Methode nachweisen. Fiir im Rahmen dieser Priifmethode
entwickelte #hnliche Verfahren oder fiir Anderungen einer der drei validierten
Methoden sollten die in Anlage 2 dieser Priifmethode beschriebenen
Leistungsstandards erfiillt werden, bevor die Methode fiir Regulierungszwecke
eingesetzt wird.
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14.  Als Teil des Leistungsnachweises sollte der Benutzer die von dem Hersteller des
Hautmodells spezifizierten Barriereeigenschaften der Gewebe nach Erhalt iiberpriifen.
Dies ist besonders wichtig, wenn die Gewebe iliber grofle Entfernungen/Zeitraume
transportiert werden. Sobald eine Methode erfolgreich etabliert und ihre Leistung
demonstriert wurde, ist diese Uberpriifung nicht mehr routinemifig erforderlich.
Allerdings empfiehlt es sich auch bei routinemiBig angewandten Methoden, die

Barriereeigenschaften in regelmifBigen Abstinden zu kontrollieren.

Tabelle 1: Referenzsubstanzen'

Substanz CAS-Nr. In vivo- | Aggregatzustand | UN GHS/EU CLP
Punktzahl® Kategorie
Naphthalen-Essigsdure 86-87-3 0 fest Keine Kat.
Isopropanol 67-63-0 0,3 fllissig Keine Kat.
Methylstearat 112-61-8 1 fest Keine Kat.
1,7 fliissig Keine Kat.
Heptyl-Butyrat 5870-93-9 (wahlfrei Kat. 3y
2 fliissig Keine Kat.
Hexyl-Salicylat 6259-76-3 (wahlfrei Kat. 3)*"
Cyclamenaldehyd 103-95-7 2,3 fliissig Kat. 2
I-Bromohexan 111-25-1 2,7 fliissig Kat. 2
Kaliumhydroxid 3 fllissig Kat. 2
(5 % aq.) 1310-58-3
1-Methyl-3-phenyl-1- 5271-27-2 3,3 fest Kat. 2
piperazin;
Heptanal 111-71-7 3.4 fliissig Kat. 2

Referenzsubstanzen.

Diese Referenzsubstanzen sind eine Untergruppe der in der Validierungsstudie verwendeten

" In vivo-Punktzahl in Ubereinstimmung mit B.4 und OECD-Priifrichtlinie 404 (4).

3 Im Rahmen dieser Priifmethode wird die wahlfreie UN GHS Kategorie 3 (leichte Reizstoffe) (1) als
Keine Einstufung betrachtet.

* Die wahlfreie UN GHS Kategorie 3 ist auf das EU CLP nicht anwendbar.
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VERFAHREN

15.

Es folgt eine Beschreibung der Elemente und Verfahrensschritte eines
Hautreizungstests an Modellen rekonstruierter menschlicher Epidermis. Ein Modell
menschlicher Epidermis sollte rekonstruiert sein und kann prapariert oder im Handel
erworben werden. Standardvorgehensweisen fiir EpiSkin™, EpiDerm™ SIT (EPI-
200) und SkinEthic™ RHE sind verfiigbar (26) (27) (28). Die Tests sollten wie folgt
durchgefiihrt werden:

Elemente des VERFAHRENS AUF DER GRUNDLAGE VON MODELLEN
REKONSTRUIERTER MENSCHLICHER EPIDERMIS

Allgemeine Bedingungen

16.

Die Epithelschicht sollte aus normalen menschlichen Keratinozyten gebildet werden.
Unter der funktionsfdhigen Hornschicht (stratum corneum) sollten mehrere Lagen
lebensfahiger Epithelzellen (Basalzellschicht, stratum spinosum, stratum granulosum)
vorhanden sein. Die Hornschicht sollte mehrlagig sein und das zur Erzeugung einer
funktionsfahigen Barriere essenzielle Lipidprofil aufweisen. Die Barriere muss robust
genug sein, um das schnelle FEindringen zytotoxischer Markersubstanzen wie
Natriumdodecylsulfat (SDS) oder Triton X-100 zu verhindern. Die Barrierefunktion
kann entweder durch Bestimmung der Konzentration, in der eine Markersubstanz die
Viabilitdt der Gewebe nach einer vorgegebenen Expositionsdauer um 50 % verringert
(ICsp), oder durch die Bestimmung der Expositionszeit bewertet werden, die
erforderlich ist, um die Zellviabilitdt bei Anwendung der Markersubstanz in einer
vorgegebenen festen Konzentration um 50 % zu reduzieren (ETso). Das Modell muss
rliickhaltefihig genug sein, um zu verhindern, dass Material rund um die Hornschicht
in lebensfdhiges Gewebe eindringt, was zu einer mangelhaften Modellierung der
Hautexposition fiihren wiirde. Das Hautmodell sollte nicht mit Bakterien, Viren,
Mykoplasma oder Pilzen kontaminiert sein.

Funktionale Bedingungen

Viabilitét

17.

Die GroBenordnung der Viabilitdt wird vorzugsweise anhand des MTT-Tests
bestimmt (25). Die Benutzer des Hautmodells sollten sicherstellen, dass jede Charge
des verwendeten Modells vorgegebene Kriterien fiir die Negativkontrolle (NK) erfiillt.
Die optische Dichte (OD) des Extraktionslosungsmittels allein sollte ausreichend
gering sein, d. h. OD < 0,1. Von dem Entwickler/Hersteller des Hautmodells wird ein
Akzeptanzbereich (obere und untere Grenze) fiir OD-Werte der Negativkontrolle
(nach den Bedingungen der Priifmethode fiir Hautreizungen) aufgestellt. Die
Akzeptanzbereiche fiir die 3 validierten Methoden sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Es
sollte dokumentiert werden, dass die mit der Negativkontrolle behandelten Gewebe
iiber die gesamte Dauer der Exposition stabil bleiben (bzw. vergleichbare
Viabilitditsmessungen ergeben).
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Tabelle 2: Akzeptanzbereiche fiir OD-Werte der Negativkontrolle

Untere Akzeptanzgrenze Obere Akzeptanzgrenze
EpiSkin™ (SM) > 0,6 <15
EpiDerm™ SIT (EPI-200) >1,0 <25
SkinEthic™ RHE >1,2 <25
Barrierefunktion
18.  Das stratum corneum und seine Fettzusammensetzung sollten in der Lage sein, das

schnelle Eindringen zytotoxischer Markersubstanzen wie SDS oder Triton X-100, wie
durch ICsy oder ETso bestimmt, zu verhindern (Tabelle 3).

Morphologie

19.  Bei der histologischen Untersuchung des Modells rekonstruierter Haut sollte
nachgewiesen werden, dass das Modell eine der menschlichen Epidermis dhnliche
Struktur (einschlieBlich mehrlagigem stratum corneum) aufweist.

Reproduzierbarkeit

20. Die Ergebnisse der Positivkontrolle (PK) und der Negativkontrollen (NK) der
Priifmethode sollten die Reproduzierbarkeit im Zeitverlauf nachweisen.

Qualititskontrolle (QK)

21. Der Entwickler/Hersteller des Modells rekonstruierter Epidermis sollte sicherstellen
und nachweisen, dass jede Charge des verwendeten Hautmodells bestimmten
Freigabekriterien geniigt, von denen die Kriterien der Viabilitit (Absatz 17), der
Barrierefunktion (Absatz 18) und der Morphologie (Absatz 19) die wichtigsten sind.
Diese Daten sollten den Benutzern der Methode zur Verfiigung gestellt werden, damit
diese sie in ihre Priifberichte aufnehmen konnen. Der Entwickler/Hersteller des
Hautmodells (oder - bei Verwendung eines hauseigenen Modells - der Priifer) sollte
eine Akzeptanzspanne (oberer und unterer Grenzwert) fiir ICsy oder ETs, festlegen.
Nur mit geeigneten Geweben erzielte Ergebnisse konnen fiir eine zuverldssige
Vorhersage fiir die Einstufung von Reizwirkungen akzeptiert werden. Beispiele fiir
Akzeptanzspannen fiir die drei validierten Methoden sind in Tabelle 3 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Beispiele fiir Chargenfreigabekriterien im Rahmen der Qualitdtskontrolle

Untere Akzeptanzgrenze Obere Akzeptanzgrenze

EpiSkin™ (SM) ICso = 1,0 mg/ml ICso = 3,0 mg/ml
(18-stiindige Behandlung

mit SDS) (26)

EpiDerm™ SIT (EPI-200) ETso=4.8h ETso=8,7h
(1 % Triton X-100) (27)

SkinEthic™ RHE ETso=4,0h ETso=9,0h

(1 % Triton X-100) (28)
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Applikation der Priif- und Kontrollsubstanzen

22.

23.

Fiir jede Priifsubstanz und fiir die Kontrollen bei jedem Durchgang sollten mindestens
drei Replikate verwendet werden. Bei fliissigen und festen Substanzen sollte eine
ausreichende Menge Priifsubstanz gleichmiBig auf die gesamte Oberfliche der
Epidermis aufgetragen werden; unendliche Dosen sind zu vermeiden, d. h. es sollten
mindestens 25 pL/cm’® oder 25 mg/cm® verwendet werden. Bei festen Stoffen sollte
die Epidermis-Oberfliche vor der Applikation mit deionisiertem oder destilliertem
Wasser angefeuchtet werden, um guten Hautkontakt zu gewihrleisten. Feststoffe
sollten nach Moglichkeit als Feinpulver getestet werden. Am Ende der Expositionszeit
sollte die Priifsubstanz mit wéssriger Pufferlosung oder 0,9 % NaCl von der
Hautoberflache abgewaschen werden. Je nachdem, welches Modell rekonstruierter
menschlicher Epidermis verwendet wird, kann die Expositionszeit 15 bis 60 Minuten
betragen und die Inkubationstemperatur zwischen 20 und 37°C liegen. Diese
Expositionszeiten und -temperaturen werden fiir jede Methode auf der Grundlage des
Hautmodells optimiert und stellen die unterschiedlichen Eigenschaften der Methoden

dar. Fiir Einzelheiten siche Standardvorgehensweisen (Standard Operating Procedures;
SOP) der Methoden (26) (27) (28).

Bei jeder Studie sollten gleichzeitig Negativkontrollen (NK) und Positivkontrollen
(PK) verwendet werden, um nachweisen zu konnen, dass die Viabilitdt (mit der NK),
die Barrierefunktion und die resultierende Empfindlichkeit der Gewebe (mit der PK)
innerhalb einer vorgegebenen historischen Akzeptanzspanne liegen. Als PK-Substanz
wird 5 % wissrige SDS empfohlen. Als NK-Substanzen empfehlen sich Wasser oder
phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS).

Zellviabilititsmessungen

24.

25.

26.

Wichtigstes Element des Testverfahrens ist es, dass Viabilititsmessungen nicht
unmittelbar nach dem Kontakt mit den Priifsubstanzen, sondern nach einer
ausreichend langen Inkubationszeit der abgespiilten Gewebe (nach der Behandlung) in
einem frischen Medium erfolgen. Wahrend dieser Zeit kann sich das Gewebe von
milden zytotoxischen Wirkungen erholen bzw. deutliche zytotoxische Effekte konnen
sich herausbilden. Wéhrend der Phase der Testoptimierung (11) (12) (13) (14) (15) hat
sich eine Inkubationszeit von 42 Stunden nach der Behandlung als optimal erwiesen.

Der MTT-Test ist eine validierte quantitative Methode, die zur Messung der
Zellviabilitdt nach dieser Priifmethode angewandt werden sollte. Sie ist zur
Anwendung in einem dreidimensionalen Gewebemodell geeignet. Die Gewebeprobe
wird flir 3 Stunden in eine MTT-Losung geeigneter Konzentration (z. B. 0,3 —
1 mg/mL) gelegt. Der blaue Formazan-Niederschlag wird sodann mit Hilfe eines
Losungsmittels (z. B. Isopropanol, Sdure-Isopropanol) aus dem Gewebe extrahiert,
und die Formazankonzentration wird durch Bestimmung des OD-Werts bei 570 nm
mittels eines Bandpasses von maximal + 30 nm gemessen.

Optische Eigenschaften der Priifsubstanz oder ihre chemische Wirkung auf den MTT
konnen mit dem Test interferieren und (weil die Priifsubstanz die Farbbildung sowohl
verhindern oder umkehren also auch hervorrufen kann) zu einer falschen
Viabilititsschdtzung fiihren. Dies kann der Fall sein, wenn eine bestimmte
Priifsubstanz nicht komplett von dem Gewebe abgewaschen wurde oder wenn sie in
die Epidermis eindringt. Wirkt sich die Priifsubstanz unmittelbar auf den MTT aus
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(MTT-Reduktionsmittel), ist sie natiirlich gefarbt oder verfarbt sie sich wihrend der
Gewebebehandlung, so sollten zum Nachweis und zur Behebung einer etwaigen
Interferenz der Priifsubstanz mit der Viabilititsmesstechnik zusidtzliche Kontrollen
verwendet werden. Fiir eine genaue Beschreibung der richtigen Durchfiihrung der
MTT-Reduktion und der Interferenzen durch Fiarbemittel siche die
Standardvorgehensweisen fiir die drei validierten Methoden (26) (27) (28).

Akzeptanzkriterien

27.

Bei jeder Methode an giiltigen Chargen des betreffenden Hautmodells (siehe
Absatz 21), sollten mit der Negativkontrolle behandelte Gewebe OD-Werte aufweisen,
die fir die Gewebequalitit nach abgeschlossenen Beforderungs- und
Annahmevorgéngen und sédmtlichen Schritten des Protokolls aussagekriftig sind. Die
OD-Werte der Kontrollen sollten nicht unter historisch etablierten niedrigeren
Grenzwerten liegen. Gleichzeitig sollten mit der Positivkontrolle, d. h. 5 % wéssrige
SDS, behandelte Gewebe die Fahigkeit der Gewebe reflektieren, unter den
Bedingungen der Priifmethode auf hautreizende Chemikalien zu reagieren (26) (27)
(28). Es sollten entsprechende und geeignete Malle der Variabilitit zwischen
Gewebereplikaten festgelegt werden (z. B. soweit Standardabweichungen (SD)
verwendet werden, sollten sie innerhalb des aufgrund historischer Daten berechneten
einseitigen Toleranzintervalls von 95 % liegen; fiir die VRM gilt, dass die SD < 18 %
betragen sollen).

Auswertung der Ergebnisse und Prddiktionsmodell

28.

Die fiir jede Priifsubstanz erhaltenen OD-Werte konnen zur Berechnung einer
prozentualen Zellviabilitit im Vergleich zur Negativkontrolle, die auf 100 %
festgesetzt ist, herangezogen werden. Der Grenzwert der prozentualen Zellviabilitit,
der zwischen Reizstoff und nicht klassifizierten Priifsubstanzen unterscheidet, und das
(die) statistische(n) Verfahren zur Auswertung der Ergebnisse und zur Identifizierung
von Reizstoffen sollten genau definiert und dokumentiert werden und nachweislich
geeignet sein. Die Grenzwerte flir die Vorhersage der Reizung sind nachstehend
angegeben:

Die Priifsubstanz gilt als hautreizend im Sinne von UN GHS/EU CLP Kategorie 2,
wenn die Gewebeviabilitit nach der Exposition und der Inkubation nach der
Behandlung weniger als oder gleich (<) 50 % betrégt.

Je nach dem regulatorischen Rahmenwerk, in dem die Ergebnisse dieser Priifmethode
verwendet werden, gilt die Priifsubstanz als nicht hautreizend im Sinne der Einstufung
Keine Kategorie nach UN GHS/EU CLP, wenn die Gewebeviabilitdit nach der
Exposition und der Inkubation nach der Behandlung mehr als (>) 50 % betragt.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Daten

29.

Fiir jeden Durchgang sollten Daten aus einzelnen Replikattestproben (z. B. OD-Werte
und Daten iiber die berechnete prozentuale Zellviabilitit fiir jede Priifsubstanz,
einschlieBlich Einstufung), gegebenenfalls auch Daten aus Wiederholungsversuchen,
tabellarisch zusammengefasst werden. Dariiber hinaus sollten fiir jeden Durchgang die
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Mittelwerte + Standardabweichung iibermittelt werden. AuBerdem sollten fiir jede
gepriifte  Substanz  festgestellte Interaktionen mit dem MTT-Reagens und
Testfarbstoffen protokolliert werden.

Priifbericht
30.  Der Priifbericht sollte folgende Angaben enthalten:

Priif- und Kontrollsubstanzen:

- Chemische Bezeichnung(en) wie CAS-Bezeichnung und CAS-Nummer, EG-Name und
EG-Nummer, soweit bekannt;

- Reinheit und Zusammensetzung der Substanz (in Gewichtsprozent);

- physikalisch-chemische Eigenschaften (z. B. Aggregatzustand, Stabilitit, Fliichtigkeit,
pH-Wert, Wasserloslichkeit, soweit bekannt), die fiir die Durchfiihrung der Studie
relevant sind;

- Behandlung der Priif-/Kontrollsubstanzen vor dem Test, sofern relevant
(z. B. Erwidrmen, Mabhlen);

- Lagerbedingungen;

Griinde fiir die Verwendung des betreffenden Hautmodells und Protokolle

Priifbedingungen:

- verwendetes Zellsystem;

- umfassende Begleitdokumentation fiir das betreffende Hautmodell, einschlieBlich seiner
Leistung. Diese sollte unter anderem die folgenden Aspekte beinhalten:

i) Viabilitét

ii) Barrierefunktion

iii) Morphologie

iv) Reproduzierbarkeit und Pradiktivitat

v) Qualititskontrollen (QK) des Modells
- Einzelheiten der angewandten Methode;

- verwendete Testdosen, Dauer der Exposition und der Inkubationszeit nach der
Behandlung;

- Beschreibung etwaiger Anderungen im Priifverfahren;

- Verweis auf historische Modelldaten. Diese sollte unter anderem die folgenden Aspekte
beinhalten:

i) Akzeptanz der QK-Daten mit Verweis auf historische Chargendaten

ii) Akzeptanz der Positiv- und Negativkontrollwerte mit Verweis auf die Mittelwerte
und Spannbreiten der Positiv- und Negativkontrollen

- Beschreibung der angewandten Auswertungskriterien, einschlieBlich Begriindung der
Wabhl des (der) Schwellenwerte(s) fiir das Vorhersagemodell;

- Verweis auf historische Kontrolldaten.
Ergebnisse:

- tabellarische Darstellung der Daten aus Einzelproben fiir jeden Durchgang und jede
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Replikatmessung;

- Angabe verwendeter Kontrollen fiir direkte
Testfarbstoffe;

- Beschreibung sonstiger beobachteter Wirkungen.

Diskussion der Ergebnisse

Schlussfolgerung
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Anlage 1
BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Genauigkeit: Der Grad an Ubereinstimmung zwischen Testergebnissen und akzeptierten
Referenzwerten. Die Genauigkeit ist ein Mal} der Leistung der Priifmethode und ein Aspekt
der Relevanz. Der Begriff wird oft im Sinne von , Ubereinstimmung® verwendet und
bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse einer Priifmethode (9).

Zellviabilitiat: Parameter zur Messung der Gesamtaktivitit einer Zellpopulation z. B.
Fahigkeit zelluldrer mitochondrialer Dehydrogenasen, den Vitalfarbstoff MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid, Thiazolyl-Blau) zu reduzieren, der je
nach gemessenem Endpunkt und angewandtem Testkonzept der Gesamtzahl und/oder der
Vitalitit lebender Zellen entspricht.

Ubereinstimmung: Die Ubereinstimmung ist ein MaB der Leistung einer Priifmethode fiir
Priifverfahren mit kategorialen Ergebnissen und ein Aspekt der Relevanz. Der Begriff wird
gleichbedeutend mit Genauigkeit verwendet und wird als Anteil aller gepriiften Chemikalien
definiert, die korrekt als positiv oder negativ eingestuft werden. (9).

ETso: Die Expositionszeit, die erforderlich ist, um die Zellviabilitdt bei Anwendung der
Markersubstanz in vorgegebener fester Konzentration um 50 % zu reduzieren, siehe
auch IC50.

EU CLP (Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 des Europiischen Parlaments und des Rates
vom 16. Dezember 2008 iiber die Einstufung, Kennzeichnung und Verpackung von
Stoffen und Gemischen): fiihrt das UN GHS-System tiiber die Einstufung, Kennzeichnung
und Verpackung von Chemikalien (Stoffe und Gemische) in der Européischen Union ein. (3).

GHS (Globales Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von
Chemikalien der Vereinten Nationen (UN)): Ein System zur Klassifizierung von
Substanzen und Gemischen nach standardisierten Typen und Stufen physikalischer,
gesundheitlicher und 6kologischer Gefahren und zur entsprechenden Kennzeichnung durch
Piktogramme, Signalworter, Gefahrenhinweise, Sicherheitshinweise und
Sicherheitsdatenbdgen, um zum Schutz des Menschen (einschlieBlich Arbeitgeber, Arbeiter,
Spediteure, Verbraucher und Notfall-Einsatzkréifte) und der Umwelt Informationen iiber die
schidlichen Wirkungen der betreffenden Chemikalien zu verbreiten (1).

ICsy: Die Konzentration, bei der eine Markersubstanz die Viabilitdt der Gewebe nach einer
vorgegebenen Expositionszeit um 50 % (ICs) reduziert, siche auch ETsy.

Unendliche Dosis: Die Menge der auf die Haut aufgetragenen Priifsubstanz, die liber die zur
vollstindigen und gleichméfBigen Bedeckung der Hautoberfliche erforderliche Menge
hinausgeht.

Me-too-Test: Umgangssprachliche Bezeichnung einer Priifmethode, die strukturell und
funktionell mit einer validierten und akzeptierten Referenzpriifmethode vergleichbar ist. Eine
solche Priifmethode kdme fiir die Catch-up-Validierung in Frage. Gleichbedeutend mit
vergleichbarer Priifmethode verwendet (9).
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Leistungsstandards (PS): Auf einer validierten Priifmethode beruhende Normen, auf deren
Grundlage die Vergleichbarkeit einer vorgeschlagenen, mechanistisch und funktionell
dhnlichen Priifmethode bewertet werden kann. Sie umfassen (i) wesentliche Elemente der
Priifmethode; (ii) ein Mindestverzeichnis von Referenzsubstanzen, ausgewdihlt aus den
Substanzen, die zum Nachweis der akzeptablen Leistung der validierten Referenzmethode
verwendet werden; und (iii) je nach den fiir die validierte Referenzmethode erzielten
Ergebnissen die vergleichbaren Genauigkeits- und Zuverldssigkeitswerte, die die
vorgeschlagene Priifmethode bei der Bewertung anhand des Mindestverzeichnisses von
Referenzsubstanzen demonstrieren sollte (9).

Referenzsubstanzen: Chemikalien, die zur Verwendung im Validierungsprozess ausgewahlt
werden und fiir die die Reaktionen innerhalb des in vitro- oder in vivo-Referenztestsystems
oder der untersuchten Spezies bereits bekannt sind. Diese Chemikalien sollten représentativ
fiir die Chemikalienklassen sein, fiir die die Priifmethode voraussichtlich verwendet werden
soll; ferner sollten sie die ganze Bandbreite an Reaktionen abdecken, die von den
Zielchemikalien erwartet werden kann - von stark iiber schwach bis negativ. Fiir die
unterschiedlichen Stadien des Validierungsprozesses, fiir verschiedene Priifmethoden und
Testverwendungen konnen unterschiedliche Reihen von Referenzchemikalien bendtigt
werden (9).

Relevanz: Dieser Begriff bezieht sich auf das Verhdltnis zwischen dem Test und der
betreffenden Wirkung und auf die Frage, ob er aussagekriftig und niitzlich fiir einen
bestimmten Zweck ist. Er beschreibt das Ausmal, in dem der Test die untersuchte biologische
Wirkung korrekt misst oder vorhersagt. Die Relevanz beinhaltet eine Beurteilung der
Genauigkeit (Ubereinstimmung) einer Priifmethode (9).

Zuverlissigkeit: Mal3 der Verlésslichkeit der Reproduzierbarkeit der Priifmethode innerhalb
von und zwischen Laboratorien in einem bestimmten Zeitintervall bei einheitlichem Protokoll.
Sie wird durch Berechnung der Intra- und Interlabor-Reproduzierbarkeit bewertet (9).

Ersatztest: Ein Test der einen routineméfig angewandten Test zur Identifikation von
Gefahren und/oder zur Risikobewertung ersetzen soll, und der im Vergleich zu dem
akzeptierten Test nachweislich in allen moglichen Priifsituationen und mit allen Stoffen einen
gleichwertigen oder besseren Schutz der Gesundheit von Mensch oder Tier oder der Umwelt
gewihrleistet, je nachdem, was zutrifft (9).

Empfindlichkeit: Der Anteil aller positiven/wirkenden Priifsubstanzen, die durch den Test
korrekt eingestuft werden. Die Empfindlichkeit ist ein Mall der Genauigkeit einer
Priifmethode mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der Bewertung ihrer
Relevanz (9).

Hautreizung: Das Auslosen einer reversible Hautschddigung nach Applikation einer
Priifsubstanz fiir die Dauer von bis zu 4 Stunden. Eine Hautreizung ist eine lokal auftretende,
nicht immunogene Reaktion, die kurz nach der Stimulation eintritt (29). Ihr Hauptmerkmal ist
ihr umkehrbarer Prozess, der mit Entziindungsreaktionen und den bei Entziindungen
gingigsten klinischen Reizsymptomen (Erythema, Odeme, Juckreiz und Schmerzen)
einhergeht.
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Spezifizitit: Der Anteil aller negativen/wirkungslosen Priifsubstanzen, die durch den Test
korrekt eingestuft werden. Die Empfindlichkeit ist ein MaBl der Genauigkeit einer
Priifmethode mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der Bewertung ihrer
Relevanz (9).

Sequenzielle Teststrategie: Teststrategie, in der Priifmethoden in aufeinanderfolgender
Weise verwendet werden; dabei werden die in jeder folgenden Stufe gewéhlten Priifmethoden

auf der Grundlage der in fritheren Stufen erzielten Ergebnisse ausgewahlt (9).

Priifchemikalie (auch Priifsubstanz): Jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser
Priifmethode getestet wird.
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Anlage 2

LEISTUNGSSTANDARDS ZUR BEWERTUNG VORGESCHLAGENER
VERGLEICHBARER ODER MODIFIZIERTER PRUFMETHODEN FUR DIE
HAUTSENSIBILISIERUNG, DIE AUF IN VITRO REKONSTRUIERTER
MENSCHLICHER EPIDERMIS BERUHEN

EINLEITUNG

1.

Ziel der Leistungsstandards (Performance Standards; PS) ist es, die Grundlage zu
vermitteln, auf der neue Methoden, seien diese geschiitzt (d. h. per Urheberrecht,
Handelsmarken, eingetragene Marken) oder nicht geschiitzt, als ausreichend genau
und zuverldssig fiir spezifische Priifzwecke beurteilt werden konnen. Diese auf
validierten und akzeptierten Methoden basierenden Leistungsstandards konnen auch
verwendet werden, um die Zuverldssigkeit und Genauigkeit anderer analoger
Methoden (umgangssprachlich als ,,Me-too“-Tests bezeichnet) zu bewerten, die auf
dhnlichen wissenschaftlichen Prinzipien beruhen und denselben biologischen oder
toxischen Effekt messen oder vorhersagen (9).

Vor der Annahme modifizierter Methoden (d. h. vorgeschlagener potenzieller
Verbesserungen einer genehmigten Priifmethode) sollte eine Bewertung erfolgen, um
die Auswirkung der vorgeschlagenen Anderungen auf die Leistung des Tests und das
MaB zu bewerten, in dem eine solche Anderung die verfiigbare Information fiir andere
Elemente des Validierungsprozesses beeinflusst. Je nach Anzahl und Art der
vorgeschlagenen Anderungen, den generierten Daten und der Begleitdokumentation
fiir diese Anderungen, sollten sie entweder dem fiir neue Tests beschriebenen
Validierungsprozess, oder - gegebenenfalls - einer begrenzten Zuverldssigkeits- und
Relevanzpriifung nach etablierten Leistungsstandards unterzogen werden (9).

Vergleichbare (Me-too-) oder modifizierte Methoden in Bezug auf die drei validierten
Methoden [EpiSkin™ (Validierte Referenzmethode; VRM), EpiDerm™ SIT (EPI-200)
und SkinEthic™ RHE], deren Verwendung in der vorliegenden Priifmethode
empfohlen wird, sollten anhand von Chemikalien, die die volle Bandbreite der Draize-
Reizstufen représentieren, auf ihre Zuverldssigkeit und Genauigkeit untersucht werden.
Vorgeschlagene vergleichbare oder modifizierte Methoden, die mittels der 20
empfohlenen Referenzsubstanzen der Leistungsstandards (Tabelle 1) bewertet werden,
sollten Zuverldssigkeits- und Genauigkeitswerte haben, die die Werte nach der VRM
(Tabelle 2) erreichen oder iibertreffen (2) 16). Die Zuverldssigkeits- und
Genauigkeitswerte, die erreicht werden sollten, sind in den Absétzen 8 bis 12 dieser
Anlage aufgefiihrt. Nicht eingestufte chemische Stoffe (UN GHS/EU CLP Keine
Kategorie) und eingestufte chemische Stoffe der Kategorie 2 (UN GHS/EU CLP) (1),
die unterschiedliche chemische Klassen bilden, werden ebenfalls einbezogen, so dass
Zuverldssigkeit und Genauigkeit (Empfindlichkeit, Spezifizitdt und
Gesamtgenauigkeit) der vorgeschlagenen Methode mit der der validierten
Referenzmethode verglichen werden konnen. Die Zuverldssigkeit der Methode sowie
ihre Fahigkeit, Reizstoffe der UN GHS/EU CLP Kategorie 2 korrekt einzustufen, und —
je nach dem regulatorischen Rahmen, fiir den die Daten erzeugt werden — ebenso ihre
Féhigkeit, chemische Stoffe mit der Einstufung Keine Kategorie nach UN GHS/EU
CLP korrekt einzustufen, sollte vor ihrer Verwendung zum Testen neuer
Priifsubstanzen nachgewiesen werden.
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4. Diese Leistungsstandards basieren auf den EC-ECVAM (8), aktualisiert nach den UN
GHS- und EU CLP-Systemen zur FEinstufung und Kennzeichnung (1) (3). Die
urspriinglichen Leistungsstandards wurden nach Abschluss der Validierungsstudie
(21) festgelegt und beruhen auf dem Einstufungssystem der EU, gemiB der Richtlinie
2001/59/EG der Kommission vom 6. August 2001 zur 28. Anpassung der Richtlinie
67/548/EWG des Rates zur Angleichung der Rechts- und Verwaltungsvorschriften der
Mitgliedstaaten fiir die Einstufung, Verpackung und Kennzeichnung gefahrlicher
Stoffe an den technischen Fortschritt'. Infolge der Annahme des UN GHS-Systems fiir
die Einstufung und Kennzeichnung durch die EU (EU CLP) (3), die zwischen der
Finalisierung der Validierungsstudie und dem Abschluss dieser Priifmethode erfolgte,
wurden die Leistungsstandards aktualisiert (8). Diese Uberarbeitung bezieht sich
hauptsichlich auf Anderungen: (i) der Reihe der Referenzsubstanzen fiir die
Leistungsstandards und  (ii)) der vorgegebenen  Zuverlédssigkeits- und
Genauigkeitswerte (2) (23).

" ABL. L 225 vom 21.8.2001, S. 1.
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LEISTUNGSSTANDARDS FUR PRUFMETHODEN ANHAND VON IN VITRO
REKONSTRUIERTEN MODELLEN MENSCHLICHER EPIDERMIS ZUR
BEWERTUNG DER HAUTREIZUNG

5.

Die Leistungsstandards umfassen die folgenden drei Elemente (9):
I) Wesentliche Elemente der Priifmethode

IT) Mindestliste der Referenzsubstanzen

III) Vorgegebene Zuverlédssigkeits- und Genauigkeitswerte

I) Wesentliche Elemente der Priifmethode

6.

Diese bestehen aus wesentlichen strukturellen, funktionellen und
verfahrenstechnischen Elementen einer validierten Methode, die in das Protokoll einer
vorgeschlagenen, mechanistisch und funktionell vergleichbaren oder modifizierten
Methode aufgenommen werden sollten. Diese Elemente beinhalten spezifische
Merkmale der Methode, kritische verfahrenstechnische Angaben sowie Maflnahmen
zur Qualitdtskontrolle. Die Einhaltung der wesentlichen Elemente der Priifmethode
trdgt dazu bei, zu gewdhrleisten, dass eine vorgeschlagene vergleichbare oder
modifizierte Methode auf denselben Konzepten beruht wie die entsprechende
validierte Referenzmethode (9). Die wesentlichen Elemente der Priifmethode sind
ausfiihrlich in den Absétzen 16 bis 21 der Priifmethode beschrieben. Die Tests sollten
unter Einhaltung der folgenden Bestandteile erfolgen:

Allgemeine Bedingungen (Absatz 16)
Funktionelle Bedingungen, darunter:

- Viabilitét (Absatz 17);

- Barrierefunktion (Absatz 18);

- Morphologie (Absatz 19);

- Reproduzierbarkeit (Absatz 20) und
- Qualitatskontrolle (Absatz 21)

II) Mindestliste der Referenzsubstanzen

7.

Anhand der Referenzsubstanzen soll festgestellt werden, ob Zuverldssigkeit und
Genauigkeit einer vorgeschlagenen vergleichbaren oder modifizierten Methode, die in
Struktur und Funktion nachweislich mit der VRM vergleichbar ist oder sich
geringfiigig von einer der drei validierten Methoden unterscheidet, mit denen der
VRM vergleichbar oder besser sind (2) (8) (16) (23). Die in Tabelle 1 aufgefiihrten 20
empfohlenen Referenzsubstanzen umfassen Stoffe aus unterschiedlichen chemischen
Klassen (d. h. chemischen Kategorien auf der Basis funktioneller Gruppen) und
reprasentieren die volle Bandbreite der Draize-Reizstufen (von nicht reizend bis stark
reizend). Die in dieser Liste enthaltenen Stoffe umfassen 10 Chemikalien der UN
GHS/EU CLP Kategorie 2 und 10 nicht kategorisierte Chemikalien, darunter 3 Stoffe
der wahlfreien UN GHS Kategorie 3. Im Rahmen dieser Priifmethode wird die
wahlfreie UN GHS Kategorie 3 als Keine Kategorie bezeichnet. Die in Tabelle 1
aufgefiihrten  Chemikalien werden im Hinblick auf Funktionalitit und
Aggregatzustand unter den Stoffen ausgewéhlt, die in der Optimierungsphase nach der
Privalidierung, sowie in der Validierungsstudie der VRM verwendet wurden
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(14) (18). Diese Referenzsubstanzen bilden die Mindestzahl an Chemikalien, die zur
Bewertung der Genauigkeit und Zuverldssigkeit einer vorgeschlagenen vergleichbaren
oder modifizierten Methode herangezogen werden sollten. Sie sollten jedoch nicht zur
Entwicklung neuer Methoden verwendet werden. Sollte ein aufgefiihrter chemischer
Stoff nicht verfiigbar sein, konnen andere Substanzen verwendet werden, fiir die
angemessene in vivo-Referenzdaten vorliegen. Diese sind vorzugsweise unter den
Stoffen auszuwihlen, die in der Optimierungsphase nach der Priavalidierung, oder in
der Validierungsstudie der VRM verwendet wurden. Um die Genauigkeit der
vorgeschlagenen Methode weiter zu bewerten, kann die Mindestliste der
Referenzsubstanzen auf Wunsch um zusitzliche Chemikalien anderer chemischer
Klassen erweitert werden, sofern fiir diese entsprechende in vivo-Referenzdaten
vorliegen.
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Tabelle 1: Mindestliste der Referenzsubstanzen fiir die Bestimmung der Genauigkeits- und
Zuverlassigkeitswerte flir vergleichbare oder modifizierte Methoden zur Untersuchung von
Hautreizungen auf der Grundlage rekonstruierter Modelle menschlicher Epidermis’

Substanz CAS- Aggregat- | In vivo- VRM in UN GHS/EU
Nummer zustand | Punktzahl | vitro Kat. | CLP in vivo Kat.
1-Bromo-4-chlorobutan 6940-78-9 Fliissig 0 Kat. 2 Keine Kat.
Diethylphthalat 84-66-2 Fliissig 0 Keine Kat. Keine Kat.
Naphthalen-Essigséure 86-87-3 Fest 0 Keine Kat. Keine Kat.
Allylphenoxyacetat 7493-74-5 Fliissig 0,3 Keine Kat. Keine Kat.
Isopropanol 67-63-0 Fliissig 0,3 Keine Kat. Keine Kat.
4-Methylthiobenzaldehyd 3446-89-7 Fliissig 1 Kat. 2 Keine Kat.
Methylstearat 112-61-8 Fest 1 Keine Kat. Keine Kat.
. . Keine Kat.

Heptyl-Butyrat 5870-93-9 Fliissig 1,7 Keine Kat.

Keine Kat.
Hexyl-Salicylat 6259-76-3 Fliissig 2 Keine Kat.

Keine Kat.
Cinnamaldehyd 104-55-2 Fliissig 2 Kat. 2 cime Bdk

(wahlfrei Kat. 3)

I1-Decanol’ 112-30-1 Fliissig 23 Kat. 2 Kat. 2
Cyclamenaldehyd 103-95-7 Fliissig 2,3 Kat. 2 Kat. 2
1-Bromohexan 111-25-1 Fliissig 2,7 Kat. 2 Kat. 2
2-Chloromethyl-3,
5-dimethyl-4- 86604-75-3 Fest 2,7 Kat. 2 Kat. 2
methoxypyridin HCI
Di-n-Propyldisulphid’ 629-19-6 Fliissig 3 Keine Kat. Kat. 2
Kaliumhydroxid (5 % aq.) 1310-58-3 Fliissig 3 Kat. 2 Kat. 2
Benzenethiol, 5-(1,1- .
Dimethylethyl)-2-methyl 7340-90-1 Fliissig 33 Kat. 2 Kat. 2
1-Methyl-3-phenyl-1- 5271272 Fest 33 Kat. 2 Kat. 2
piperazin;
Heptanal 111-71-7 Fliissig 3.4 Kat. 2 Kat. 2
Tetrachloroethylen 127-18-4 Fliissig 4 Kat. 2 Kat. 2

'Die Auswahl der Chemikalien basiert auf den folgenden Kriterien: (i) die Substanzen sind im
Handel erhiltlich; (ii) sie reprdsentieren die volle Bandbreite der Draize-Reizstufen (von nicht
reizend bis stark reizend); (iii) sie haben eine klar definierte chemische Struktur; (iv) sie sind
reprasentativ fir die im Validierungsprozess verwendete chemische Funktionalitit, (v) sie
weisen kein extrem toxisches Profil auf (z. B. krebserregend oder toxisch fiir das
Reproduktionssystem) und sie sind nicht mit unerschwinglichen Entsorgungskosten verbunden.

2Chemische Stoffe, die beim Kaninchen reizend sind, deren nicht reizende Wirkung beim
Menschen jedoch zuverldssig nachgewiesen wurde (31) (32) (33).

>Nach dem UN GHS, nicht im EU CLP.
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III) Vorgegebene Zuverlissigkeits- und Genauigkeitswerte

8.

Zur Bewertung der Zuverldssigkeit und Relevanz vorgeschlagener vergleichbarer oder
modifizierter Methoden, die zwischen einzelnen Laboratorien ausgetauscht werden
sollen, miissen alle 20 Referenzsubstanzen in Tabelle 1 in mindestens drei
Laboratorien getestet werden. Wenn die vorgeschlagene Methode allerdings nur in
einem einzigen Labor verwendet werden soll, sind Priifungen in mehreren
Laboratorien zu Validierungszwecken nicht erforderlich. Wesentlich ist jedoch, dass
solche Validierungsstudien unabhingig von internationalen Validierungsstellen in
Ubereinstimmung mit internationalen Leitlinien bewertet werden (9). In jedem Labor
sollten alle 20 Referenzsubstanzen in drei unabhéngigen Durchgdngen mit
unterschiedlichen Gewebechargen und zu ausreichend weit auseinander liegenden
Zeitpunkten getestet werden. Jeder Durchgang sollte mindestens drei gleichzeitig
getestete Gewebereplikate fiir jede in der Priifung enthaltene Priifsubstanz, sowie
Negativkontrolle und Positivkontrolle, umfassen.

Die Berechnung der Zuverldssigkeits- und Genauigkeitswerte der vorgeschlagenen
Methode sollte unter Beriicksichtigung aller vier unten genannten Kriterien erfolgen,
wobei sicherzustellen ist, dass die Zuverldssigkeits- und Relevanzwerte auf
vorgegebene und gleichbleibende Weise berechnet werden:

1. Nur die Daten von vollstandigen Durchgangsfolgen kommen fiir die
Berechnung der Intra- und Inter-Labor-Variabilitdt und fiir die
Vorhersagefahigkeit (Genauigkeit) in Frage.

2. Die abschlie8ende Einstufung fiir alle Referenzsubstanzen in jedem
teilnehmenden Labor sollte ermittelt werden, indem bei sdmtlichen
Durchgingen einer vollstindigen Durchgangsfolge der mittlere Viabilitatswert
zugrunde gelegt wird.

3. Nur die ermittelten Daten flir Substanzen mit vollstindigen Durchgangsfolgen
in allen teilnehmenden Laboratorien kommen fiir die Berechnung der Inter-
Labor-Variabilitét in Frage.

4. Die Berechnung der Genauigkeitswerte sollte auf der Grundlage der
individuellen Laborvorhersagen fiir die 20 Referenzsubstanzen durch die
unterschiedlichen teilnehmenden Laboratorien erfolgen.

In diesem Zusammenhang besteht eine Durchgangsfolge aus drei unabhéngigen
Durchgédngen eines Labors fiir eine Priifsubstanz. Eine vollstiindige Durchgangsfolge ist eine
Durchgangsfolge eines Labors fiir eine Priifsubstanz, in der alle drei Durchgédnge giiltig sind.
Das bedeutet, dass jeder einzelne ungiiltige Durchgang eine ganze Durchgangsfolge von drei
Durchgingen ungiiltig macht.

Laborinterne Reproduzierbarkeit

10.

Bei der Bewertung der laborinternen Reproduzierbarkeit sollte die Ubereinstimmung
der Einstufungen (UN GHS/EU CLP Kategorie 2 und Keine Kategorie) aus
unterschiedlichen und voneinander unabhéngigen Testdurchgdngen mit den 20
Referenzsubstanzen, die innerhalb eines einzigen Labors durchgefiihrt wurden, gleich
oder hoher (=) 90 % sein.
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Inter-Labor-Reproduzierbarkeit

11.

Eine Bewertung der Inter-Labor-Reproduzierbarkeit ist nicht erforderlich, wenn die
vorgeschlagene Methode nur in einem einzigen Labor verwendet werden soll. Fiir
Methoden, die zwischen Laboratorien ausgetauscht werden sollen, sollte die
Ubereinstimmung zwischen den Einstufungen (UN GHS/EU CLP Kategorie 2 und
Keine Kategorie) aus unterschiedlichen wund voneinander unabhingigen
Testdurchgidngen mit den 20 Referenzsubstanzen, die vorzugsweise in mindestens drei
Laboratorien durchgefiihrt wurden, zwischen diesen Laboratorien gleich oder héher
(>) 80 % sein.

Vorhersagefdihigkeit (Genauigkeit)

12.

Die Genauigkeit (Empfindlichkeit, Spezifizitit und Gesamtgenauigkeit) der
vorgeschlagenen vergleichbaren oder modifizierten Methode sollte die der validierten
Referenzmethode erreichen oder tibertreffen, wobei auch zusétzliche Informationen zur
Relevanz fiir die betreffende Spezies zu beriicksichtigen sind (Tabelle 2). Die
Empfindlichkeit sollte gleich oder hoher (>) 80 % sein (2) (8) (23). Eine weitere
spezifische Einschrinkung gilt allerdings fiir die Empfindlichkeit der vorgeschlagenen
in vitro-Methode insofern, als nur zwei in vivo-Chemikalien der Kategorie 2, /-Decanol
und D-n-propyldisulphid, von mehr als einem teilnehmenden Labor als Keine Kategorie
fehleingestuft werden diirfen. Die Spezifizitit sollte gleich oder hoher (>) 70 % sein
(2)(8) (23). Es gibt keine weitere FEinschriankung fiir die Spezifizitit der
vorgeschlagenen in vitro-Methode, d. h. jedes teilnehmende Labor kann jede in vivo-
Chemikalie mit der Bezeichnung Keine Kategorie fehleinstufen, solange die
Endspezifizitit der Priifmethode innerhalb der akzeptablen Bandbreite liegt. Die
Gesamtgenauigkeit sollte gleich oder héher (=) 75 % sein (2) (8) (23). Obwohl die
Empfindlichkeit der validierten Referenzmethode fiir die in Tabelle 1 aufgefiihrten 20
Referenzsubstanzen gleich 90% ist, wird der vorgegebene minimale
Empfindlichkeitswert, der erreicht werden muss, damit eine vergleichbare oder
modifizierte Methode als giiltig erklirt wird, auf 80 % festgelegt, da sowohl /-Decanol
(eine Grenzchemikalie) als auch Di-n-propyldisulphid (ein falsch negatives Ergebnis der
VRM) als nicht reizend beim Menschen bekannt sind (31) (32) (33), obgleich sie im
Kaninchentest als Reizstoffe eingestuft wurden. Da rekonstruierte Modelle menschlicher
Epidermis auf Zellen menschlichen Ursprungs basieren, konnen sie die nicht reizenden
Eigenschaften dieser Chemikalien vorhersagen (UN GHS/EU CLP Keine Kategorie).

Tabelle 2. Fiir die Giltigkeit einer vergleichbaren oder
modifizierten Methode benétigte pradiktive Werte im Hinblick
auf Empfindlichkeit, Spezifizitit und Gesamtgenauigkeit.

Empfindlichkeit Spezifizitit Gesamtgenauigkeit
>80 % >70 % >75%

Akzeptanzkriterien der Studie

13.

Es ist moglich, dass einer oder mehrere Tests im Zusammenhang mit einer oder
mehreren Priifsubstanzen die Akzeptanzkriterien fiir die Priif- und Kontrollsubstanzen
nicht erfiillt/erfiillen oder aus anderen Griinden nicht akzeptabel ist/sind. Um fehlende
Daten zu ergédnzen, sind fiir jede Priifsubstanz maximal zwei zusétzliche Priifungen
zuléssig (,,Erneute Priifung®). Genauer gesagt, da im Fall einer erneuten Priifung auch
PK und NK gleichzeitig getestet werden miissen, diirfen maximal zwei zusétzliche
Durchginge fiir jede Priifsubstanz durchgefiihrt werden.
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14.

Moglicherweise wird selbst nach der erneuten Priifung die fiir jede Priifsubstanz
vorgeschriebene Mindestzahl von drei giiltigen Durchgéingen nicht fiir jede
Referenzsubstanz in jedem beteiligten Labor erreicht, was zu einer unvollstindigen
Datenmatrix fithren wiirde. In solchen Féllen sollten alle folgenden drei Kriterien
erfiillt werden, damit die Datensétze akzeptiert werden konnen:

1. Alle 20 Referenzsubstanzen sollten mindestens eine vollstindige
Durchgangsfolge haben.
2. In jedem der mindestens drei teilnehmenden Laboratorien miissen mindestens

85 % der Durchgangsfolgen vollstindig sein (fiir 20 Chemikalien; d. 4. in
einem einzelnen Labor sind 3 ungiiltige Durchgangsfolgen zuléssig).

3. Mindestens 90 % aller moglichen Durchgangsfolgen aus mindestens drei

Laboratorien miissen vollstdndig sein (fiir 20 Chemikalien, die in
3 Laboratorien gepriift werden; d. h. insgesamt sind 6 ungiiltige
Durchgangsfolgen zuléssig).*
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Die nachstehenden Kapitel werden angefiigt

»B.49 In Vitro-Mikronukleustest an Siugetierzellen

EINLEITUNG

Der in vitro-Mikronukleustest (MNvit) ist ein Genotoxizititstest zum Nachweis von
Mikronuklei im Zytoplasma von Interphasezellen. Mikronuklei oder Mikrokerne
entstehen aus azentrischen Chromosomenfragmenten (d. h. Chromosomen, denen ein
Zentromer fehlt) oder aus ganzen Chromosomen, die wéhrend der Anaphase der
Zellteilung nicht zu den Polen wandern konnen. Der Test weist die Aktivitit
klastogener und aneugener chemischer Substanzen (Stoffe und Gemische) (1) (2) in
Zellen nach, die wihrend oder nach Kontakt mit der Priifsubstanz eine Zellteilung
durchlaufen haben. Die vorliegende Priifmethode gestattet die Verwendung von
Protokollen mit und ohne den Aktin-Polymerisationsinhibitor Cytochalasin B (cytoB).
Die Hinzufiigung von cytoB vor der angestrebten Mitose ermoglicht die
Identifizierung und selektive Analyse der Mikrokernfrequenz in Zellen, die eine
Mitose durchlaufen haben, da solche Zellen zwei Kerne aufweisen (3) (4). Diese
Priifmethode gestattet auch die Verwendung von Protokollen ohne Zytokinese-Block,
vorausgesetzt es gibt Beweise dafiir, dass die analysierte Zellpopulation eine Mitose
durchlaufen hat.

Zusétzlich zum MNvit-Test zur Identifizierung chemischer Substanzen (Stoffe und
Gemische), die Mikrokerne enthalten, konnen auch ein Zytokinese-Block, die
immunchemische Markierung von Kinetochoren oder die Hybridisierung mit
Zentromer- bzw. Telomer-Sonden (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH))
Informationen iiber die Mechanismen der Chromosomenschidigung und der Bildung
von Mikrokernen liefern (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16). Die
Markierungs- und Hybridisierungsverfahren konnen angewandt werden, wenn eine
verstirkte Mikrokernbildung festgestellt wird und der Priifer erkennen will, ob diese
Zunahme das Ergebnis klastogener und/oder aneugener Ereignisse ist.

Mikrokerne stellen auf Tochterzellen {iibertragene Schiden dar, wéhrend in
Metaphasezellen festgestellte Chromosomenaberrationen unter Umstdnden nicht
ibertragen werden. Da Mikrokerne in Zellen im Stadium der Interphase mit relativer
Objektivitdt bewertet werden kdnnen, muss das Laborpersonal nur feststellen, ob die
Zellen eine Teilung durchlaufen haben oder nicht, und wie viele Zellen einen
Mikrokern enthalten. Infolgedessen konnen die Zubereitungen relativ schnell bewertet
werden und die Analyse ldsst sich automatisieren. Dies macht es praktisch moglich,
Tausende statt Hunderte von Zellen pro Behandlung zu bewerten und so die
Aussagekraft des Tests zu erhohen. Da schlieflich die Mikrokerne von verzogert
transportierten Chromosomen herriihren kénnen, besteht die Moglichkeit, Aneuploidie
induzierende Agenzien nachzuweisen, deren Untersuchung in konventionellen
Chromosomenaberrationstests nur schwer moglich ist, z. B. OECD-Priifrichtlinie 473
(Kapitel B.10 dieses Anhangs) (17). Allerdings gestattet der MNvit-Test die
Differenzierung  zwischen Polyploidie induzierenden und Klastogenizitit
verursachenden Chemikalien nur, wenn besondere Techniken wie die in Absatz 2
beschriebene FISH eingesetzt werden.
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Der MNvit-Test ist eine in vitro-Methode, bei der in der Regel kultivierte menschliche
Zellen oder Nagetierzellen zum Einsatz kommen. Der Test bildet eine breite Basis fiir
die in vitro-Erforschung potenzieller Chromosomenschidigungen, da sowohl
Aneugene als auch Klastogene nachgewiesen werden kdnnen.

Der MNvit-Test ist zuverldssig und wirksam bei einer Vielfalt von Zelltypen und kann
mit oder ohne Zusatz von cytoB durchgefiihrt werden. Umfassende Daten belegen die
Validitdt des MNvit-Tests im Zusammenhang mit unterschiedlichen Nagetier-
Zelllinien (CHO, V79, CHL/IU und L5178Y) sowie menschlichen Lymphozyten (18)
(19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31). Hierzu zdhlen
insbesondere die internationalen Validierungsstudien, koordiniert durch die Société
Francaise de Toxicologie Génétique (SFTG) (18) (19) (20) (21) (22), und die Berichte
des International Workshop on Genotoxicity Testing (4) (16). Die verfligbaren Daten
wurden aullerdem vom  Europdischen Zentrum zur Validierung von
Alternativmethoden (ECVAM) der Europdischen Kommission in einer retrospektiven
Validierungsstudie nach dem Weight-of-evidence-Ansatz neu bewertet, und die
Priifmethode wurde vom Wissenschaftlich Beratenden Ausschuss (ESAC) des ECVM
als wissenschaftlich validiert anerkannt (32) (33) (34). Die Verwendung von
menschlichen Lymphoblastoidzellen der Zelllinie TK6 (35), von HepG2-Zellen
(36) (37) und von primidren Embryonalzellen des Syrischen Hamsters (38) wurde
beschrieben, obwohl diese Zellen nicht in Validierungsstudien verwendet wurden.

DEFINITIONEN

6.

Es gelten die Definitionen gemil3 Anlage 1.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN

7.

In vitro durchgefiihrte Versuche erfordern in der Regel den Zusatz eines exogenen
Stoffwechsel-Aktivierungssystems, sofern die Zellen nicht im Hinblick auf die zu
prifenden Substanzen metabolisch kompetent sind. Mit diesem exogenen
Stoffwechsel-Aktivierungssystem lassen sich die in vivo-Bedingungen jedoch nicht
ginzlich nachvollziehen. Es sind auch Bedingungen zu vermeiden, die zu kiinstlich
positiven Ergebnisse flihren, die nicht die intrinsische Mutagenitit widerspiegeln und
moglicherweise aus Faktoren wie markanten Verdnderungen des pH-Wertes bzw. der
Osmolalitdt oder hochgradiger Zytotoxizitidt herriihren (39) (40) (41). Wenn die
Priifsubstanz zum Zeitpunkt der Hinzufiigung eine Anderung im pH-Wert des
Mediums ausldst, sollte der pH-Wert entsprechend angepasst werden, vorzugsweise
durch Pufferung der Stammlésung, so dass alle Volumina bei allen
Priifkonzentrationen und fiir sémtliche Kontrollen gleich bleiben.

Zur Analyse der Mikrokerninduktion ist es wesentlich, dass sowohl die behandelten
als auch die unbehandelten Kulturen eine Mitose durchlaufen haben. Das
informativste Stadium fiir die Auswertung von Mikrokernen liegt in Zellen vor, die
eine Mitose wihrend oder nach der Behandlung mit der Priifsubstanz vollzogen haben.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

9.

Zellkulturen menschlichen Ursprungs oder von Sdugetieren werden sowohl mit als
auch ohne Zusatz eines exogenen Fremdstoff-Metabolisierungssystems in Kontakt mit
der Priifsubstanz gebracht, auBler wenn Zellen mit eigener adédquater
Metabolisierungskapazitit verwendet werden. Fiir alle Tests sind parallellaufende
Losungsmittel-/Vehikelkontrollen und Positivkontrollen anzulegen.
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10.

Wiéhrend oder nach dem Kontakt mit der Priifsubstanz werden die Zellen so lange
kultiviert, dass Chromosomen- oder Spindelschidden zur Bildung von Mikrokernen in
Interphasezellen fithren konnen. Zur Induktion einer Aneuploidie sollte die
Priifsubstanz wéhrend der Mitose vorhanden sein. Geerntete und gefirbte
Interphasezellen werden auf das Vorhandensein von Mikrokernen untersucht. Im
Idealfall sollten Mikrokerne nur in Zellen ausgewertet werden, die wéahrend oder ggf.
nach Kontakt mit der Priifsubstanz eine Mitose durchlaufen haben. In Kulturen, die
mit einem Zytokinese-Blocker behandelt wurden, werden deshalb nur zweikernige
Zellen ausgewertet. Wenn kein Zytokinese-Blocker verwendet wurde, ist es wichtig
nachzuweisen, dass die analysierten Zellen mutmaBlich wéhrend oder nach dem
Kontakt mit der Priifsubstanz eine Zellteilung durchlaufen haben. Bei allen
Protokollen ist es wichtig nachzuweisen, dass sowohl in den Kontrollkulturen als auch
in den behandelten Kulturen eine Zellproliferation stattgefunden hat. Das Ausmal} der
von der Priifsubstanz induzierten Zytotoxizitit oder Zytostase sollte in den Kulturen
(oder Parallelkulturen) bewertet werden, die auf das Vorhandensein von Mikrokernen
untersucht werden.

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE

Vorbereitungen

11.

12.

Es konnen kultivierte primire Lymphozyten aus dem peripheren Blut von Menschen
(5) (19) (42) (43) sowie verschiedene Zelllinien von Nagetieren wie CHO, V79,
CHL/IU und L5178Y verwendet werden (18) (19) (20) (21) (22) (25) (26) (27)
(28) (30). Die Verwendung anderer Zelllinien und -typen sollte anhand ihrer
nachgewiesenen Leistung m Test begriindet werden, wie im Abschnitt
»Akzeptanzkriterien* beschrieben. Da die Hintergrundfrequenz von Mikrokernen die
Empfindlichkeit des Tests beeinflusst, empfiehlt es sich, Zelltypen mit einer niedrigen
und stabilen Hintergrundfrequenz der Mikrokernbildung zu verwenden.

Lymphozyten aus dem peripheren Blut von Menschen sollten jungen (ca. 18- bis
35-jdhrigen) gesunden, nicht rauchenden Individuen entnommen werden, die
bekanntermaflen in letzter Zeit nicht mit genotoxischen Chemikalien oder Strahlung in
Kontakt waren. Wenn Zellen von mehr als einem Spender zur Verwendung gepoolt
werden, sollte die Zahl der Spender angegeben werden. Die Mikrokernfrequenz nimmt
mit fortschreitendem Alter zu. Dieser Trend ist bei Frauen ausgeprigter als bei
Mainnern (44), was bei der Auswahl von Spenderzellen fiir die gepoolte Auswertung
berticksichtigt werden sollte.

Kulturmedien und Inkubationsbedingungen

13.

Zur Kultivierung sind geeignete Kulturmedien und Inkubationsbedingungen
(KulturgefdBe, CO,-Konzentration, Temperatur und Feuchtigkeit) zu verwenden.
Etablierte Zelllinien und -stimme sind routinemdfig auf Stabilitit der modalen
Chromosomenzahl und Mykoplasmaverunreinigung zu iiberpriifen und sollten bei
Verunreinigung oder bei Verdnderungen der modalen Chromosomenzahl nicht
herangezogen werden. Die normale Zellzyklusdauer sollte zur Festlegung der
Inkubationsbedingungen im Priiflabor bekannt sein. Bei Anwendung der Zytokinese-
Block-Methode sollte die Konzentration des Zytokinese-Hemmers fiir den
betreffenden Zelltyp optimiert werden und nachweislich eine gute Ausbeute an
zweikernigen Zellen zur Auswertung ergeben.
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Vorbereitung der Kulturen

14.

15.

Etablierte Zelllinien und -stimme: Die Zellen werden aus Stammkulturen gewonnen
und im Kulturmedium in einer solchen Dichte tiberimpft, dass vor dem Zeitpunkt der
Gewinnung Kulturen in Monolagen nicht konfluent werden und Suspensionskulturen
keine iiberméBige Dichte erreichen. Die Kulturen werden bei 37 °C inkubiert.

Lymphozyten: Mit einem Antikoagulans (z. B. Heparin) behandeltes Vollblut oder
separierte Lymphozyten werden vor dem Kontakt mit der Priifsubstanz und cytoB
unter Einwirkung eines Mitogens (z. B. Phytohdmagglutinin) inkubiert.

Stoffwechsel-Aktivierung

16.

17.

Bei Zellen mit ungeeigneter endogener Stoffwechselkapazitidt sollten exogene
metabolisierende Systeme eingesetzt werden. Das am héufigsten verwendete System
ist eine durch Ko-Faktoren ergénzte post-mitochondriale Fraktion (S9) aus der Leber
von Nagetieren, die mit enzyminduzierenden Agenzien wie Aroclor 1254 (45) (46)
oder einem Gemisch aus Phenobarbital und B-Naphthoflavon (46) (47) (48) (49)
vorbehandelt wurden. Das letztgenannte Gemisch versto3t weder gegen das
Stockholmer Ubereinkommen {iber persistente organische Schadstoffe (50) noch
gegen die Verordnung (EG) Nr. 850/2004 iiber persistente organische Schadstoffe (66)
und hat sich bei der Induktion von Mischfunktionsoxidasen als ebenso wirksam wie
Aroclor 1254 erwiesen (46) (47) (48) (49). Im Endmedium wird die S9-Fraktion in der
Regel in Konzentrationen von 1 bis 10 % v/v verwendet. Die Bedingungen des
Metabolisierungssystems konnen von der gepriiften chemischen Klasse abhéngig sein.
In manchen Féllen ist es sinnvoll, mehr als eine S9-Konzentration zu verwenden.

Gentechnisch verdnderte Zelllinien zur Expression spezifischer Aktivierungsenzyme
bei Menschen oder Nagetieren machen mdglicherweise den Einsatz exogener
Metabolisierungssysteme entbehrlich und konnten als Priifzellen verwendet werden. In
solchen Féllen sollte die Auswahl der verwendeten Zelllinien wissenschaftlich
begriindet werden, z. B. mit der Relevanz der Mischfunktionsoxidasen fiir den
Stoffwechsel der Priifsubstanz (51) und mit ihrer Reaktionsfahigkeit auf bekannte
Klastogene und Aneugene (siche besonderer Abschnitt liber Akzeptanzkriterien). Es
ist zu beachten, dass die gepriifte Substanz unter Umstinden nicht von der/den zur
Expression gebrachten Mischfunktionsoxidase(n) verstoffwechselt wird; in diesem
Fall wiirden die negativen Ergebnisse nicht anzeigen, dass die Priifsubstanz keine
Mikrokerne induzieren kann.

Priifsubstanzvorbereitung

18.

Feste Chemikalien sollten vor der Zellbehandlung in geeigneten Losungsmitteln oder
Vehikeln gelost und ggf. verdiinnt werden. Fliissige Chemikalien konnen den
Versuchssystemen vor der Behandlung direkt beigegeben und/oder verdiinnt werden.
Gasformige oder fliichtige Chemikalien sind mit Hilfe geeigneter Anderungen der
Standardprotokolle, wie z. B. Behandlung in hermetisch verschlossenen Kulturgefiaf3en
(52) (53), zu priifen. Es sind frische Zubereitungen der Priifsubstanz zu verwenden, es
sei denn, die Lagerungsstabilitdt der Substanz wird nachgewiesen.
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Priifbedingungen

Losungsmittel/Vehikel

19.

Das Losungsmittel/Vehikel sollte mit der Priifsubstanz keine chemische Reaktion
eingehen, und es sollte mit dem Uberleben der Zellen und der S9-Aktivitit in der
verwendeten Konzentration kompatibel sein. Werden keine allgemein bekannten
Losungsmittel/Vehikel verwendet (z. B. Wasser, ein Zellkulturmedium,
Dimethylsulfoxid), so sind Daten iiber ihre Kompatibilitit mit der Priifsubstanz und
iiber das Nichtvorliegen einer genetischen Toxizitét beizubringen. Es ist zu empfehlen,
als erste Wahl moglichst die Verwendung eines wissrigen Losungsmittels/Vehikels in
Erwégung zu ziehen.

Verwendung von cytoB als Zytokinese-Blocker

20.

21.

Eine der wichtigsten Uberlegungen bei der Durchfiihrung des MNvit-Tests gilt der
Vergewisserung, dass die bewerteten Zellen wéhrend der Behandlung oder ggf.
wihrend der Inkubationszeit nach der Behandlung eine Mitose durchlaufen haben.
CytoB ist das am haufigsten verwendete Agens zur Zytokinese-Blockierung, da es den
Aktinaufbau hemmt und somit die Trennung der Tochterzellen nach der Mitose
verhindert, was wiederum zur Bildung zweikerniger Zellen fiihrt (5) (54) (55). Die
Auswertung von Mikrokernen kann daher auf Zellen beschrinkt werden, die wihrend
oder nach der Behandlung eine Mitose vollzogen haben. Zugleich kann die
Auswirkung der Priifsubstanz auf die Zellproliferationskinetik gemessen werden.
CytoB sollte bei der Verwendung menschlicher Lymphozyten als Zytokinese-Blocker
eingesetzt werden, da die Zellzyklendauer innerhalb der Kulturen und zwischen
einzelnen Spendern variiert und da nicht alle Lymphozyten auf Phytohdmagglutinin
reagieren. Andere Methoden wurden fiir Tests an Zelllinien eingesetzt, um zu
bestimmen, ob die bewerteten Zellen eine Teilung durchlaufen haben; diese Methoden
werden weiter unten erldutert (siche Absatz 26).

Fiir jeden Zelltyp sollte das Labor die geeignete cytoB-Konzentration festlegen, um in
den Losungsmittel-/Vehikelkontrollkulturen eine optimale Frequenz der zweikernigen
Zellen zu erreichen. Die geeignete cytoB-Konzentration liegt in der Regel zwischen
3 und 6 pg/ml.

Messung von Zellproliferation und Zytotoxizitét und Auswahl der
Expositionskonzentrationen

22.

23.

Bei der Festlegung der hochsten zu testenden Konzentration der Priifsubstanz sind
Konzentrationen zu vermeiden, die zu kiinstlich positiven Reaktionen fiithren konnen,
wie z.B. zu iibermiBiger Zytotoxizitit, Ausfillungen im Kulturmedium oder
ausgeprigten Anderungen des pH-Werts oder der Osmolalitit (39) (40) (41).

Es werden Messungen der Zellproliferation durchgefiihrt, um sicherzustellen, dass die
behandelten Zellen wihrend des Tests eine Mitose durchlaufen haben und dass die
Behandlungen bei geeigneten Zytotoxizititsniveaus durchgefiihrt werden (siehe
Absatz 29). Die Zytotoxizitit sollte mit und ohne Stoffwechsel-Aktivierung in Zellen
bestimmt werden, die eine Stoffwechsel-Aktivierung bendtigen. Hierzu wird die
relative Erhohung der Zellzahl (RICC) oder die relative Populationsverdopplung
(RPD) verwendet (entsprechende Formeln vgl. Anlage 2), wenn nicht cytoB zum
Einsatz kommt. Wenn cytoB verwendet wird, kann die Zytotoxizitit mittels des
Replikationsindex (RI) bestimmt werden (entsprechende Formel vgl. Anlage 2).
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24.

25.

26.

27.

28.

29.

Die Behandlung von Kulturen mit cytoB und die Messung der relativen Frequenzen
von einkernigen, zweikernigen und mehrkernigen Zellen in der Kultur sind ein
genaues Verfahren zur Quantifizierung des Effekts auf die Zellproliferation und die
zytotoxische oder zytostatische Wirkung einer Behandlung (5) und stellen sicher, dass
nur Zellen bewertet werden, die wéhrend oder nach der Behandlung eine Teilung
vollzogen haben.

In Studien mit cytoB kann die Zytostase/Zytotoxizitdt mittels des Zytokinese-Block-
Proliferationsindex (CBPI) quantifiziert werden (5) (26) (56) oder vom RI bei
mindestens 500 Zellen pro Kultur abgeleitet werden (entsprechende Formeln vgl.
Anlage 2). Wenn cytoB zur Bewertung der Zellproliferation verwendet wird, sollte
von mindestens 500 Zellen pro Kultur ein CBPI oder RI festgelegt werden. Diese
Messungen konnen unter anderen verwendet werden, um die Zytotoxizitit durch den
Vergleich der Werte in behandelten Kulturen und Kontrollkulturen zu bewerten. Die
Bewertung anderer Zytotoxizitits-Marker (z. B. Konfluenz, Zellzahl, Apoptose,
Nekrose, Metaphasezihlung) kann ebenfalls niitzliche Informationen liefern.

In Studien ohne cytoB muss nachgewiesen werden, dass die in der Kultur bewerteten
Zellen wahrend oder nach Behandlung mit der Priifsubstanz eine Teilung durchlaufen
haben. Andernfalls kann es zu falsch negativen Reaktionen kommen. Um die
Auswertung geteilter Zellen sicherzustellen, werden folgende Methoden eingesetzt:
die Hinzufiigung und der spitere Nachweis von Bromodeoxyuridin (BrdU) zur
Identifikation replizierter Zellen (57), die Bildung von Klonen, wenn Zellen
permanenter Zelllinien behandelt und in situ auf einem Mikroskop-Objekttrager
ausgewertet werden (Proliferationsindex (PI)) (25) (26) (27) (28), oder die Messung
der Relativen Populationsverdopplung (RPD) bzw. der Relativen Erhéhung der
Zellzahl (RICC) sowie andere bewihrte Methoden (16) (56) (58) (59) (entsprechende
Formeln vgl. Anlage 2). Die Bewertung anderer Marker fiir Zytotoxizitit oder
Zytostase (z. B. Konfluenz, Zellzahl, Apoptose, Nekrose, Metaphasezdahlung) kann
ebenfalls niitzliche Informationen liefern.

Es sind mindestens drei analysierbare Priifkonzentrationen zu bewerten. Um dies zu
erreichen, kann es notwendig sein, den Versuch mit einer groBeren Zahl dicht
aufeinander folgender Konzentrationen durchzufiihren und die Mikrokernbildung in
den Konzentrationen zu analysieren, die die geeignete Bandbreite der
Zytotoxizititswerte  ergeben. Eine alternative Strategie wdére ein vorldufiger
Zytotoxizitétstest zur Einengung des Spektrums fiir den definitiven Test.

Die Hochstkonzentration sollte darauf abzielen, eine Zytotoxizitit von 55 + 5 %
hervorzurufen. Hohere Niveaus konnten Chromosomenschédden als Sekundéreffekt der
Zytotoxizitit induzieren (60). Wenn Zytotoxizitdt auftritt, sollten die ausgewihlten
Priifkonzentrationen die Bandbreite von der Erzeugung einer Zytotoxizitit von 55 +
5 % bis zu geringer oder nicht vorhandener Toxizitdt umfassen.

Wenn keine Zytotoxizitit oder keine Ausfille festgestellt werden, sollte die
Hochstkonzentration bei Versuchen 0,01 M, 5 mg/mL oder 5 ul/ml betragen, je
nachdem, welcher Wert am niedrigsten ist. Zwischen den fiir die Analyse gewahlten
Konzentrationen sollten im Allgemeinen Abstinde von jeweils hochstens 10 liegen.
Bei Priifsubstanzen mit einer steilen KonzentrationsWirkungs-Kurve kann es
notwendig sein, die Konzentrationsabstinde der Priifsubstanz enger zu bemessen,
damit auch Kulturen im méBigen und niedrigen Toxizitétsbereich ausgewertet werden.
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30.

Falls die Loslichkeit ein begrenzender Faktor ist, sollte die Hochstkonzentration - falls
keine Einschrankung durch Zytotoxizitit gegeben ist - die geringste Konzentration
sein, bei der eine minimale Ausfdllung in den Kulturen sichtbar ist, sofern dabei keine
Interferenzen mit der Auswertung auftreten. Die Bewertung von Ausféllungen sollte
mit Methoden wie der Lichtmikroskopie erfolgen, wobei festzustellen ist, ob
Ausfillungen wihrend der Inkubation andauern oder (gegen Ende der Behandlung)
auftreten.

Kontrollen

31.

32.

33.

34.

35.

Fir jeden Versuch sind parallel laufende Positiv- und Losungsmittel-
/Vehikelkontrollen mit und ohne Zusatz eines Stoffwechsel-Aktivierungssystems
anzulegen.

Positivkontrollen werden benétigt, um die Féhigkeit der verwendeten Zellen und des
Testprotokolls zur Identifizierung von Klastogenen und Aneugenen nachzuweisen und
die Stoffwechselkapazitit der S9-Zubereitung zu bestitigen. Zur Positivkontrolle
sollten bekannte Induktoren der Mikrokernbildung in Konzentrationen verwendet
werden, die voraussichtlich eine geringe, aber reproduzierbare Zunahme gegeniiber
dem Hintergrund ergeben, womit sich die Empfindlichkeit des Versuchssystems
nachweisen ldsst. Die PK-Konzentrationen sollten so gewéhlt werden, dass die
Wirkungen eindeutig sind, aber beim Ablesen nicht sofort die Identitdt der kodierten
Objekttrager erkennen lassen.

Zum Nachweis der Stoffwechselkapazitit und der Fihigkeit des Testsystems zur
Erkennung von Klastogenen sollte ein Klastogen verwendet werden, das eine
Stoffwechsel-Aktivierung bendtigt (z. B. Zyklophosphamid; Benzo[a]pyren). Sofern
begriindet, konnen weitere Positivkontrollen verwendet werden. Da einige
Positivkontrollen, die eine Stoffwechsel-Aktivierung bendtigen, unter bestimmten
Behandlungsbedingungen oder in bestimmten Zelllinien auch ohne exogene
Stoffwechsel-Aktivierung wirken kdnnen, sollten die Notwendigkeit der Stoffwechsel-
Aktivierung und die Wirkung der S9-Zubereitung in der gewihlten Zelllinie und den
gewdhlten Konzentrationen gepriift werden.

Zum gegenwirtigen Zeitpunkt sind keine Aneugene bekannt, die zu ihrer
genotoxischen Wirkung eine Stoffwechsel-Aktivierung bendtigen (16). Im
Allgemeinen akzeptierte Positivkontrollen fiir eine aneugene Wirkung sind zum
Beispiel Colchicin und Vinblastin. Es kénnen auch andere Chemikalien verwendet
werden, sofern sie Mikrokerne nur oder primédr durch ihre aneugene Wirkung
induzieren. Um zu vermeiden, dass zwei PK (fiir Klastogenizitdt und Aneugenizitét)
ohne Stoffwechsel-Aktivierung bendtigt werden, kann die Aneugenizititskontrolle als
PK ohne S9 dienen, und die Klastogenizititskontrolle kann verwendet werden, um die
Eignung des eingesetzten  Stoffwechsel-Aktivierungssystems zu  priifen.
Positivkontrollen fiir Klastogenizitit und Aneugenizitédt sollten in Zellen verwendet
werden, die kein S9 bendtigen. Die empfohlenen Positivkontrollen sind in Anlage 3
aufgefiihrt.

Die Verwendung einer Positivkontrolle derselben chemischen Klasse kann in
Erwédgung gezogen werden, wenn geeignete Chemikalien zur Verfiigung stehen. Alle
Positivkontrollen sollten fiir den Zelltyp und die Aktivierungsbedingungen geeignet
sein.
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36.

Fiir jeden Erntezeitpunkt sind Losungsmittel-/Vehikelkontrollen anzulegen. Dariiber
hinaus sollten auch unbehandelte Negativkontrollen (ohne Losungsmittel/Vehikel)
verwendet werden, soweit nicht verodffentlichte oder laborspezifische historische
Kontrolldaten belegen, dass das gewihlte Losungsmittel in den verwendeten
Konzentrationen keine genotoxischen oder sonstigen schidlichen Wirkungen
hervorruft.

TESTVERFAHREN
Behandlungsplan

37.

38.

39.

40.

Um die Wahrscheinlichkeit zu maximieren, dass ein Aneugen oder Klastogen in
einem bestimmten Stadium des Zellzyklus erkannt wird, muss eine ausreichende
Anzahl an Zellen wihrend aller Stadien ihrer Zellzyklen mit der Priifsubstanz
behandelt werden. Der Behandlungsplan fiir Zelllinien und priméare Zellkulturen kann
daher in gewisser Weise von dem fiir Lymphozyten abweichen, die fiir den Beginn
ithres Zellzyklus einer mitogenen Stimulation bediirfen. Hierauf wird in den Absétzen
41-43 genauer eingegangen (16).

Theoretische Uberlegungen und verdffentlichte Daten (18) legen nahe, dass die
meisten Aneugene und Klastogene entdeckt werden, wenn eine kurze Behandlung von
3 bis 6 Stunden mit oder ohne Vorhandensein von S9 erfolgt, worauf die Priifsubstanz
entfernt wird und sich eine Wachstumsperiode von 1,5-2,0 Zellzyklen anschlie3t (6).
Die Zellen werden in einem Zeitraum beprobt, der etwa der 1,5-fachen bis 2-fachen
Dauer des normalen (d. A unbehandelten) Zellzyklus entweder nach
Behandlungsbeginn oder nach Ende der Behandlung entspricht (sieche Tabelle 1). Die
Zeitrdume fiir die Probenahme oder Regenerierung konnen ausgedehnt werden, wenn
bekannt ist oder der Verdacht besteht, dass die Priifsubstanz die Dauer des Zellzyklus
beeinflusst (z. B. bei der Priifung von Nucleosidanalogen).

Aufgrund der potenziellen zytotoxischen Wirkung von S9-Zubereitungen auf
kultivierte Séugetierzellen wird eine verldngerte Expositionsbehandlung der 1,5-fachen
bis 2-fachen Dauer des normalen Zellzyklus nur ohne Vorhandensein von S9
vorgenommen. Bei der verldngerten Behandlung werden Optionen angeboten, um eine
Behandlung der Zellen mit der Priifsubstanz mit oder ohne cytoB zu ermdoglichen.
Diese Optionen gelten fiir Situationen, in denen Befiirchtungen hinsichtlich der
moglichen Wechselwirkung zwischen der Priifsubstanz und cytoB bestehen.

Die empfohlenen Zellbehandlungspléne sind in Tabelle 1 aufgefiihrt. Es handelt sich
um allgemeine Behandlungsplidne, die je nach der Stabilitit oder Reaktivitidt der
Priifsubstanz oder den besonderen Wachstumseigenschaften der verwendeten Zellen
modifiziert werden konnen. Alle Behandlungen sollten wiahrend des exponentiellen
Wachstums der Zellen einsetzen und enden. Die genannten Pline werden
ausfiihrlicher in den nachstehenden Absdtzen 41-47 vorgestellt.
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Tabelle 1. Pléane fiir Zellbehandlung und -gewinnung beim MNvit-Test

Lymphozyten, +S9 3-6 Stunden Behandlung in Anwesenheit von S9;
Primérzellen und

Zelllinien, die mit cytoB
behandelt wurden Zugabe von neuem Medium und cytoB;

Entfernung von S9 und Behandlungsmedium;

Zellgewinnung nach 1,5-2,0 normalen Zellzyklen.

-S9 3-6 Stunden Behandlung;
Kurze Entfernung des Behandlungsmediums;
Exposition | Zugabe von neuem Medium und cytoB;

Zellgewinnung nach 1,5-2,0 normalen Zellzyklen.

-S9 Option A: Behandlung iiber 1,5-2,0 normale
. Zellzyklen in Anwesenheit von cytoB;
Verldngerte

E " Gewinnung am Ende der Expositionsdauer.
Xposition

Option B: Behandlung iiber 1,5-2,0 normale
Zellzyklen;

Entfernung der Priifsubstanz;

Zugabe von neuem Medium und cytoB;

Zellgewinnung nach 1,5-2,0 normalen Zellzyklen.

Zelllinien, die ohne cytoB behandelt wurden
(Ebenso wie die oben genannten Behandlungsplane mit der Ausnahme, dass kein cytoB
zugegeben wird)

Lymphozyten, Primdrzellen und Zelllinien mit cytoB

41.  Bei Lymphozyten ist es am wirksamsten, die Exposition gegeniiber der Priifsubstanz
44-48 Stunden nach der PHA-Stimulation zu beginnen, wenn die
Zyklussynchronisierung nicht mehr feststellbar ist (5). Bei dem anfinglichen Test
werden die Zellen iiber einen Zeitraum von 3-6 Stunden mit und ohne Zusatz von S9
mit der Priifsubstanz behandelt. Das Behandlungsmedium wird entfernt und durch ein
frisches Medium, das cytoB enthilt, ersetzt. Die Zellgewinnung erfolgt nach weiteren
1,5-2,0 normalen Zellzyklen.

42.  Wenn beide anfinglichen Tests nach der kurzen (3- bis 6-stiindigen) Behandlung zu
negativen oder nicht eindeutigen Ergebnissen fiihren, erfolgt eine weitere verldngerte
Expositionsbehandlung ohne S9. Zwei weitere Behandlungsoptionen sind verfiigbar
und gleichermallen akzeptabel. Moglicherweise ist es jedoch sinnvoller, Option A mit
stimulierten Lymphozyten anzuwenden, da das exponentielle Wachstum 96 Stunden
nach der Stimulation abnehmen diirfte. Ebenso sollten die Zellkulturen zum Zeitpunkt
der abschlieBenden Probenahme in Option B noch nicht konfluent geworden sein.

e Option A: Die Zellen werden iiber 1,5 bis 2,0 normale Zellzyklen mit der
Priifsubstanz  behandelt und die Gewinnung erfolgt am Ende der
Behandlungsdauer.
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43.

e Option B: Die Zellen werden iiber 1,5 bis 2,0 normale Zellzyklen mit der
Priifsubstanz behandelt. Das Behandlungsmedium wird entfernt und durch ein
frisches Medium ersetzt. Die Zellgewinnung erfolgt nach zusitzlichen 1,5-2,0
normalen Zellzyklen.

Primérzellen und Zelllinien sollten dhnlich wie Lymphozyten behandelt werden. Es ist
allerdings nicht notwendig, sie fiir 44 - 48 Stunden mit PHA zu stimulieren. Andere
Zellen als Lymphozyten sollten so exponiert werden, dass sich die Zellen bei
Abschluss des Versuchs immer noch im Log-Phase-Wachstum befinden.

Zelllinien ohne cytoB

44,

45.

46.

Die Zellen sollten iiber einen Zeitraum von 3-6 Stunden mit und ohne Zusatz von S9
behandelt werden. Das Behandlungsmedium wird entfernt und durch ein frisches
Medium ersetzt. Die Zellgewinnung erfolgt nach zusétzlichen 1,5-2,0 normalen
Zellzyklen.

Wenn beide anfénglichen Tests nach der kurzen (3- bis 6-stiindigen) Behandlung zu
negativen oder nicht eindeutigen Ergebnissen fiihren, erfolgt eine weitere verldngerte
Expositionsbehandlung (ohne S9). Zwei weitere Behandlungsoptionen sind verfligbar
und beide gleichermallen akzeptabel:

e Option A: Die Zellen werden tiber 1,5 bis 2,0 normale Zellzyklen mit der
Priifsubstanz  behandelt und die Gewinnung erfolgt am Ende der
Behandlungsdauer.

e Option B: Die Zellen werden iiber 1,5 bis 2,0 normale Zellzyklen mit der
Priifsubstanz behandelt. Das Behandlungsmedium wird entfernt und durch ein
frisches Medium ersetzt. Die Zellgewinnung erfolgt nach zusitzlichen 1,5-2,0
normalen Zellzyklen.

In Monolagern konnen am Ende der 3- bis 6-stiindigen Behandlung mitotische Zellen
vorhanden sein (diese sind daran zu erkennen, dass sie rund sind und sich von der
Oberfliche losen). Da diese mitotischen Zellen sich leicht 16sen, kdnnen sie bei
Entfernung des Mediums mit der Priifsubstanz verloren gehen. Es ist sorgfaltig darauf
zu achten, diese Zellen beim Spiilen der Kulturen aufzufangen und sie in die Kulturen
zuriickzugeben, damit nicht in Mitose befindliche Zellen, die das Risiko einer
Mikrokernbildung aufweisen, zum Zeitpunkt der Gewinnung unberiicksichtigt bleiben.

Anzahl der Kulturen

47.

Fiir jede Konzentration der Priifsubstanz sowie fiir die Vehikel-/Losungsmittelkulturen
und Kontrollkulturen sollten zwei gleichzeitige Kulturen angelegt werden. Lésst sich
anhand von historischen Labordaten nachweisen, dass zwischen den Zweifachkulturen
nur eine minimale Abweichung besteht, so ist ggf. die Verwendung von
Einfachkulturen vertretbar. Wenn Einfachkulturen verwendet werden, wird die
Analyse einer erhohten Anzahl von Konzentrationen empfohlen.
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Zellgewinnung und Prdparation des Objekttrdgers

48.

49.

Jede Kultur wird gesondert gewonnen und aufgearbeitet. Die Zellprdparation kann
eine Behandlung mit hypotoner Losung beinhalten, dieser Schritt ist jedoch nicht
notwendig, wenn eine angemessene Ausbreitung der Zellen anderweitig sichergestellt
wird. Bei der Priparation der Objekttrager konnen verschiedene Techniken verwendet
werden, vorausgesetzt, es werden Zellpraparate hoher Qualitdt zur Auswertung
bereitgestellt. Dabei sollte Zytoplasma zuriickgehalten werden, um die Erkennung von
Mikrokernen sowie (bei der Zytokinese-Block-Methode) die zuverldssige
Identifizierung zweikerniger Zellen zu ermdglichen.

Die Objekttriger konnen mit verschiedenen Verfahren gefirbt werden, wie zum
Beispiel mit Giemsa oder fluoreszierenden DNA-spezifischen Farbstoffen (59). Durch
Verwendung eines DNA-spezifischen Farbstoffs (z. B. Acridin Orange (61) oder
Hochst 33258 Plus Pyronin-Y (62)) lassen sich bestimmte Artefakte vermeiden, die
bei Verwendung eines nicht DNA-spezifischen Farbstoffs auftreten. Zur
Identifizierung des Inhalts (Chromosomen/Chromosomenfragmente) von Mikrokernen
konnen Anti-Kinetochor-Antikorper, FISH mit panzentromerischen DNA-Sonden
oder eine préiparierte in situ-Markierung mit panzentromer-spezifischen Primern,
zusammen mit der geeigneten DNA-Gegenfdarbung, verwendet werden, wenn
mechanistische Informationen zu ihrer Bildung bendtigt werden (15) (16). Andere
Methoden zur Unterscheidung zwischen Klastogenen und Aneugenen konnen
ebenfalls verwendet werden, wenn sie sich als wirksam erwiesen haben.

Analyse

50.

51.

Alle Objekttriager, auch die fiir die Losungsmittel-/Vehikelgruppen und die Kontrollen,
sind vor der mikroskopischen Untersuchung von unabhédngiger Seite zu kodieren.
Alternativ dazu konnen kodierte Proben mittels eines validierten automatisierten
Analysesystems (Durchflusszytometrie oder Bildanalyse) untersucht werden.

In Kulturen, die mit cytoB behandelt wurden, sollten die Mikrokernfrequenzen von
mindestens 2000 zweikernigen Zellen pro Konzentration (mindestens 1000
zweikernige Zellen pro Kultur; zwei Kulturen pro Konzentration) analysiert werden.
Wenn Einfachkulturen verwendet werden, sollten in einer solchen Kultur mindestens
2000 zweikernige Zellen pro Konzentration ausgewertet werden. Wenn wesentlich
weniger als 1000 zweikernige Kellen pro Kultur, bzw. 2000 bei Einfachkulturen, in
jeder Konzentration fiir die Auswertung zur Verfligung stehen, und wenn keine
signifikante Zunahme an Mikrokernen festgestellt wird, sollte der Versuch mit einer
hoheren Anzahl an Zellen oder mit weniger toxischen Konzentrationen durchgefiihrt
werden, je nachdem, was angemessen ist. Es sollte darauf geachtet werden, keine
zweikernigen Zellen auszuwerten, die unregelméBige Formen aufweisen oder deren
zwei Kerne in der Grofle betrdchtlich voneinander abweichen; auBlerdem sollten
zweikernige Zellen nicht mit schlecht auf dem Tréiger verteilten mehrkernigen Zellen
verwechselt werden. Zellen mit mehr als zwei Hauptkernen sollten nicht auf
Mikrokerne untersucht werden, da in diesen Zellen die zugrunde liegende
Mikrokernfrequenz hoher sein konnte (63) (64). Die Auswertung einkerniger Zellen
ist akzeptabel, wenn die Priifsubstanz nachweislich mit der Wirkung von cytoB
interferiert.
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52.

53.

In Zelllinien, die ohne cytoB-Behandlung getestet wurden, sollten die Mikrokerne in
mindestens 2000 Zellen pro Konzentration (mindestens 1000 Zellen pro Kultur; zwei
Kulturen pro Konzentration) ausgewertet werden. Wenn nur eine Kultur pro
Konzentration verwendet wird, sollten in dieser Kultur mindestens 2000 Zellen
ausgewertet werden.

Wenn cytoB verwendet wird, sollte von mindestens 500 Zellen pro Kultur ein CBPI
oder RI zur Bewertung der Zellproliferation (siche Anlage 2) festgelegt werden. Wenn
die Behandlungen in Abwesenheit von cytoB durchgefiihrt werden, muss unbedingt
nachgewiesen werden, dass die ausgewerteten Zellen proliferiert haben, wie in den
Absitzen 24-27 erldutert.

Akzeptanzkriterien

54.

55.

56.

57.

Ein Labor, das die Durchfithrung des in dieser Priifmethode beschriebenen MNvit-
Tests anbietet, sollte nachweisen, dass es in der Lage ist, mit Hilfe der in Anlage 3
aufgefiihrten Referenzsubstanzen Chemikalien mit bekannter aneugener und
klastogener Wirkung, mit und ohne Stoffwechsel-Aktivierung, sowie auch bekannte
negative Chemikalien, zuverldssig und genau festzustellen. Als Nachweis seiner
Féhigkeit, diese Priifmethode ordnungsgemil anzuwenden, sollte das Labor belegen,
dass die auf Mikrokernbildung untersuchten Zellen eine Kernteilung durchlaufen
haben, wenn der Test ohne cytoB durchgefiihrt wird.

Die Substanzen in Anlage 3 sind die zur Verwendung empfohlenen
Referenzsubstanzen. Ersatzstoffe oder zusidtzliche Chemikalien kdnnen einbezogen
werden, wenn ihre Wirkung bekannt ist, wenn sie Mikrokerne mittels derselben
Wirkmechanismen induzieren und wenn sie sich als relevant fiir die Chemikalien
erweisen, die mit dem MNvit-Verfahren gepriift werden. Die Begriindung konnte eine
Validierungsstudie enthalten, die entweder auf einer breiten Auswahl an Substanzen
beruht oder sich auf ein engeres Spektrum auf der Grundlage der chemischen Klasse
der Priifsubstanz oder des untersuchten Schidigungsmechanismus konzentriert.

Losungsmittel-/Vehikelkontrollen und unbehandelte Kulturen sollten reproduzierbar
niedrige und gleichbleibende Mikrokernfrequenzen zeigen (in der Regel
5-25 Mikrokerne pro 1000 Zellen fiir die in Absatz 11 genannten Zelltypen). Andere
Zelltypen konnen hiervon abweichende Reaktionsbereiche aufweisen, die bei ihrer
Validierung zur Verwendung im MNvit-Test bestimmt werden sollten. Daten von
Negativ-, Losungsmittel- und Positivkontrollen sollten herangezogen werden, um
historische Kontrollbereiche festzulegen. Diese Werte sollten bei Entscheidungen tiber
die Eignung einer gleichzeitigen Negativkontrolle/Positivkontrolle fiir einen Versuch
zugrunde gelegt werden.

Wenn fiir den Test geringfiigige Anderungen des Protokolls vorgeschlagen werden
(z. B. Verwendung automatisierter statt manueller Auswertungsverfahren;
Verwendung eines neuen Zelltyps), sollte die Wirksamkeit der Anderung
nachgewiesen werden, bevor das gednderte Protokoll als einsatztauglich befunden
werden kann. Der Wirksamkeitsnachweis beinhaltet den Beweis, dass wesentliche
Mechanismen wie Chromosomenbriiche oder Hinzugewinn bzw. Verlust von
Chromosomenmaterial festgestellt werden konnen, und dass die entsprechenden
positiven und negativen Ergebnisse fiir die Klasse der einzelnen Priifsubstanz oder fiir
die gesamte Bandbreite der zu testenden Substanzen erzielt werden konnen.
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DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Behandlung der Ergebnisse

58.

59.

60.

61.

Bei Verwendung des Zytokinese-Block-Verfahrens werden nur die Frequenzen
zweikerniger Zellen mit Mikrokernen (unabhidngig von der Anzahl der Mikrokerne
pro Zelle) zur Bewertung der Mikrokern-Induktion herangezogen. Die Auswertung
der Anzahl an Zellen mit einem, zwei oder mehr Mikrokernen konnte niitzliche
Informationen liefern, ist jedoch nicht zwingend notwendig.

Festzulegen sind auch MaBlnahmen, die gleichzeitig zur Bestimmung der Zytotoxizitit
und/oder Zytostase aller behandelten und Ldsungsmittel-/Vehikelkontrollkulturen
durchgefiihrt werden (58). Der CBPI oder der RI sollte fiir alle behandelten Kulturen
und Kontrollkulturen berechnet werden, da sich bei Verwendung des Zytokinese-Block-
Verfahrens die Messungen des Zellzyklus verzogern. Kommt cytoB nicht zum FEinsatz,
sollten die Relative Populationsverdopplung (RPD), die Relative Erhohung der Zellzahl
(RICC) oder der Proliferationsindex (PI) herangezogen werden (siche Anlage 2).

Es sind die Daten fir die einzelnen Kulturen zu dokumentieren. Zusétzlich sollten alle
Daten in tabellarischer Form zusammengefasst werden.

Wenn Chemikalien im MNvit-Test Mikrokerne induzieren, konnte dies darauf
zurlickzufiihren sein, dass sie Chromosomenbriiche, Chromosomenverlust oder eine
Kombination aus beidem verursachen. Deshalb konnen weitere Analysen unter
Einsatz von Anti-Kinetochor-Antikorpern, zentromer-spezifischen in situ-Sonden oder
mit Hilfe sonstiger Methoden vorgenommen werden, um festzustellen, ob der
Mechanismus der Mikrokern-Induktion von einer klastogenen und/oder aneugenen
Wirkung herriihrt.

Bewertung und Interpretation der Ergebnisse

62.

63.

Bei einer eindeutigen positiven oder negativen Reaktion ist eine Verifizierung durch
zusétzliche Versuche nicht erforderlich. Zur Kldrung nicht eindeutiger Ergebnisse
empfiehlt sich die Analyse von weiteren 1000 Zellen aller Kulturen, um die
erforderliche Verblindung aufrechtzuerhalten. Sollte diese Methode nicht zur Klarung
des Ergebnisses fiihren, miissen weitere Tests durchgefiihrt werden. Bei
Folgeversuchen sollte die Abdnderung der Studienparameter mit Erweiterung oder
Verengung des Bedingungsumfangs in Betracht gezogen werden. Zu den
Studienparametern, die fiir eine Abdnderung in Frage kommen, gehoren die Abstéinde
der Priifkonzentrationen, der Zeitplan fiir Behandlung und Zellgewinnung und/oder
die Bedingungen fiir die Stoffwechsel-Aktivierung.

Es gibt mehrere Kriterien fiir die Bestimmung eines positiven Ergebnisses, wie z. B.
eine konzentrationsbezogene Zunahme oder eine statistisch signifikante Zunahme der
Anzahl der Zellen mit Mikrokernen. Zunichst sollte die biologische Relevanz der
Ergebnisse untersucht werden. Die Betrachtung der Frage, ob die festgestellten Werte
innerhalb oder auBlerhalb des historischen Kontrollbereichs liegen, kann
Anhaltspunkte fiir die Bewertung der biologischen Relevanz der Reaktion liefern. Als
Hilfsmittel bei der Bewertung der Versuchsergebnisse kdnnen geeignete statistische
Methoden dienen (65). Allerdings sollten die Ergebnisse statistischer Untersuchungen
im Hinblick auf die Dosis-Wirkungs-Beziehung bewertet werden. Dabei ist auch der
Reproduzierbarkeit und den historischen Daten Rechnung zu tragen.
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64.

65.

Auch wenn die meisten Versuche eindeutig positive oder negative Ergebnisse liefern,
erlaubt der Datensatz in manchen Fillen keine definitive Aussage liber die Aktivitét
der Priifsubstanz. Es kommt vor, dass unabhingig davon, wie oft der Versuch
wiederholt wird, weiterhin nicht eindeutige oder fragwiirdige Ergebnisse auftreten.

Positive Befunde beim MNvit-Test deuten darauf hin, dass die Priifsubstanz in
kultivierten = Sdugetierzellen =~ Chromosomenbriiche oder Chromosomenverlust
hervorruft. Negative Befunde sind ein Anzeichen dafiir, dass die Priifsubstanz unter
den zugrunde gelegten Versuchsbedingungen keine Chromosomenbriiche und/oder
Gewinn bzw. Verlust von Chromosomenmaterial in kultivierten Séugetierzellen
hervorruft.

Priifbericht

66.

Der Priifbericht sollte mindestens folgende Informationen enthalten, wenn diese fiir
die Durchfiihrung der Studie relevant sind:

Priifchemikalie:

- Angaben zur Identifikation und CAS- (Chemical Abstract Services) Nummer
sowie EG-Nummer;

- physikalische Eigenschaft und Reinheit;

- physikalisch-chemische Eigenschaften, die fiir die Durchfiihrung der Studie
relevant sind;

- Reaktionsfdhigkeit der Substanz mit dem Losungsmittel/Vehikel oder dem
Zellkulturmedium;

Losungsmittel/Vehikel:
- Begriindung fiir die Wahl des Vehikels/Losungsmittels;

- Ldoslichkeit und Stabilitdt der Priifsubstanz im Losungsmittel/Vehikel, falls
bekannt;

Zellen:

- Typ und Herkunft der verwendeten Zellen;
- FEignung des verwendeten Zelltyps;
- ggf. Nichtvorhandensein von Mykoplasma;

- Informationen zu Zellzyklusdauer, Verdopplungsdauer oder
Proliferationsindex;

- bei Verwendung von Lymphozyten: Geschlecht, Alter und Anzahl der
Blutspender soweit zutreffend;
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bei Verwendung von Lymphozyten: Angaben dariiber, ob Vollblut oder
separierte Lymphozyten in Kontakt mit der Priifsubstanz gebracht werden;

ggf. Passagenanzahl;
ggf. zum Erhalt der Zellkultur verwendete Verfahren;
Modalwert der Chromosomen;

Zellzyklusdauer normal und fiir die Negativkontrolle;

Priifbedingungen:

Bezeichnung der Zytokinese-Block-Substanz (z. B. cytoB), falls verwendet,
deren Konzentration und Dauer der Zellexposition;

Begriindung fiir die Auswahl der Konzentrationen und die Anzahl der
Kulturen, darunter z. B. Angaben zur Zytotoxizitdt und Ldslichkeitsgrenze,
falls vorhanden,;

Medienzusammensetzung, ggf. CO,-Konzentration;
Konzentrationen der Priifsubstanz;

Konzentration (und/oder Volumen) des Vehikels und der beigegebenen
Priifsubstanz;

Inkubationstemperatur und -dauer;
Behandlungsdauer;

Zeitpunkt der Gewinnung nach der Behandlung;
gef. Zelldichte bei der Beimpfung;

Art und Zusammensetzung des = Stoffwechsel-Aktivierungssystems
einschlieBlich Akzeptanzkriterien;

Positivkontrollsubstanzen und Negativkontrollen;

Methoden der Objekttrager-Priaparation und verwendetes Fiarbeverfahren;
Kriterien fiir die Identifizierung von Mikrokernen;

Anzahl der analysierten Zellen;

Methoden zur Bestimmung der Zytotoxizitét;

alle zusitzliche Angaben zur Zytotoxizitit;

Kriterien zur Einstufung der Studien als positiv, negativ oder nicht eindeutig;
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verwendete statistische Analysemethode(n);

Methoden, z. B. die Verwendung von Kinetochor-Antikorpern, um ggf. zu
beschreiben, ob Mikrokerne ganze oder fragmentierte Chromosomen
enthalten;

Ergebnisse:

Verwendete Messung der Zytotoxizitit, z. B. CBPI oder RI bei der Zytokinese-
Block-Methode; RICC, RPD oder PI, wenn keine Zytokinese-Block-Verfahren
verwendet werden; sonstige Beobachtungen bei Bedarf, z. B. Zell-Konfluenz,
Apoptose, Nekrose, Metaphasezdhlung, Frequenz zweikerniger Zellen;

Ausfallungszeichen;

Angaben zum pH-Wert und zur Osmolalitit des Behandlungsmediums, falls
ermittelt;

Definition geeigneter Zellen fiir die Analyse;

Verteilung einkerniger, zweikerniger und mehrkerniger Zellen, falls ein
Zytokinese-Block-Verfahren verwendet wird;

Anzahl der Zellen mit Mikrokernen, gesondert fiir jede behandelte Kultur und
Kontrollkultur, und Angabe, ob diese von zweikernigen oder einkernigen
Zellen stammen, sofern zutreffend;

nach Mdglichkeit Konzentrations-Wirkungs-Verhiltnis;

chemische Daten zu gleichzeitigen Negativ-(Losungsmittel-/Vehikel-)
Kontrollen und Positivkontrollen (Konzentrationen und Losungsmittel);

Daten zu historischen Negativ-(Losungsmittel-/Vehikel-)Kontrollen und
Positivkontrollen mit Bereichen, Mittelwerten, Standardabweichungen sowie
Konfidenzniveau (z. B. 95 %).

ggf. statistische Analysen; p-Werte;

Diskussion der Ergebnisse

Schlussfolgerungen
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Anlage 1
BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Aneugen: Substanz oder Prozess, die/der durch Wechselwirkung mit den Komponenten des
mitotischen oder meiotischen Zellteilungszyklus zu Aneuploidie in Zellen oder Organismen
fiihrt.

Aneuploidie: Abweichung von der normalen diploiden (oder haploiden) Chromosomenzahl
durch ein einziges Chromosom oder mehr, nicht aber durch einen ganzen (oder mehrere)
Chromosomensatz/-sitze (Polyploidie).

Apoptose: Programmierter Zelltod, der durch eine Reihe von Schritten charakterisiert ist, an
deren Ende eine Desintegration von Zellen in membranumschlossene Partikel steht, die
schlieBlich durch Phagozytose oder Shedding abgebaut werden.

Zellproliferation: Zunahme der Anzahl von Zellen als Ergebnis der mitotischen Zellteilung.

Zentromer: DNA-Bereich eines Chromosoms, an dem die beiden Chromatiden
zusammengehalten werden, und an dem beide Kinetochoren Seite an Seite angeordnet sind.

Klastogen: Substanz oder Prozess, die/der strukturelle Chromosomenaberrationen in Zell-
oder Organismenpopulationen verursacht.

Zytokinese: Prozess der Zellteilung unmittelbar nach der Mitose, in dem zwei Tochterzellen,
jeweils mit einem einzigen Kern, gebildet werden.

Zytokinese-Block-Proliferationsindex (CBPI): Anteil der Zellen aus zweiter Teilung in der
behandelten Population im Verhéltnis zur nicht behandelten Kontrollgruppe (entsprechende
Formel vgl. Anlage 2).

Zytostase: Hemmung des Zellwachstums (entsprechende Formel vgl. Anlage 2).

Zytotoxizitit: schidliche Auswirkungen auf Zellstruktur und -funktion, die letztlich zum
Zelltod fiihren.

Genotoxisch:  allgemeiner  Begriff, der alle Typen von  DNA-  oder
Chromosomenschiddigungen umfasst, einschlielich Briichen, Addukt-Neubildungen,
Mutationen, Chromosomenaberrationen sowie Aneuploidie. Nicht alle genotoxischen Effekte
fiihren zu Mutationen oder stabilen Chromosomenschéden.

Interphasezellen: Zellen, die sich nicht im Stadium der Mitose befinden.

Kinetochor: proteinhaltige Struktur, die sich am Zentromer eines Chromosoms sammelt, an
der wihrend der Zellteilung die Spindelfasern anhaften, wodurch die ordnungsgemifle
Beforderung der Tochterchromosomen zu den Polen der Tochterzellen ermdglicht wird.
Mikronuklei/Mikrokerne: kleine Kerne zusétzlich zu den Hauptkernen der Zellen und von

diesen getrennt, die wiahrend der Telophase der Mitose oder Meiose durch zuriickgebliebene
Chromosomenteile oder ganze Chromosomen gebildet werden.
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Mitose: Teilung des Zellkerns, die in der Regel in Prophase, Prometaphase, Metaphase,
Anaphase und Telophase gegliedert ist.

Mitoseindex: Anteil der Zellen einer Zellpopulation, die sich zum Beobachtungszeitpunkt in
Metaphase befinden; zugleich Hinweis auf den Grad der Zellproliferation in dieser
Population.

Mutagen: Ausloser einer Erbgutverdnderung der DNA-Basenpaarsequenz(en) in Genen oder
in der Chromosomenstruktur (Chromosomenaberrationen).

Non-Disjunktion: Unvermdgen der paarweise angeordneten Chromatiden, sich zu trennen
und sich auf die in Entwicklung begriffenen Tochterzellen aufzuteilen. Dabei entstehen
Tochterzellen mit abweichenden Chromosomenzahlen.

Polyploidie: Zahlenmdfige Chromosomenaberrationen in Zellen oder Organismen, von
denen ein oder mehrere ganze Chromosomensitze betroffen sind, im Gegensatz zur
Aneuploidie, bei der nur ein oder mehrere einzelne Chromosomen betroffen sind.

Proliferationsindex (PI): Verfahren zur Messung der Zytotoxizitit, wenn kein cytoB
verwendet wird (entsprechende Formel vgl. Anlage 2).

Relative Erhohung der Zellzahl (RICC): Verfahren zur Messung der Zytotoxizitit, wenn
kein cytoB verwendet wird (entsprechende Formel vgl. Anlage 2).

Relative Populationsverdopplung (RPD): Verfahren zur Messung der Zytotoxizitit, wenn
kein cytoB verwendet wird (entsprechende Formel vgl. Anlage 2).

Replikationsindex (RI): Anteil der abgeschlossenen Zellteilungszyklen in einer behandelten
Kultur im Verhéltnis zur nicht behandelten Kontrollgruppe wihrend der Expositions- und

Regenerationsphase (entsprechende Formel vgl. Anlage 2).

Priifchemikalie (auch Priifsubstanz): Jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser
Priifmethode getestet wird.
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Anlage 2
FORMELN ZUR BEWERTUNG DER ZYTOTOXIZITAT

1. Wenn_cytoB zum_Einsatz; kommt, sollte die Bewertung der Zytotoxizitidt auf dem
Zytokinese-Block-Proliferationsindex (CBPI) oder dem Replikationsindex (RI)
beruhen (16) (58). Der CBPI gibt die mittlere Zahl der Zellzyklen pro Zelle wiahrend
der Exposition gegeniiber cytoB an und kann zur Berechnung der Zellproliferation
eingesetzt werden. Der RI gibt die relative Zahl der Zellkerne in behandelten Kulturen
im Vergleich zu Kontrollkulturen an und kann zur Berechnung der Zytostase in %
verwendet werden:

% Zytostase = 100-100{(CBPIr - 1) + (CBPIc-1)}
Und:
T = mit der Priifchemikalie behandelte Kultur
C = Vehikel-Kontrollkultur
Dabei gilt:
((Zahl der einkernigen Zellen) + (2 x Zahl der zweikernigen Zellen) +

(3 x Zahl der mehrkernigen Zellen))
CBPI =

(Gesamtzellzahl)
Damit entspricht ein CBPI von 1 (alle Zellen sind einkernig) einer Zytostase von 100 %.
Zytostase = 100-RI

((Zahl der zweikernigen Zellen) +
(2 x Zahl der mehrkernigen Zellen)) + (Gesamtzellzahl)t
RI= x 100
((Zahl der zweikernigen Zellen) +
(2 x Zahl der mehrkernigen Zellen)) + (Gesamtzellzahl)c

T= behandelte Kulturen

C = Kontrollkulturen
2. Folglich bedeutet ein RI von 53 %: von 100 % der Zellen in der Kontrollkultur, die
sich geteilt und anschlieBend zweikernige und mehrkernige Zellen gebildet haben,

haben sich in der behandelten Kultur nur 53 % geteilt, d. h. es ergibt sich fiir die
Zytostase ein prozentualer Wert von 47 %.
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3. Wenn_kein cytoB zum Einsatz kommt, wird eine Bewertung der Zytotoxizitét auf der
Basis der Relativen Erhohung der Zellzahl (RICC) oder der Relativen
Populationsverdopplung (RPD) empfohlen (58), da bei beiden der Anteil der
Zellpopulation beriicksichtigt wird, die eine Teilung vollzogen hat.

(Erhohung der Zellzahl in behandelten Kulturen (Ende — Beginn))
RICC = x 100
(Erhohung der Zellzahl in Kontrollkulturen (Ende — Beginn))
(Zahl der Populationsverdopplungen in behandelten Kulturen)
RPD = x 100
(Zahl der Populationsverdopplungen in Kontrollkulturen)
Dabei gilt:

Populationsverdopplung = [log (Zellzahl nach Behandlung + Anféngliche Zellzahl)] + log 2

4,

Somit zeigt ein RICC oder eine RPD von 53 % eine Zytotoxizitidt/Zytostase von
47 % an.

Bei Verwendung eines Proliferationsindex (PI) kann die Zytotoxizitit durch das
Zdhlen aller Klone bewertet werden, die aus 1 Zelle (cll), 2 Zellen (cl2), 3 bis 4 Zellen
(cl4) sowie 5 bis 8 Zellen (cl8) bestehen.

((Ix cll) + (2x ¢l2) + (3x cl4) + (4x clB))
PI=

(cll +cl2 + cl4 + clB)

Der PI wurde als aussagefdhiger und zuverldssiger Parameter fiir Zytotoxizitdt auch
bei Zelllinien verwendet, die in situ ohne cytoB kultiviert wurden (25) (26) (27) (28).
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Anlage 3

ZUR LEISTUNGSBEWERTUNG EMPFOHLENE REFERENZSUBSTANZEN'

Kategorie Substanz CAS-Nr. | EG-Nr.:

1. Klastogene, die ohne Stoffwechsel-Aktivierung wirken

Zytosin-Arabinosid 147-94-4 | 205-705-9

Mitomycin C 50-07-7 200-008-6

2. Klastogene, die eine Stoffwechsel-Aktivierung erfordern

Benzo(a)pyren 50-32-8 200-028-5

Zyklophosphamid 50-18-0 200-015-4
3. Aneugene

Colchicin 64-86-8 200-598-5

Vinblastin 143-67-9 | 205-606-0

4. Negative Substanzen

Di(2-ethylhexyl)phthalat | 117-81-7 | 204-211-0

Nalidixinsdure 389-08-2 | 206-864-7
Pyren 129-00-0 | 204-927-3
Natriumchlorid 7647-14-5 | 231-598-3

" Die Referenzsubstanzen sind die zur Verwendung empfohlenen Chemikalien. Der Ersatz
oder die Hinzufiigung bestimmter Stoffe zu der Liste der Referenzsubstanzen ist moglich,
wenn ihre Wirkung bekannt ist, wenn sie Mikrokerne mittels derselben Wirkmechanismen
induzieren und wenn sie sich als relevant fiir die Chemikalien erweisen, die mit dem
MNvit-Verfahren gepriift werden. Je nach Verwendungszweck konnte die Begriindung eine
Validierungsstudie enthalten, die entweder auf einer breiten Auswahl an Substanzen beruht
oder sich auf ein engeres Spektrum auf der Grundlage der chemischen Klasse der
Priifsubstanz oder des untersuchten Schidigungsmechanismus konzentriert.
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B.50 Hautsensibilisierung: Lokaler Lymphknotentest: DA

EINLEITUNG

1.

Die OECD-Leitlinien fiir die Priifung von Chemikalien und die EU-Priifmethoden
werden regelmiBig {iberarbeitet, um dem wissenschaftlichen Fortschritt, sich
dndernden Rechtsvorgaben und Belangen des Tierschutzes gerecht zu werden. Die
urspriingliche Priifmethode (B.42) zur Bestimmung der Hautsensibilisierung bei der
Maus, der Lokale Lymphknotentest (Local Lymph Node Assay bzw. LLNA; OECD-
Priifrichtlinie = 429) wurde inzwischen iiberarbeitet (1). Verschiedene
Veroffentlichungen (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) gehen genauer auf die Validierung
des LLNA und auf die mit ihm verbundenen wissenschaftlichen Arbeiten ein. Bei dem
LLNA wird zur Messung der Lymphozytenproliferation radioisotopisches Thymidin
oder Jod verwendet. Der Test hat daher Beschrinkungen, wenn der Erwerb, die
Verwendung oder die Entsorgung radioaktiver Materialien mit Problemen verbunden
sind. Bei dem LLNA: DA (entwickelt von Daicel Chemical Industries, Ltd.) handelt es
sich um eine nicht-radioaktive Modifikation des LLNA, die den Gehalt an
Adenosintriphosphat (ATP) mittels Biolumineszenz als Indikator fiir die
Lymphozytenproliferation bestimmt. Die Priifmethode LLNA: DA wurde durch ein
internationales Gremium flir Sachverstindigengutachten (peer review) validiert,
gepriift und zur Identifizierung hautreizender und nicht reizender Chemikalien mit
einigen Beschrankungen als geeignet befunden (10) (11) (12) (13). Diese Priifmethode
wurde zur Bewertung des Hautsensibilisierungspotenzials von Chemikalien (Stoffen
und Gemischen) bei Tieren entwickelt. Kapitel B.6 dieses Anhangs und OECD-
Prifrichtlinie 406 stiitzen sich auf Meerschweinchen-Tests, insbesondere den
Meerschweinchen-Maximierungstest und den Biihler-Test (14). Der LLNA (Kapitel
B.42 dieses Anhangs; OECD-Priifrichtlinie 429) und die beiden nicht-radioaktiven
Modifikationen, LLNA: DA (Kapitel B.50 dieses Anhangs; OECD-Priifrichtlinie 442
A) und LLNA: BrdU-ELISA (Kapitel B.51 dieses Anhangs; OECD-Priifrichtlinie 442
B) haben insofern Vorteile gegeniiber den Meerschweinchen-Tests in B.6 und OECD-
Priifrichtlinie 406 (14), als sie einen verringerten und gezielteren Einsatz von
Versuchstieren ermdglichen.

Ebenso wie im LLNA wird bei dem LLNA: DA die Induktionsphase der
Hautsensibilisierung untersucht. Der Test liefert quantitative Daten fiir die Bewertung
von Dosis-Wirkungs-Beziehungen. Durch den moglichen Nachweis von
hautsensibilisierenden Stoffen ohne die Verwendung radioaktiver Markierungen fiir
die DNA konnen die berufliche Exposition gegeniiber Radioaktivitit und
Entsorgungsprobleme vermieden werden. Dies wiederum ermoglicht eine verstarkte
Verwendung von Méusen zur Bestimmung hautsensibilisierender Stoffe und somit
eine geringere Verwendung von Meerschweinchen zur Bewertung des
hautsensibilisierenden Potenzials (B.6; OECD-Priifrichtlinie 406) (14).
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BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

3.

Die verwendeten Begriffsbestimmungen sind in Anlage 1 aufgefiihrt.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

4.

Der LLNA: DA ist eine modifizierte LLNA-Methode zum Nachweis von Chemikalien
mit potenziell hautsensibilisierenden Eigenschaften, mit bestimmten Beschrankungen.
Dies bedeutet nicht notwendigerweise, dass der LLNA: DA zwingend in jedem Fall
anstelle des LLNA oder der Meerschweinchen-Tests (B.6; OECD-Priifrichtlinie) (14)
eingesetzt werden muss. Vielmehr erweist sich der Test als gleichermaflen wertvoll
und kann als Alternative gewéhlt werden, bei der im Allgemeinen keine weitere
Bestitigung von positiven wie auch negativen Ergebnissen erforderlich ist. (10) (11).
Das Priiflabor sollte vor der Durchfiihrung der Studie alle verfiigbaren Informationen
iber die Priifsubstanz auswerten und beriicksichtigen. Zu diesen Informationen zihlen
die Identitdt und die chemische Struktur der Priifsubstanz, ihre physikalisch-
chemischen Eigenschaften, die Ergebnisse aller sonstigen in vitro- oder in vivo-
Toxizitétspriifungen der Priifsubstanz sowie toxikologische Daten zu strukturell
verwandten Chemikalien. Diese Informationen sind zu beriicksichtigen, um die
Eignung des LLNA: DA fiir die jeweilige Priifsubstanz festzustellen (bestimmte
chemische Stoffe sind mit dem LLNA: DA nicht kompatibel [siche Absatz 5]) und die
Festlegung der Dosis zu erleichtern.

Beim LLNA: DA handelt es sich um eine in vivo-Methode. Das bedeutet, dass die
kontaktsensibilisierenden Eigenschaften weiterhin an Tieren bewertet werden. Der
Test erlaubt es jedoch, im Vergleich zu den Meerschweinchen-Tests (B.6; OECD-
Priifrichtlinie 406) die Anzahl der fiir diesen Zweck benétigten Tiere zu reduzieren
(14). Zudem ist der LLNA: DA eine wesentlich verfeinerte Methode im Hinblick auf
die Verwendung der Tiere (weniger Schmerzen und Leiden) bei den Tests zur
Kontraktsensibilisierung, da es beim LLNA: DA, anders als bei B.6 und OECD-
Priifrichtlinie 406, nicht erforderlich ist, provozierte Uberempfindlichkeitsreaktionen
der Haut auszulésen. Trotz der Vorteile, die der LLNA: DA gegeniiber B.6 und
OECD-Priifrichtlinie 406 (14) aufweist, ist er mit gewissen Einschrdnkungen behaftet,
die die Anwendung von B.6 oder von OECD-Priifrichtlinie 406 erforderlich machen
konnen (z. B. die Priifung bestimmter Metalle, falsch positive Ergebnisse bei
bestimmten hautreizenden Stoffen [wie etwa bei tensiddhnlichen Chemikalien] (6)
(1 und Kapitel B.42 in diesem Anhang), oder die Loslichkeit der Priifsubstanz).
Zudem konnen chemische Klassen oder Substanzen mit Funktionsgruppen, die
erwiesenermallen als potenzielle Verwechslungsfaktoren wirken konnen (16), den
Einsatz von Meerschweinchen-Tests erforderlich machen (B.6; OECD-
Priifrichtlinie 406) (14)). Beschrinkungen, die fiir den LLNA festgestellt wurden (1,
und Kapitel B.42 dieses Anhangs), empfehlen sich auch fiir den LLNA: DA (10).
Zudem konnte die Verwendung des LLNA: DA ungeeignet sein fiir die Priifung von
Substanzen mit Auswirkungen auf das ATP-Niveau (z. B. Substanzen, die als ATP-
Hemmer wirken) oder Substanzen, die die genaue Messung der intrazelluliren ATP-
Messung beeintrdchtigen (z. B. Vorhandensein ATP abbauender Enzyme,
Vorhandensein extrazelluliren ATPs im Lymphknoten). Abgesehen von diesen
bekannten Beschriankungen diirfte der LLNA: DA fiir die Priifung aller Substanzen
geeignet sein, sofern mit diesen Substanzen keine Eigenschaften verbunden sind, die
die Genauigkeit des LLNA: DA beeintrachtigen konnten. AuBerdem sollte die
Moglichkeit positiver Grenzergebnisse in Betracht gezogen werden, wenn fiir den
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Stimulationsindex (SI) Werte zwischen 1,8 und 2,5 ermittelt werden (siche Absitze
31-32). Dies beruht auf der Validierungs-Datenbasis von 44 Substanzen mit einem
SI> 1,8 (siche Absatz 6), bei denen der LLNA: DA alle 32 LLNA-Sensibilisatoren
richtig identifizierte, jedoch drei von 12 LLNA-Nichtsensibilisatoren mit SI-Werten
zwischen 1,8 und 2,5 (d. h. positive Grenzwerte) (10) nicht korrekt identifizierte. Da
allerdings derselbe Datensatz fiir die Einstellung der SI-Werte und die Berechnung der
pradiktiven Eigenschaften des Tests verwendet wurde, konnten die festgestellten
Ergebnisse auch eine Uberbewertung der tatsichlichen pridiktiven Eigenschaften sein.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

6.

Der LLNA:DA beruht auf dem Prinzip, dass sensibilisierende Stoffe eine
Lymphozytenproliferation in den drainierenden Lymphknoten an der Stelle der
Applikation des chemischen Stoffes induzieren. Diese Proliferation verlduft
proportional zur Dosis und zur Wirksamkeit des applizierten Allergens und bietet sich
als einfache Moglichkeit an, eine quantitative Messung der Sensibilisierung zu
erhalten. Die Proliferation wird gemessen, indem man die mittlere Proliferation jeder
Priifgruppe mit der mittleren Proliferation der mit Vehikel behandelten Kontrollgruppe
(VK) vergleicht. Das Verhidltnis der mittleren Proliferation in jeder
Behandlungsgruppe zu dem in der gleichzeitigen Vehikelkontrollgruppe, auch als SI
bezeichnet, wird festgelegt und sollte >1,8 betragen, ehe eine weitere Bewertung einer
Priifsubstanz als potenzieller Hautsensibilisator erfolgt. Die hier beschriebenen
Methoden beruhen auf der Messung des ATP-Gehalts durch Biolumineszenz (die
bekanntermaflen mit der Anzahl lebender Zellen korreliert) (17), um einen erhdhten
Anteil proliferierender Zellen in den drainierenden aurikuldren Lymphknoten
nachzuweisen (18) (19). Die Biolumineszenz-Methode stiitzt sich auf das Enzym
Luciferase, um die Bildung von Licht aus ATP und Luciferin mittels der folgenden
Reaktion zu katalysieren:

ATP + Luciferin + O, —2<%_ Oxyluciferin + AMP + PP, + CO, + Licht

Die emittierte Lichtintensitit steht in linearer Beziehung zur ATP-Konzentration und wird mit
einem Luminometer gemessen. Bei dem Luciferin-Luciferase-Test handelt es sich um eine
sensible Methode zur ATP-Quantifizierung, die in einer breiten Palette von Anwendungen
zum Einsatz kommt (20).

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE

Auswahl von Versuchstierarten

7.

Fiir diesen Test ist die Maus die Spezies der Wahl. Validierungsstudien fiir den
LLNA: DA wurden ausschlieBlich mit dem CBA/J-Stamm durchgefiihrt, der daher als
bevorzugter Stamm gilt (12) (13). Es werden junge erwachsene weibliche Méause
verwendet, die weder geworfen haben noch trichtig sind. Bei Versuchsbeginn sollten
die Tiere 8-12 Wochen alt sein, die Gewichtsunterschiede minimal sein und 20 % des
mittleren Gewichts nicht iibersteigen. Alternativ konnen Tests an anderen Stimmen
und ménnlichen Tieren erfolgen, wenn anhand von hinlinglich groen Datenangaben
nachgewiesen werden kann, dass keine signifikanten stamm- und/oder
geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Reaktion auf den LLNA: DA bestehen.
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Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

8.

Miuse sollten in Gruppen gehalten werden (21), wenn nicht relevante
wissenschaftliche Argumente eine Einzelhaltung nahelegen. Die Temperatur im
Versuchsraum sollte 22 + 3 °C betragen. Obwohl die relative Luftfeuchtigkeit
mindestens 30 % betragen und zu anderen Zeiten als wéhrend der Reinigung
vorzugsweise nicht iiber 70 % liegen soll, ist ein Wert von 50-60 % anzustreben. Die
Beleuchtung sollte kiinstlich sein und die Hell- und Dunkelphasen sollten sich im
Abstand von 12 Stunden abwechseln. An die Versuchstiere kann herkoémmliches
Laborfutter verfiittert werden, wobei eine unbegrenzte Trinkwasserversorgung zu
gewdhrleisten ist.

Vorbereitung der Tiere

9.

Die Tiere werden nach Zufallskriterien ausgewéhlt, zur individuellen Identifizierung
markiert (aber nicht am Ohr) und vor Beginn der Dosierung fiir einen Zeitraum von
mindestens 5 Tagen in ihren Kéfigen an die Laborbedingungen gewo6hnt. Vor
Behandlungsbeginn werden alle Tiere auf sichtbare Hautverletzungen untersucht.

Vorbereitung der Dosierlosungen

10.

Feste Chemikalien sollten vor der Applikation in ein Maéuseohr in
Loésungsmitteln/Vehikeln geldst oder suspendiert und ggf. verdiinnt werden. Fliissige
Chemikalien konnen direkt appliziert oder zuvor verdiinnt werden. Unlosliche
Chemikalien, wie sie in der Regel in Medizinprodukten vorliegen, sollten vor der
Applikation in ein Méuseohr in einem geeigneten Losungsmittel einer tiberméfBigen
Extraktion unterzogen werden, um alle extrahierbaren Inhaltsstoffe vor der Priifung
sichtbar zu machen. Die Priifsubstanzen sollten tdglich zubereitet werden, es sei denn,
die Stabilitdt der Substanz bei Lagerung wird nachgewiesen.

Uberpriifung der Zuverlissigkeit:

1.

Anhand von positiven Kontrollchemikalien wird die ordnungsgemifle Leistung des
Tests nachgewiesen. Hierzu ist eine angemessene und reproduzierbare
Empfindlichkeit der Reaktion auf eine sensibilisierende Priifsubstanz erforderlich,
wobei das Reaktionsausmall genau zu charakterisieren ist. Es wird die Einbeziehung
einer gleichzeitigen Positivkontrolle empfohlen, da diese die Féhigkeit des Labors
belegt, jeden Test erfolgreich durchzufihren und eine Bewertung der
Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Labors ermoglicht.
Einige Regulierungsbehdrden schreiben eine Positivkontrolle fiir jede Studie vor.
Daher wird Benutzern empfohlen, vor Durchfiihrung des LLNA: DA die zustidndigen
Behorden zu Rate zu ziehen. Dementsprechend wird die routineméBige Verwendung
einer gleichzeitigen Positivkontrolle angeregt, um die Notwendigkeit zusdtzlicher
Tierversuche zur Erfiillung von Anforderungen zu vermeiden, die aus der
Verwendung einer nur periodischen Positivkontrolle resultieren konnten (siehe
Absatz 12). Die Positivkontrolle sollte eine positive Reaktion auf den LLNA: DA bei
einem Expositionsniveau hervorrufen, das einen Anstieg des Stimulationsindex
(I>1,8 im Vergleich zur Negativkontrollgruppe) bewirkt. Die positive Kontrolldosis
soll so gewdhlt werden, dass sie keine iibermdfige Hautreizung oder systemische
Toxizitét verursacht und die Induktion reproduzierbar, aber nicht exzessiv ist (z. B. ein
SI > 10 wiirde als exzessiv gelten). Bevorzugte positive Kontrollstoffe sind 25 %
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12.

13.

14.

15.

Hexylcinnaminaldehyd (Chemical Abstracts Service [CAS]-Nr. 101-86-0) und 25 %
Eugenol (CAS-Nummer 97-53-0) in Aceton: Olivendl (4:1, v/v). Unter bestimmten
Umstdnden konnen in ausreichend begriindeten Fillen andere Kontrollsubstanzen
eingesetzt werden, die den genannten Kriterien entsprechen.

Obwohl die Einbeziehung einer gleichzeitigen Positivkontrollgruppe empfohlen wird,
kénnen in gewissen Situationen periodische Priifungen (d. h. in Abstinden < 6
Monaten) der Positivkontrolle fiir Laboratorien ausreichen, die den LLNA: DA
regelmiBig (d. h. mindestens einmal pro Monat) durchfiihren und iiber eine etablierte
historische Kontrolldatenbasis verfiigen, die die Féhigkeit des Labors bestitigt,
reproduzierbare und genaue Ergebnisse mit Positivkontrollen zu erzielen. Eine
angemessene Beherrschung des LLNA: DA kann erfolgreich nachgewiesen werden,
indem durchgehend positive Ergebnisse mit der Positivkontrolle in mindestens 10
unabhingigen Priifungen erzielt werden, die innerhalb eines angemessenen Zeitraums
(d. h. in weniger als einem Jahr) durchgefiihrt wurden.

Eine gleichzeitige Positivkontrollgruppe sollte immer einbezogen werden, wenn
Verfahrensdnderungen im LLNA: DA auftreten (z. B. Wechsel des geschulten
Personals, Anderung der Priifmethoden, -materialien und/oder Reagenzien, Anderung
der Priifgerite, Anderung der Herkunft der Versuchstiere). Solche Anderungen sollten
in Laborberichten dokumentiert werden. Ferner ist der Einfluss dieser Anderungen auf
die Aussagefdhigkeit der zuvor eingerichteten historischen Datenbank zu bedenken.
Dabei sollte die Notwendigkeit {iberdacht werden, eine neue historische Datenbank
einzurichten, um die gleichbleibende Qualitdt der positiven Kontrollergebnisse zu
dokumentieren.

Die Priifer sollten sich der Tatsache bewusst sein, dass die Entscheidung, eine PK-
Studie periodisch statt gleichzeitig durchzufiihren, Auswirkungen auf die
Aussagefihigkeit und Akzeptanz negativer Studienergebnisse haben kann, die ohne
gleichzeitige Positivkontrolle im Zeitraum zwischen den einzelnen periodischen PK-
Studien auftreten konnen. Wenn zum Beispiel ein falsch negatives Ergebnis in der
periodischen PK-Studie auftritt, konnen negative Ergebnisse fiir die Priifsubstanz, die
in dem Zeitraum zwischen der letzten akzeptablen periodischen PK-Studie und der
inakzeptablen periodischen PK-Studie aufgetreten waren, in Frage gestellt werden.
Die Auswirkungen solcher Ergebnisse sollten sorgfiltig bedacht werden, wenn
entschieden wird, ob gleichzeitige oder nur periodische PKs durchgefiihrt werden
sollen. Auch ist die Verwendung einer geringeren Anzahl an Versuchstieren bei der
gleichzeitigen PK-Gruppe zu bedenken, wenn dies wissenschaftlich zu begriinden ist
und wenn das Labor auf der Grundlage laborspezifischer historischer Daten nachweist,
dass eine geringere Anzahl an Miusen ausreicht (22).

Obwohl die Positivkontrolle in einem Vehikel getestet werden sollte, das
bekanntermallen eine gleichbleibende Reaktion auslost (z. B. Aceton: Olivendl; 4:1,
v/v), konnen in bestimmten Rechtssituationen auBlerdem Priifungen in einem
Nichtstandard-Vehikel (klinisch/chemisch relevante Formulierung) erforderlich sein
(23). Wenn die gleichzeitige Positivkontrolle in einem anderen Vehikel als der
Priifsubstanz getestet wird, sollte eine gesonderte Vehikelkontrolle fiir die PK
einbezogen werden.
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16.

In Fillen, in denen Priifsubstanzen einer bestimmten chemischen Klasse oder eine
Reihe von Reaktionen bewertet werden, konnen Vergleichssubstanzen niitzlich sein,
um  nachzuweisen, dass die  Priifmethode  zur  Feststellung  des
Hautsensibilisierungspotenzials dieser Art von Priifsubstanzen ordnungsgemal
funktioniert. Geeignete Vergleichssubstanzen sollten die folgenden Eigenschaften
haben:

strukturelle und funktionale Ahnlichkeit mit der Klasse der getesteten Priifsubstanz;
bekannte physikalische/chemische Eigenschaften;

zugrunde liegende Daten aus dem LLNA: DA;

zugrunde liegende Daten aus anderen Tiermodellen und/oder von Menschen.

TESTVERFAHREN

Anzahl der Versuchstiere und Dosierungen

17.

18.

19.

Mindestens vier Tiere pro Dosisgruppe mit jeweils mindestens drei Konzentrationen
der Priifsubstanz werden benétigt; zusétzlich braucht man eine Negativkontrollgruppe,
die nur mit dem Vehikel fiir die Priifsubstanz behandelt wird, sowie eine
Positivkontrolle (gleichzeitig oder jiingeren Datums, auf der Grundlage der
Laborvorschriften in den relevanten Abschnitten 11 - 15). Tests mit Mehrfachdosen
der PK sollten in Erwédgung gezogen werden, insbesondere wenn die Positivkontrolle
intermittierend getestet wird. Bis auf die Verabreichung der Priifsubstanz sind die
Tiere der Kontrollgruppen ebenso zu behandeln wie die Tiere der
Behandlungsgruppen.

Die Auswahl der Dosis und des Vehikels soll anhand der Empfehlungen in (2) und
(24) erfolgen. Fiir aufeinanderfolgende Dosierungen werden normalerweise geeignete
abgestufte Konzentrationen gewéhlt, wie z. B. 100 %, 50%, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %,
1%, 0,5% usw. Die Auswahl der Konzentrationsfolge sollte angemessen
wissenschaftlich begriindet werden. Alle vorhandenen toxikologischen Angaben (z. B.
iiber die akute Toxizitdt und Hautreizung) sowie strukturelle und physiochemische
Angaben zu der jeweiligen Priifsubstanz (und/oder strukturverwandten Substanzen)
sollten bei der Festlegung von drei aufeinander folgenden Konzentrationen
berticksichtigt werden, so dass bei der Hochstkonzentration einerseits die Exposition
maximiert und andererseits eine systemische Toxizitit und/oder eine {ibermifige
lokale Hautreizung ausgeschlossen werden (24) (25). Mangels solcher Informationen
kann ein anfanglicher Dosisfindungstest erforderlich sein (siche Absétze 21-24).

Das Vehikel sollte das Testergebnis nicht beeinflussen oder beeintrachtigen und sollte
so gewdhlt werden, dass die Loslichkeit zur Erzielung einer moglichst hohen
Konzentration maximiert und gleichzeitig eine fiir das Applizieren der Priifsubstanz
geeignete Losung/Suspension hergestellt werden kann. Empfohlene Vehikel sind
Aceton:  Olivendl  (4:1, v/v), N,N-Dimethylformamid, Methylethylketon,
Propylenglykol und  Dimethylsulphoxid (6), wobei mit hinreichender
wissenschaftlicher Begriindung auch andere Vehikel verwendet werden kdnnen. Unter
bestimmten Umstdnden muss ein klinisch relevantes Losungsmittel oder die
handelsiibliche Zubereitung, in der die Priifsubstanz vermarktet wird, als zusétzliche
Kontrolle genutzt werden. Besondere Sorgfalt sollte darauf verwendet werden, zu

82



20.

gewihrleisten, dass in das Vehikelsystem durch die Verwendung geeigneter
Losungsvermittler (z. B. 1 % Pluronic® L92) hydrophile Stoffe eingearbeitet werden,
die die Haut befeuchten und nicht sofort ablaufen. Folglich sind vollstindig wissrige
Vehikel zu vermeiden.

Die Arbeit an Lymphknoten einzelner Méiuse ermoglicht die Bewertung der
Variabilitit von Tieren sowie einen statistischen Vergleich zwischen der Priifsubstanz
und Messungen an der Vehikelkontrollgruppe (siche Absatz 33). Die Moglichkeit, die
Anzahl der Méuse in der Positivkontrollgruppe zu verringern, ist nur realistisch, wenn
Einzeltierdaten =~ erhoben  werden  (22).  Auflerdem  verlangen  einige
Regulierungsbehdrden die Erhebung von Daten einzelner Tiere. Die regelmiBige
Erhebung von Einzeltierdaten stellt im Hinblick auf den Tierschutz einen Vorteil dar,
indem Doppeltests vermieden werden. Diese wéren notwendig, wenn die urspriinglich
gemeinsam gesammelten Ergebnisse fiir die Priifsubstanz (z. B. iiber gepoolte Daten)
spiater von Regulierungsbehdrden mit anderen Vorschriften (z. B. Einzeltierdaten)
gepriift wiirden.

Dosisfindungstest

21.

22.

Wenn iiber die hochst mogliche Dosierung keine Informationen vorliegen (siehe
Absatz 18), sollte ein Dosisfindungstest durchgefiihrt werden, um die geeignete
Dosierung fiir den LLNA:DA festzulegen. Der Dosisfindungstest soll eine
Orientierung bei der Auswahl der hochst moglichen Dosisstufe fiir die
Hauptuntersuchung des LLNA: DA in Fillen liefern, in denen keine Informationen
tiber Konzentrationen vorliegen, die zur systemischen Toxizitdt (siche Absatz 24)
und/oder zu iiberméBiger Hautreizung fithren (sieche Absatz 23). Die hochsten
gepriiften Dosisstufen sollten 100 % der Priifsubstanz bei Flissigkeiten bzw. die
hochst moglichen Konzentrationen bei Feststoffen oder Suspensionen sein.

Der Dosisfindungstest wird unter Bedingungen durchgefiihrt, die denen der Hauptstudie
des LLNA: DA genau entsprechen. Allerdings gibt es hier keine Bewertung der
Lymphknotenproliferation und es konnen nicht so viele Tiere pro Dosisgruppe
eingesetzt werden. Es werden ein oder zwei Tiere pro Dosisgruppe empfohlen. Alle
Maiuse werden téglich auf klinische Zeichen fiir systemische Toxizitdt oder lokale
Reizungen an der Applikationsstelle untersucht. Das Korpergewicht wird vor dem Test
und vor dem Abschluss (Tag 8) protokolliert. Beide Ohren jeder Maus werden auf
Anzeichen fiir Erytheme untersucht und mit Hilfe von Tabelle 1 bewertet (25). Die
Ohrdicke wird mit Hilfe eines Ohrdickenmessgerits (z. B. digitaler Mikrometer oder
Peacock Dickenmessuhr) an Tag 1 (Vordosis), Tag 3 (ca. 48 Stunden nach der ersten
Dosis), Tag 7 (24 Stunden vor Abschluss) und Tag 8 bestimmt. Zusétzlich kann an Tag
8 die Ohrdicke durch die Gewichtsbestimmung von Ohrstanzproben ermittelt werden.
Dies sollte nach der tierschutzgerechten Totung der Tiere erfolgen. Eine iiberméBige
lokale Hautreizung wird durch eine Erythem-Punktzahl von > 3 und/oder eine Zunahme
der Ohrdicke >25 % an jedem beliebigen Messtag angezeigt (26) (27). Als hochste
Dosis fiir die Hauptuntersuchung des LLNA: DA wird die nédchst niedrigere Dosis in der
Konzentrationsreihe des Dosisfindungstests gewéhlt (siche Absatz 18), die keine
systemische Toxizitdt und/oder iiberméfige lokale Hautreizung verursacht.

Tabelle 1: Erythem-Klassifizierung
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Beobachtung Punktzahl

Kein Erythem 0
Sehr leichtes Erythem (kaum wahrnehmbar) 1
Klar abgegrenztes Erythem 2
MaiBiges bis ausgeprigtes Erythem 3

Schweres Erythem (dunkelrot) bis hin zur Schorfbildung, so dass eine
Bewertung nicht moglich ist

4

23.

24.

Zusitzlich zu einer Zunahme der Ohrdicke um 25 % (26) (27) wurde ein statistisch
signifikanter Anstieg der Ohrdicke bei den behandelten Méiusen im Vergleich zu den
Kontrollmédusen zugrunde gelegt, um Reizstoffe in dem LLNA zu identifizieren (28)
(29) (30) (31) (32) (33) (34). Obwohl ein statistisch signifikanter Anstieg auch bei
einer Ohrdicke von weniger als 25 % auftreten kann, konnte kein spezifischer
Zusammenhang mit einer liberméfBigen Hautreizung festgestellt werden (30) (31) (32)
(33) (34).

Die folgenden klinischen Beobachtungen konnen, sofern sie Bestandteil einer
Gesamtbewertung sind, auf systemische Toxizitdt hinweisen (35) und somit die hdchst
mogliche Dosisstufe fiir die Hauptuntersuchung des LLNA: DA anzeigen:
Anderungen der Funktionen des Nervensystems (z. B. Piloerektion, Ataxie, Tremor
und Krimpfe); Verhaltensinderungen (z. B. Aggressivitit, Anderungen bei der
Fellpflege, auffallende Anderung des Aktivititsniveaus); Anderungen des
Atemmusters (d. #. Anderung der Hiufigkeit und Intensitit des Atmens wie Dyspnoe,
Keuchen, rasselnder Atem) sowie Anderungen der Futter- und Wasseraufnahme.
Zusitzlich sollten Anzeichen von Lethargie und/oder Teilnahmslosigkeit sowie alle
klinischen Anzeichen fiir mehr als leichte oder momentane Schmerzen und Qual, eine
Gewichtsreduktion >5 % zwischen Tag 1 und Tag 8 sowie die Sterblichkeit in der
Bewertung beriicksichtigt werden. Moribunde Tiere oder Tiere, die Anzeichen starker
und andauernder Qualen zeigen, sollten tierschutzgerecht gettet werden (36).

Versuchsplan der Hauptuntersuchung

25.

Der Versuchsplan des Tests ist wie folgt:

° Tag 1:

Jedes Tier wird einzeln gekennzeichnet und das Gewicht sowie jede klinische
Beobachtung protokolliert. Es wird 1% Natriumlaurylsulfat (NLS) in
wassriger Losung auf die Riickseite jedes Ohrs aufgetragen. Dies erfolgt mit
vier bis fiinf Strichen einer in die NLS-Losung getauchten Biirste, so dass die
gesamte Riickseite jedes Ohrs bedeckt ist. Eine Stunde nach der NLS-
Behandlung werden 25 pL der Priifsubstanz in der jeweiligen Verdiinnung, des
Vehikels allein oder der PK (gleichzeitig oder jiingeren Datums) gemil3 den
Laborvorschriften in den relevanten Abschnitten 11-15) auf die Riickseite
jedes Ohrs appliziert.

° Tage 2, 3 und 7:
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Die an Tag 1 erfolgte Vorbehandlung mit 1 % NLS wiéssriger Losung und die
Applikation der Priifsubstanz werden wiederholt.

) Tage 4, 5 und 6:

Keine Behandlung.

° Tag 8-

Das Gewicht jedes Tiers sowie jede klinische Beobachtung werden
protokolliert. Ca. 24 bis 30 Stunden nach Beginn der Applikation an Tag 7
werden die Tiere tierschutzgerecht getdtet. Die drainierenden aurikuldren
Lymphknoten jedes Méuseohrs werden entfernt und separat (fiir jedes Tier
einzeln) in phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) gegeben. Einzelheiten
und Diagramme der Lymphknotenidentifikation und -entfernung sind unter
Referenz (22) aufgefiihrt. Zur weiteren Kontrolle der lokalen Hautreaktion in
der Hauptuntersuchung kénnen zusétzliche Parameter wie die Auswertung des
Ohr-Erythems oder Ohrdickemessungen (mittels eines Dickenmessgerits oder
durch die Gewichtsbestimmung von Ohrstanzproben bei der Nekropsie) in das
Untersuchungsprotokoll aufgenommen werden.

Vorbereitung der Zellsuspensionen

26.

Fir jede Maus wird eine Einzelzellsuspension der beidseitig entnommenen
Lymphknotenzellen erstellt, indem die Lymphknoten zwischen zwei Glastriager
geklemmt werden und leichter Druck ausgeiibt wird, um die Knoten zu zerquetschen.
Nach der Vergewisserung, dass das Gewebe sich diinnflachig verteilt hat, konnen die
beiden Triger voneinander gelost werden. Das Gewebe auf beiden Trdgern wird in
PBS gelost, indem jeder Trager im Winkel {iber die Petrischale gehalten wird und mit
PBS gespiilt wird, wihrend gleichzeitig das Gewebe mit einem Zellschaber von dem
Trager abgeschabt wird. Die Lymphknoten bei Tieren der Negativkontrollgruppe sind
klein; daher ist Vorsicht geboten, um kiinstliche Effekte auf die SI-Werte zu
vermeiden. Fiir das Spiilen beider Tréger sollte ein Gesamtvolumen von 1 mL PBS
verwendet werden. Die Lymphknoten-Losung in der Petrischale sollte mit dem
Zellschaber leicht homogenisiert werden. AnschlieBend wird mit einer Mikropipette
ein 20 UL Aliquot der Lymphknotenlosung entnommen (Achtung: nicht die fiir das
Auge sichtbare Membran entnehmen) und mit 1,98 mL PBS gemischt, sodass sich
eine Probe von 2 mL ergibt. Darauf wird eine zweite Probe von 2 mL mittels
desselben Verfahrens zubereitet, sodass fiir jedes Tier zwei Proben vorliegen.

Bestimmung der Zellproliferation (Messung des ATP-Gehalts der Lymphozyten)

27.

Erhohungen des ATP-Gehalts in den Lymphknoten werden mittels der Luciferin-/
Luciferase-Methode mit einem ATP-Mess-Kit bestimmt, das die Biolumineszenz in
Relativen Lumineszenz-Einheiten (Relative Luminescence Units; RLU) misst. Die
Testzeit zwischen dem Zeitpunkt der Tiertdtung bis zur Messung des ATP-Gehalts fiir
jedes einzelne Tier sollte gleich bleiben und bei ca. 30 Minuten liegen, da davon
ausgegangen wird, dass der ATP-Gehalt nach der Tiertétung allmdhlich abnimmt (12).
Folglich sollten die verschiedenen Verfahrensschritte ab der Entnahme der aurikuldren
Lymphknoten bis zur ATP-Messung nach einem vorher festgelegten Zeitplan, der fiir
jedes Tier gleich ist, innerhalb von 20 Minuten abgeschlossen werden. Die ATP-
Lumineszenz sollte in jeder Probe von 2 mL gemessen werden, so dass fiir jedes Tier
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zwei ATP-Messungen vorliegen. AnschlieBend wird die mittlere ATP-Lumineszenz
bestimmt und in den folgenden Berechnungen verwendet (siehe Absatz 30).

BEOBACHTUNGEN

Klinische Beobachtungen

28.

Jede Maus sollte mindestens einmal tdglich sorgfiltig auf klinische Zeichen, d. h.
lokale Reizung an der Applikationsstelle, oder auf systemische Toxizitdt untersucht
werden. Alle Beobachtungen werden systematisch in Einzelprotokollen dokumentiert,
die fiir jedes Tier gefiihrt werden. Die Uberwachungspline sollten Kriterien
beinhalten, anhand derer Méuse mit systemischer Toxizitdt, iibermiBiger lokaler
Hautreizung oder Hautveritzung schnell zu Zwecken der schmerzlosen Td&tung
identifiziert werden konnen (36).

Korpergewicht

29.

In Abschnitt 25 wurde bereits ausgefiihrt, dass das Korpergewicht der einzelnen Tiere
zu Versuchsbeginn und zum Zeitpunkt der tierschutzgerechten Totung der Tiere laut
Versuchsplan festgestellt werden soll.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

30.

31.

32.

33.

Die Ergebnisse fiir jede Behandlungsgruppe werden als mittlerer Stimulationsindex
(SI) angegeben. Den SI erhdlt man durch Teilen der mittleren RLU pro Maus
innerhalb jeder Priifgruppe und der Positivkontrollgruppe durch die mittleren RLU pro
Maus fiir die Losungsmittel-/Vehikelkontrollgruppe. Der durchschnittliche SI betrégt
demnach fiir die mit Vehikel behandelten Kontrollen 1.

In dem Entscheidungsprozess gilt ein Ergebnis als positiv, wenn SI > 1,8 ist (10). Die
Stirke der Dosis-Wirkung, die statistische Signifikanz und die gleichbleibende
Qualitit der Losungsmittel-/Vehikel-Reaktion sowie der Reaktion der Positivkontrolle
konnen aber auch benutzt werden, um festzulegen, ob ein Grenzergebnis (d. h. SI-
Wert zwischen 1,8 und 2,5) als positiv bezeichnet werden soll (2) (3) (37).

Bei einer positiven Grenzwertreaktion mit einem SI zwischen 1,8 und 2,5 kdnnen
Benutzer zusétzliche Informationen beriicksichtigen, wie z. B. die Dosis-Wirkungs-
Beziehung, das Vorliegen einer systemischen Toxizitdt oder iibermdfigen
Hautreizung, sowie gegebenenfalls die statistische Signifikanz zusammen mit den SI-
Werten, um zu bestétigen, dass die Ergebnisse positiv sind (10). Zu beachten sind
ferner die verschiedenen Eigenschaften der Priifsubstanz, wobei es unter anderem zu
klaren gilt, ob ein struktureller Zusammenhang mit bekannten Hautsensibilisatoren
besteht, ob sie eine libermdBige lokale Hautreizung bei der Maus hervorruft und wie
die festgestellte Art der Reaktion beziiglich der Dosis ist. Diese und weitere Aspekte
werden an anderer Stelle ausfiihrlich erdrtert (4).

Werden die Daten fiir jede einzelne Maus erhoben, kann eine statistische Analyse zu
Vorhandensein und Grad des Dosis-Wirkungs-Verhéltnisses in den Daten
durchgefiihrt werden. Jede statistische Auswertung konnte eine Bewertung der Dosis-
Wirkungs-Beziehung sowie geeignete Testgruppen-Vergleiche beinhalten (z. B.
Gruppe mit  paarweiser  Dosierung  vs.  gleichzeitige = LOsungsmittel-
/Vehikelkontrollgruppen). Die statistischen Analysen konnten z. B. die lineare
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Regression, den Williams-Test zur Bewertung von Dosis-Wirkungs-Trends oder den
Dunnett-Test fiir paarweise Vergleiche beinhalten. Bei der Auswahl einer geeigneten
Methode fiir die statistische Analyse sollte sich der Priifer moglicher ungleicher
Varianzen und anderer damit zusammenhédngender Probleme stets bewusst sein, denn
diese erfordern unter Umstinden eine Datentransformation oder ein nicht-
parametrisches statistisches Verfahren. Auf jeden Fall muss der Priifer unter
Umstidnden SI-Berechnungen und statistische Analysen mit und ohne bestimmte
Datenpunkte (manchmal als ,,Ausreifler bezeichnet) vornehmen.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Daten

34.  Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Sie sollten die RLU-
Einzelwerte, die mittleren RLU-Gruppenwerte pro Tier, die damit verbundene
Fehlervariable (z. B. SD, SEM) und den mittleren SI fiir jede Dosisgruppe, verglichen
mit der gleichzeitigen Losungsmittel-/Vehikelkontrollgruppe angeben.

Priifbericht

35.  Der Testbericht sollte folgende Angaben enthalten:

Priif- und Kontrollsubstanzen:

- Angaben zur Identitdt (z. B. CAS-Nummer und EG-Nummer, falls vorhanden;
Bezugsquelle; Reinheit; bekannte Verunreinigungen; Chargennummer);

— physikalische Beschaffenheit und physikalisch-chemische Eigenschaften (z. B.
Fliichtigkeit, Stabilitét, Loslichkeit);

— bei Mischungen Zusammensetzung und relative Anteile der Bestandteile in
Prozent;
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Losungsmittel/Vehikel:

Versuchstiere:

Angaben zur Identitdt (Reinheit, Konzentration, gegebenenfalls verwendete
Mengen);
Begriindung fiir die Wahl des Vehikels;

Herkunft der CBA-Mduse;

mikrobiologischer Status der Tiere, soweit bekannt;
Anzahl und Alter der Tiere;

Herkunft der Tiere, Haltungsbedingungen, Futter usw.;

Priifbedingungen:

Herkunft, = Chargennummer und  Daten  des  Herstellers  zur
Qualititssicherung/Qualitédtskontrolle fiir das ATP-Kit;

Angaben zur Vorbereitung und Applikation der Priifsubstanz;

Begriindung der gewidhlten Dosierung (mit Ergebnissen des eventuell
durchgefiihrten Dosisfindungstests);

verwendete Konzentrationen des Vehikels und der Priifsubstanz sowie
Gesamtmenge der applizierten Priifsubstanz;

Angaben iiber Futter- und Wasserqualitdt (einschlieBlich Art/Herkunft des
Futters, Wasserquelle);

ndhere Angaben zum Behandlungs- und Stichprobenentnahmeplan;

Methoden zur Bestimmung der Toxizitit;

Kriterien zur Einstufung der Studien als positiv oder negativ;

Einzelheiten zu eventuellen Protokollabweichungen und eine Erkldrung dazu,
wie sich diese Abweichung auf Priifdesign und Ergebnisse auswirkt.

Uberpriifung der Zuverldssigkeit:

Ergebnisse:

Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der letzten Uberpriifung der
Zuverldssigkeit mit Angaben zu verwendeten Priifsubstanzen, Konzentration
und Vehikel;

gleichzeitige und/oder historische Positivkontrolle und gleichzeitige Daten der
Negativkontrolle (Losungsmittel/Vehikel) fiir das Priiflabor;

wenn keine gleichzeitige PK eingeschlossen war, Datum und Laborbericht
iiber die jiingste periodische PK sowie ein Bericht mit ausfiihrlichen Angaben
tiber die historischen positiven Kontrolldaten des Labors mit Angabe der
Griinde, warum keine gleichzeitige PK durchgefiihrt wurde;

Gewicht der einzelnen Tiere bei Beginn der Priifung und zum Zeitpunkt der
Totung laut Versuchsplan, sowie mittlere und zugehorige Fehlervariable (z. B.
SD, SEM) fiir jede Behandlungsgruppe;

Beginn und zeitlicher Verlauf der toxischen Erscheinungen fiir jedes Tier,
einschlieBlich gegebenenfalls Hautreizungen an der Stelle der Verabreichung;
Zeitpunkt der Totung und Zeitpunkt der ATP-Messungen fiir jedes Tier;
Tabelle der RLU-Werte fiir jede Maus und der SI-Werte fiir jede Dosisgruppe;
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mittlere verbundene Fehlervariable (z. B. SD, SEM) fiir RLU/Maus fiir jede
Behandlungsgruppe sowie die Ergebnisse der Ausreiler-Analyse fiir jede
Behandlungsgruppe;

berechneter SI und geeignete Messung der Variabilitit, welche die Variabilitat
der Tiere sowohl in der Behandlungsgruppe als auch in der Kontrollgruppe
beriicksichtigt;

Dosis-Wirkungs-Beziehung;

gegebenenfalls statistische Analysen.

Diskussion der Ergebnisse:

Kurze Auswertung der Ergebnisse, der Dosis-Wirkungs-Beziehung und
gegebenenfalls statistische Analysen mit Schlussfolgerungen zur Frage, ob die
Priifsubstanz als Hautsensibilisator eingestuft werden soll.
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Anlage 1
BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Genauigkeit: Der Grad an Ubereinstimmung zwischen Testergebnissen und akzeptierten
Referenzwerten. Die Genauigkeit ist ein Mal} der Leistung der Priifmethode und ein Aspekt
der Relevanz. Der Begriff wird oft im Sinne von , Ubereinstimmung® verwendet und
bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse einer Priifmethode (38).

Vergleichssubstanz: Eine sensibilisierende oder nicht sensibilisierende Substanz, die als
Norm zu Vergleichszwecken fiir eine Priifsubstanz verwendet wird. Eine Vergleichssubstanz
sollte die folgenden Eigenschaften haben: (i) gleichbleibende und verlédssliche Quelle(n);
(i) strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit mit der Klasse der zu priifenden Stoffe;
(ii1) bekannte physikalisch-chemische Eigenschaften; (iv) unterstiitzende Daten zu bekannten
Effekten und (v) bekannte Wirksamkeit im Bereich der erwiinschten Reaktion.

Falsch negativ: Eine Substanz, die durch eine Priifmethode félschlich als negativ oder nicht
wirksam charakterisiert wird, obwohl sie in Wirklichkeit positiv bzw. wirksam ist.

Falsch positiv: Eine Substanz, die durch eine Priifmethode falschlich als positiv oder
wirksam charakterisiert wird, obwohl sie in Wirklichkeit negativ bzw. nicht wirksam ist.

Gefahr: Potenzial eines negativen Effekts fiir Gesundheit oder Umwelt. Die negative
Wirkung manifestiert sich nur, wenn es zu einem ausreichenden Expositionsniveau kommt.

Inter-Labor-Reproduzierbarkeit: Das Ausmal, in dem unterschiedliche qualifizierte
Laboratorien, die dasselbe Protokoll verwenden und dieselben Priifsubstanzen testen,
qualitativ und quantitativ vergleichbare Ergebnisse erzielen konnen. Die Inter-Labor-
Reproduzierbarkeit wird wéhrend der Privalidierungs- und Validierungsverfahren ermittelt
und zeigt das Maf} an, in dem ein Test erfolgreich zwischen Laboratorien iibertragen werden
kann. Im englischen Sprachgebrauch spricht man in diesem Zusammenhang auch von
»Between-laboratory reproducibility* (38).

Intra-Labor-Reproduzierbarkeit: Das Ausmal}, in dem qualifizierte Personen innerhalb
desselben Labors, die dasselbe spezifische Protokoll zu unterschiedlichen Zeiten verwenden,
erfolgreich dieselben Ergebnisse replizieren konnen. In diesem Zusammenhang spricht man
auch von Laborinterner Reproduzierbarkeit (38).

Ausreifier: Ein Ausreifler ist ein Messwert, der sich betrdchtlich von anderen Werten in
einem zufdllig ausgewidhlten Muster in einer Population unterscheidet.

Qualititssicherung: Ein Managementprozess, mittels dessen die Einhaltung von
Laborpriifnormen, Anforderungen und Aufzeichnungsverfahren, sowie die Genauigkeit
des Datentransfers durch Individuen bewertet wird, die von den testenden Personen
unabhingig sind.

Zuverlissigkeit: Mal3 der Verlésslichkeit der Reproduzierbarkeit der Priifmethode innerhalb
von und zwischen Laboratorien in einem bestimmten Zeitintervall bei einheitlichem Protokoll.
Sie wird durch Berechnung der Intra- und Interlabor-Reproduzierbarkeit bewertet (38).
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Hautsensibilisierung: Ein immunologischer Prozess, der auftritt, wenn ein empfindliches
Individuum topisch einem induzierenden chemischen Allergen ausgesetzt ist, das eine kutane
Immunreaktion ausldst, die zur Entwicklung einer Kontaktsensibilisierung fithren kann.

Stimulationsindex (SI): Ein Wert, der zur Bewertung des Hautsensibilisierungspotenzials
einer Priifsubstanz berechnet wird. Der SI ist das Verhéltnis der Proliferation in behandelten
Gruppen zu dem der gleichzeitigen Vehikelkontrollgruppe.

Priifsubstanz (auch Priifchemikalie): Jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser
Priifmethode getestet wird.
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B.51 Hautsensibilisierung: Lokaler Lymphknotentest: BrdU-ELISA

EINLEITUNG

1.

Die OECD-Leitlinien fiir die Priifung von Chemikalien und die EU-Priifmethoden
werden regelmiBig {iberarbeitet, um dem wissenschaftlichen Fortschritt, sich
dndernden Rechtsvorgaben und Belangen des Tierschutzes gerecht zu werden. Die
urspriingliche Priifmethode (B.42) zur Bestimmung der Hautsensibilisierung bei der
Maus, der Lokale Lymphknotentest (Local Lymph Node Assay bzw. LLNA; OECD-
Priifrichtlinie 429) wurde inzwischen liberarbeitet (1, und Kapitel B.42 in diesem
Anhang). Verschiedene Verdffentlichungen (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) gehen
genauer auf die Validierung des LLNA und auf die mit ihm verbundenen
wissenschaftlichen Arbeiten ein. Bei dem LLNA wird zur Messung der
Lymphozytenproliferation radioisotopisches Thymidin oder Jod verwendet. Der Test
hat daher Beschrinkungen, wenn der Erwerb, die Verwendung oder die Entsorgung
radioaktiver Materialien mit Problemen verbunden sind. Die Priifmethode LLNA:
BrdU-ELISA  [Enzymgebundener Immunoassay] ist eine nicht-radioaktive
Modifikation der LLNA-Priifmethode, bei der nicht radioaktiv gekennzeichnetes
5-Bromo-2-deoxyuridin (BrdU) (Chemical Abstracts Service [CAS-] Nr. 59-14-3) in
einem ELISA-basierten Testsystem zur Messung der Lymphozytenproliferation zum
Einsatz kommt. Die Priifmethode LLNA: BrdU-ELISA wurde durch ein
internationales wissenschaftliches Gremium fiir Sachverstindigengutachten (peer
review) validiert, gepriift und zur Identifizierung hautreizender und nicht reizender
Chemikalien mit einigen Beschriankungen als geeignet befunden (10) (11) (12). Diese
Priifmethode wurde zur Bewertung des Hautsensibilisierungspotenzials von
Chemikalien (Stoffen und Gemischen) bei Tieren entwickelt. Kapitel B.6 dieses
Anhangs und OECD-Priifrichtlinie 406 stiitzen sich auf Meerschweinchen-Tests,
insbesondere den Meerschweinchen-Maximierungstest und den Biihler-Test (13). Der
LLNA (Kapitel B.42 dieses Anhangs; OECD-Priifrichtlinie 429) und die beiden nicht-
radioaktiven Modifikationen, LLNA: BrdU-ELISA (Kapitel B.51 dieses Anhangs;
OECD-Priifrichtlinie 442 B) und LLNA: DA (Kapitel B.50 dieses Anhangs; OECD-
Priifrichtlinie 442 A) haben insofern Vorteile gegeniiber den Meerschweinchen-Tests
in B.6 und OECD-Priifrichtlinie 406 (13), als sie einen verringerten und gezielteren
Einsatz von Versuchstieren ermoglichen.

Ahnlich wie der LLNA untersucht der LLNA: BrdU-ELISA die Induktionsphase der
Hautsensibilisierung, und der Test liefert quantitative Daten fiir die Bewertung von
Dosis-Wirkungs-Beziehungen. Durch den  moglichen  Nachweis von
hautsensibilisierenden Stoffen ohne die Verwendung radioaktiver Markierungen fiir
die DNA konnen die berufliche Exposition gegeniiber Radioaktivitit und
Entsorgungsprobleme vermieden werden. Dies wiederum ermdglicht eine verstarkte
Verwendung von Médusen zur Bestimmung hautsensibilisierender Stoffe und somit
eine geringere Verwendung von Meerschweinchen zur Bewertung des
hautsensibilisierenden Potenzials (B.6; OECD-Priifrichtlinie 406) (13).
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BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

3.

Die verwendeten Begriffsbestimmungen sind in Anlage 1 aufgefiihrt.

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

4,

Die Priifmethode LLNA: BrdU-ELISA ist eine modifizierte LLNA-Methode zum
Nachweis von Chemikalien mit potenziell hautsensibilisierenden Eigenschaften, mit
bestimmten Beschrinkungen. Dies bedeutet nicht notwendigerweise, dass der LLNA:
BrdU-ELISA zwingend in jedem Fall anstelle des LLNA oder der Meerschweinchen-
Tests (B.6; OECD-Priifrichtlinie 406) (13) eingesetzt werden muss. Vielmehr erweist
sich der Test als gleichermaf3en wertvoll und kann als Alternative gewdhlt werden, bei
der im Allgemeinen keine weitere Bestitigung von positiven wie auch negativen
Ergebnissen erforderlich ist (10) (11). Das Priiflabor sollte vor der Durchfiihrung der
Studie alle verfiigbaren Informationen {iber die Priifsubstanz auswerten und
beriicksichtigen. Zu diesen Informationen zdhlen die Identitdt und die chemische
Struktur der Priifsubstanz, ihre physikalisch-chemischen Eigenschaften, die
Ergebnisse aller sonstigen in vitro- oder in vivo-Toxizititspriifungen der Priifsubstanz
sowie toxikologische Daten zu strukturell verwandten Chemikalien. Dies gilt es zu
beriicksichtigen, um die FEignung des LLNA: BrdU-ELISA fiir die jeweilige
Priifsubstanz festzustellen (bestimmte chemische Stoffe sind mit dem LLNA: BrdU-
ELISA nicht kompatibel [siehe Absatz 5]) und die Festlegung der Dosis zu erleichtern.

Die Priifmethode LLNA: BrdU-ELISA ist eine in vivo-Methode. Das bedeutet, dass
die kontaktsensibilisierenden Eigenschaften weiterhin an Tieren bewertet werden. Der
Test erlaubt es jedoch, im Vergleich zu den Meerschweinchen-Tests (B.6; OECD-
Priifrichtlinie 406) die Anzahl der fiir diesen Zweck benétigten Tiere zu reduzieren
(13). Ferner stellt der LLNA: BrdU-ELISA eine substanzielle Verfeinerung in der
Behandlung von Versuchstieren bei Tests auf allergische Kontaktsensibilisierung dar,
da anders als B.6 und OECD-Priifrichtlinie 406 der LLNA: BrdU-ELISA keine
Auslésung von provozierten Uberempfindlichkeitsreaktionen der Haut erfordert.
AuBlerdem erfordert der LLNA: BrdU-ELISA, anders als der Meerschweinchen-
Maximierungstest, keinen Einsatz von Adjuvanzien (Kapitel B.6 dieses Anhangs, 13).
Damit verringert der LLNA: BrdU-ELISA das Leiden der Tiere. Trotz der Vorteile
des LLNA: BrdU-ELISA gegeniiber B.6 und OECD-Priifrichtlinie 406 (13) ist er mit
gewissen Einschrinkungen behaftet, die die Anwendung von B.6 oder von OECD-
Priifrichtlinie 406 erforderlich machen kénnen (z. B. die Priifung bestimmter Metalle,
falsch positive Ergebnisse bei bestimmten hautreizenden Stoffen [wie etwa bei
tensiddhnlichen Chemikalien] (6) (1 und Kapitel B.42 in diesem Anhang), oder die
Loslichkeit der Priifsubstanz). Zudem konnen chemische Klassen oder Substanzen mit
Funktionsgruppen, die erwiesenermallen als potenzielle Verwechslungsfaktoren
wirken konnen (15), den Einsatz von Meerschweinchen-Tests erforderlich machen
(B.6; OECD-Priifrichtlinie 406 (13)). Beschridnkungen, die fiir den LLNA festgestellt
wurden (1 und Kapitel B.42 dieses Anhangs), empfehlen sich auch fiir den
LLNA: BrdU-ELISA (10). Abgesehen von diesen bekannten Beschrinkungen diirfte
der LLNA: BrdU-ELISA fiir die Priifung aller Chemikalien geeignet sein, sofern mit
diesen Chemikalien keine Eigenschaften verbunden sind, die die Genauigkeit des
LLNA: BrdU-ELISA beeintrachtigen konnten. AuBerdem sollte die Moglichkeit
positiver Grenzergebnisse in Betracht gezogen werden, wenn fiir den
Stimulationsindex (SI) Werte zwischen 1,6 und 1,9 ermittelt werden (siche Absitze
31-32). Dies beruht auf der Validierungs-Datenbasis von 43 Substanzen mit einem
SI>1,6 (siche Absatz 6), bei denen der LLNA: BrdU-ELISA alle 32 LLNA-
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Sensibilisatoren richtig identifizierte, jedoch zwei von 11 LLNA-Nichtsensibilisatoren
mit SI-Werten zwischen 1,6 und 1,9 (d. h. positive Grenzwerte) nicht korrekt
identifizierte (10). Da allerdings derselbe Datensatz fiir die Einstellung der SI-Werte
und die Berechnung der préadiktiven Eigenschaften des Tests verwendet wurde,
kénnten die festgestellten Ergebnisse auch eine Uberbewertung der tatsichlichen
pradiktiven Eigenschaften sein.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

6.

Der LLNA: BrdU-ELISA beruht auf dem Prinzip, dass sensibilisierende Stoffe eine
Lymphozytenproliferation in den drainierenden Lymphknoten an der Stelle der
Applikation des chemischen Stoffes induzieren. Diese Proliferation verlduft proportional
zur Dosis und zur Wirksamkeit des applizierten Allergens und bietet sich als einfache
Moglichkeit an, eine quantitative Messung der Sensibilisierung zu erhalten. Die
Proliferation wird gemessen, indem man die mittlere Proliferation jeder Priifgruppe mit
der mittleren Proliferation der mit Vehikel behandelten Kontrollgruppe vergleicht. Das
Verhéltnis der mittleren Proliferation in jeder Behandlungsgruppe zu dem in der
gleichzeitigen Vehikelkontrollgruppe, auch als SI bezeichnet, wird festgelegt und sollte
> 1,6 betragen, che eine weitere Bewertung einer Priifsubstanz als potenzieller
Hautsensibilisator erfolgt. Die hier beschriebenen Methoden beruhen auf der Messung
des BrdU-Gehalts zur Anzeige einer erhShten Anzahl proliferierender Zellen in den
drainierenden aurikuldren Lymphknoten. BrdU ist eine Nachbildung von Thymidin und
wird dhnlich in die DNA proliferierender Zellen integriert. Die Integration von BrdU
wird durch ELISA mittels eines fiir BrdU spezifischen Antikorpers gemessen, der auch
mit Peroxidase markiert wird. Bei Hinzufligung des Substrats reagiert die Peroxidase
mit diesem und es entsteht ein gefarbtes Produkt, das mittels eines Mikrotiterplatten-
Lesegerits auf ein bestimmtes Absorptionsmal} quantifiziert wird.

BESCHREIBUNG DER PRUFMETHODE

Auswahl von Versuchstierarten

7.

Fiir diesen Test ist die Maus die Spezies der Wahl. Validierungsstudien fiir den
LLNA: BrdU-ELISA wurden ausschlieBlich mit dem CBA/JN-Stamm durchgefiihrt,
der daher als bevorzugter Stamm gilt (10) (12). Es werden junge erwachsene
weibliche Méuse verwendet, die weder geworfen haben noch trichtig sind. Bei
Versuchsbeginn sollten die Tiere 8-12 Wochen alt sein, die Gewichtsunterschiede
minimal sein und 20 % des mittleren Gewichts nicht {libersteigen. Alternativ konnen
Tests an anderen Stimmen und ménnlichen Tieren erfolgen, wenn anhand von
hinlanglich grofen Datenangaben nachgewiesen werden kann, dass keine
signifikanten stamm- und/oder geschlechtsspezifischen Unterschiede in der Reaktion
auf den LLNA: BrdU-ELISA bestehen.

Haltungs- und Fiitterungsbedingungen

8.

Mause sollten in Gruppen gehalten werden (16), wenn nicht relevante wissenschaftliche
Argumente eine Einzelhaltung nahelegen. Die Temperatur im Versuchsraum sollte 22 +
3 °C betragen. Obwohl die relative Luftfeuchtigkeit mindestens 30 % betragen und zu
anderen Zeiten als wihrend der Reinigung vorzugsweise nicht liber 70 % liegen soll, ist
ein Wert von 50-60 % anzustreben. Die Beleuchtung sollte kiinstlich sein und die Hell-
und Dunkelphasen sollten sich im Abstand von 12 Stunden abwechseln. An die
Versuchstiere kann herkommliches Laborfutter verfiittert werden, wobel eine
unbegrenzte Trinkwasserversorgung zu gewahrleisten ist.
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Vorbereitung der Tiere

9.

Die Tiere werden nach Zufallskriterien ausgewéhlt, zur individuellen Identifizierung
markiert (aber nicht am Ohr) und vor Beginn der Dosierung fiir einen Zeitraum von
mindestens 5 Tagen in ihren Kifigen an die Laborbedingungen gewo6hnt. Vor
Behandlungsbeginn werden alle Tiere auf sichtbare Hautverletzungen untersucht.

Vorbereitung der Dosierlosungen

10.

Feste Chemikalien sollten vor der Applikation in ein Maéuseohr in
Losungsmitteln/Vehikeln geldst oder suspendiert und ggf. verdiinnt werden. Fliissige
Chemikalien konnen direkt appliziert oder zuvor verdiinnt werden. Unldsliche
Chemikalien, wie sie in der Regel in Medizinprodukten vorliegen, sollten vor der
Applikation in ein Méuseohr in einem geeigneten Losungsmittel einer iberméfBigen
Extraktion unterzogen werden, um alle extrahierbaren Inhaltsstoffe vor der Priifung
sichtbar zu machen. Die Priifsubstanzen sollten tdglich zubereitet werden, es sei denn,
die Stabilitét der Substanz bei Lagerung wird nachgewiesen.

Uberpriifung der Zuverlissigkeit:

11.

12.

Anhand von positiven Kontrollchemikalien wird die ordnungsgemifBle Leistung des
Tests nachgewiesen. Hierzu ist eine angemessene und reproduzierbare
Empfindlichkeit der Reaktion auf eine sensibilisierende Priifsubstanz erforderlich,
wobei das Reaktionsausmall genau zu charakterisieren ist. Es wird die Einbeziehung
einer gleichzeitigen Positivkontrolle empfohlen, da diese die Féhigkeit des Labors
belegt, jeden Test erfolgreich durchzufihren und eine Bewertung der
Wiederholbarkeit und Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Labors ermdoglicht.
Einige Regulierungsbehdrden schreiben auch eine Positivkontrolle fiir jede Studie vor.
Daher wird Benutzern empfohlen, vor Durchfiihrung des LLNA: BrdU-ELISA die
zustindigen Behdrden zu Rate zu ziehen. Dementsprechend wird die routinemifBige
Verwendung einer gleichzeitigen Positivkontrolle angeregt, um die Notwendigkeit
zusitzlicher Tierversuche zur Erfiillung von Anforderungen zu vermeiden, die aus der
Verwendung einer nur periodischen Positivkontrolle resultieren konnten (sieche Absatz
12). Die Positivkontrolle sollte eine positive Reaktion auf den LLNA: BrdU-ELISA
bei einem Expositionsniveau hervorrufen, das einen Anstieg des Stimulationsindex
(I=1,6 im Vergleich zur Negativkontrollgruppe) bewirkt. Die positive Kontrolldosis
soll so gewdhlt werden, dass sie keine iibermdfige Hautreizung oder systemische
Toxizitét verursacht und die Induktion reproduzierbar, aber nicht exzessiv ist (z. B. ein
SI > 14 wiirde als exzessiv gelten). Bevorzugte positive Kontrollstoffe sind 25 %
Hexylcinnaminaldehyd (CAS-Nr. 101-86-0) und 25 % Eugenol (CAS-Nr. 97-53-0) in
Aceton: Olivendl (4:1, v/v). Unter bestimmten Umstinden kénnen in ausreichend
begriindeten Féllen andere Kontrollsubstanzen eingesetzt werden, die den genannten
Kriterien entsprechen.

Obwohl die Einbeziehung einer gleichzeitigen Positivkontrollgruppe empfohlen wird,
konnen in gewissen Situationen periodische Priifungen (d. 4. in Abstinden < 6
Monaten) der Positivkontrolle fiir Laboratorien ausreichen, die denen der LLNA:
BrdU-ELISA regelmédBig (d. A. mindestens einmal pro Monat) durchgefiihrt wird und
die {iber eine etablierte historische Kontrolldatenbasis verfiigen, die die Fahigkeit des
Labors bestitigt, reproduzierbare und genaue Ergebnisse mit Positivkontrollen zu
erzielen. Eine angemessene Beherrschung des LLNA: BrdU-ELISA kann erfolgreich
nachgewiesen werden, indem durchgehend positive Ergebnisse mit der
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Positivkontrolle in mindestens 10 unabhédngigen Priifungen erzielt werden, die
innerhalb eines angemessenen Zeitraums (d. h. in weniger als einem Jahr)
durchgefiihrt wurden.

13.  Eine gleichzeitige Positivkontrollgruppe sollte immer einbezogen werden, wenn
Verfahrensdnderungen im LLNA: BrdU-ELISA auftreten (z. B. Wechsel des
geschulten Personals, Anderung der Priifmethoden, -materialien und/oder Reagenzien,
Anderung der Priifgerite, Anderung der Herkunft der Versuchstiere). Solche
Anderungen sollten in Laborberichten dokumentiert werden. Ferner ist der Einfluss
dieser Anderungen auf die Aussagefihigkeit der zuvor eingerichteten historischen
Datenbank zu bedenken. Dabei sollte die Notwendigkeit {iberdacht werden, eine neue
historische Datenbank einzurichten, um die gleichbleibende Qualitit der positiven
Kontrollergebnisse zu dokumentieren.

14.  Die Priifer sollten sich der Tatsache bewusst sein, dass die Entscheidung, eine PK-
Studie periodisch statt gleichzeitig durchzufiihren, Auswirkungen auf die
Aussagefahigkeit und Akzeptanz negativer Studienergebnisse haben kann, die ohne
gleichzeitige Positivkontrolle im Zeitraum zwischen den einzelnen periodischen PK-
Studien auftreten konnen. Wenn zum Beispiel ein falsch negatives Ergebnis in der
periodischen PK-Studie auftritt, konnen negative Ergebnisse fiir die Priifsubstanz, die
in dem Zeitraum zwischen der letzten akzeptablen periodischen PK-Studie und der
inakzeptablen periodischen PK-Studie aufgetreten waren, in Frage gestellt werden.
Die Auswirkungen solcher Ergebnisse sollten sorgfiltig bedacht werden, wenn
entschieden wird, ob gleichzeitige oder nur periodische PKs durchgefiihrt werden
sollen. Auch ist die Verwendung einer geringeren Anzahl an Versuchstieren bei der
gleichzeitigen Positivkontrollgruppe zu bedenken, wenn dies wissenschaftlich zu
begriinden ist und wenn das Labor auf der Grundlage laborspezifischer historischer
Daten demonstriert, dass eine geringere Anzahl an Mausen ausreicht (17).

15. Obwohl die Positivkontrolle in dem Vehikel gepriift werden sollte, von dem bekannt
ist, dass es eine gleichbleibende Reaktion hervorruft (z. B. Aceton: Olivendl; 4:1, v/v),
konnen in bestimmten Rechtssituationen auch Priifungen in einem Nichtstandard-
Vehikel (klinisch/chemisch relevante Formulierung) erforderlich sein (18). Wenn die
gleichzeitige Positivkontrolle in einem anderen Vehikel als der Priifsubstanz getestet
wird, sollte eine gesonderte Vehikelkontrolle fiir die PK einbezogen werden.

16. In Fallen, in denen Priifsubstanzen einer bestimmten chemischen Klasse oder eine Reihe
von Reaktionen bewertet werden, konnen Vergleichssubstanzen niitzlich sein, um
nachzuweisen, dass die Priifmethode zur Feststellung des
Hautsensibilisierungspotenzials dieser Art von Substanzen ordnungsgeméal funktioniert.
Geeignete Vergleichssubstanzen sollten die folgenden Eigenschaften haben:

» strukturelle und funktionale Ahnlichkeit mit der Klasse der getesteten Priifsubstanz;
= bekannte physikalische/chemische Eigenschaften;
= zugrunde liegende Daten aus dem BrdU-ELISA;

= zugrunde liegende Daten aus anderen Tiermodellen und/oder von Menschen.

TESTVERFAHREN

Anzahl der Versuchstiere und Dosierungen
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17.

18.

19.

20.

Mindestens vier Tiere pro Dosisgruppe mit jeweils mindestens drei Konzentrationen
der Priifsubstanz werden bendtigt; zusétzlich braucht man eine Negativkontrollgruppe,
die nur mit dem Vehikel fir die Priifsubstanz behandelt wird, sowie eine
Positivkontrolle (gleichzeitig oder jlingeren Datums, auf der Grundlage der
Laborvorschriften in den relevanten Abschnitten 11-15). Tests mit Mehrfachdosen der
PK sollten in Erwdgung gezogen werden, insbesondere wenn die Positivkontrolle
intermittierend getestet wird. Bis auf die Verabreichung der Priifsubstanz sind die Tiere
der Kontrollgruppen ebenso zu behandeln wie die Tiere der Behandlungsgruppen.

Die Auswahl von Dosierung und Vehikel sollte auf den Empfehlungen in den
Referenzen 2 und 19 beruhen. Fiir aufeinanderfolgende Dosierungen werden
normalerweise geeignete abgestufte Konzentrationen gewahlt, wie z. B. 100 %, 50%,
25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 % usw. Die Auswahl der Konzentrationsfolge sollte
angemessen wissenschaftlich begriindet werden. Alle vorhandenen toxikologischen
Angaben (z. B. liber die akute Toxizitit und Hautreizung) sowie strukturelle und
physiochemische =~ Angaben zu der jeweiligen Priifsubstanz  (und/oder
strukturverwandten Substanzen) sollten bei der Festlegung von drei aufeinander
folgenden  Konzentrationen  berlicksichtigt werden, so dass bei der
Hochstkonzentration einerseits die Exposition maximiert und andererseits eine
systemische Toxizitdt und/oder eine libermifBige lokale Hautreizung ausgeschlossen
werden (19) (20 und Kapitel B.4 dieses Anhangs). Mangels solcher Informationen
kann ein anfanglicher Dosisfindungstest erforderlich sein (siche Absdtze 21-24).

Das Vehikel sollte das Testergebnis nicht beeinflussen oder beeintrachtigen und sollte
so gewihlt werden, dass die Loslichkeit zur Erzielung einer mdglichst hohen
Konzentration maximiert und gleichzeitig eine fiir das Applizieren der Priifsubstanz
geeignete Losung/Suspension hergestellt werden kann. Empfohlene Vehikel sind
Aceton: Olivendl (4:1, v/v), N,N-Dimethylformamid, Methylethylketon, Propylenglykol
und Dimethylsulphoxid (6), wobei mit hinreichender wissenschaftlicher Begriindung
auch andere Vehikel verwendet werden kdnnen. Unter bestimmten Umstinden muss ein
klinisch relevantes Losungsmittel oder die handelsiibliche Zubereitung, in der die
Priifsubstanz vermarktet wird, als zusitzliche Kontrolle genutzt werden. Besondere
Sorgfalt sollte darauf verwendet werden, zu gewihrleisten, dass in das Vehikelsystem
durch die Verwendung geeigneter Losungsvermittler (z. B. 1% Pluronic® L92)
hydrophile Stoffe eingearbeitet werden, die die Haut befeuchten und nicht sofort
ablaufen. Folglich sind vollstandig wassrige Vehikel zu vermeiden.

Die Arbeit an Lymphknoten einzelner Méiuse ermoglicht die Bewertung der
Variabilitit von Tieren sowie einen statistischen Vergleich zwischen der Priifsubstanz
und Messungen an der Vehikelkontrollgruppe (siehe Absatz 33). Die Moglichkeit, die
Anzahl der Miuse in der Positivkontrollgruppe zu verringern, ist nur realistisch, wenn
Einzeltierdaten = erhoben = werden  (17).  AuBlerdem  verlangen  einige
Regulierungsbehorden die Erhebung von Daten einzelner Tiere. Die regelmiBige
Erhebung von Einzeltierdaten stellt im Hinblick auf den Tierschutz einen Vorteil dar,
indem Doppeltests vermieden werden. Diese wéren notwendig, wenn die urspriinglich
gemeinsam gesammelten Ergebnisse fiir die Priifsubstanz (z. B. iiber gepoolte Daten)
spiater von Regulierungsbehérden mit anderen Vorschriften (z. B. Einzeltierdaten)
gepriift wiirden.

Dosisfindungstest

21.

Wenn iiber die hochst mogliche Dosierung keine Informationen vorliegen (siehe
Absatz 18), sollte ein Dosisfindungstest durchgefiihrt werden, um die geeignete
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22.

Dosierung fiir den LLNA: BrdU-ELISA festzulegen. Der Dosisfindungstest soll eine
Orientierung bei der Auswahl der hochst moglichen Dosisstufe fiir die
Hauptuntersuchung des LLNA: BrdU-ELISA geben, wenn keine Informationen
dariiber vorliegen, welche Konzentration systemische Toxizitdt (siche Absatz 24)
und/oder iibermifBige lokale Hautreizung (siche Absatz 23) verursacht. Die hochste
gepriifte Dosisstufe sollte eine Konzentration von 100 % der Priifsubstanz bei
Fliissigkeiten bzw. die hochst mogliche Konzentration bei Feststoffen oder
Suspensionen sein.

Der Dosisfindungstest wird unter Bedingungen durchgefiihrt, die denen der
Hauptstudie des LLNA: BrdU-ELISA genau entsprechen. Allerdings gibt es hier keine
Bewertung der Lymphknotenproliferation und es konnen nicht so viele Tiere pro
Dosisgruppe eingesetzt werden. Es werden ein oder zwei Tiere pro Dosisgruppe
empfohlen. Alle Mause werden tdglich auf klinische Zeichen fiir systemische Toxizitét
oder lokale Reizungen an der Applikationsstelle untersucht. Das Korpergewicht wird
vor dem Test und vor dem Abschluss (Tag 6) protokolliert. Beide Ohren jeder Maus
werden auf Anzeichen fiir Erytheme untersucht und mit Hilfe von Tabelle 1 (20 und
Kapitel B.4 dieses Anhangs) bewertet. Die Ohrdicke wird mit Hilfe eines
Ohrdickenmessgerits (z. B. digitaler Mikrometer oder Peacock Dickenmessuhr) an
Tag 1 (Vordosis), Tag 3 (ca. 48 Stunden nach der ersten Dosis) und Tag 6 bestimmt.
Zusétzlich kann an Tag 6 die Ohrdicke durch die Gewichtsbestimmung von
Ohrstanzproben ermittelt werden. Dies sollte nach der tierschutzgerechten Totung der
Tiere erfolgen. Eine iiberméBige lokale Hautreizung wird durch eine Erythem-
Punktzahl von > 3 und/oder eine Zunahme der Ohrdicke > 25 % an jedem beliebigen
Messtag angezeigt (21) (22). Als hochste Dosis fiir die Hauptuntersuchung des
LLNA: BrdU-ELISA wird die nichst niedrigere Dosis in der Konzentrationsreihe des
Dosisfindungstests gewéhlt (siche Absatz 18), die keine systemische Toxizitdt
und/oder tiberméBige lokale Hautreizung verursacht.

Tabelle 1: Erythem-Klassifizierung

Beobachtung Punktzahl
Kein Erythem 0
Sehr leichtes Erythem (kaum wahrnehmbar) 1
Klar abgegrenztes Erythem 2
MaiBiges bis ausgeprégtes Erythem 3
Schweres Erythem (dunkelrot) bis hin zur Schorfbildung, so dass eine 4
Bewertung nicht moglich ist

23.

24.

Zusitzlich zu einer Zunahme der Ohrdicke um 25 % (21) (22) wurde ein statistisch
signifikanter Anstieg der Ohrdicke bei den behandelten Méusen im Vergleich zu den
Kontrollméusen zugrundelegt, um Reizstoffe in dem LLNA zu identifizieren (22) (23)
(24) (25) (26) (27) (28). Obwohl ein statistisch signifikanter Anstieg auch bei einer
Ohrdicke von weniger als 25 % auftreten kann, konnte kein spezifischer Zusammenhang
mit einer ibermiBigen Hautreizung festgestellt werden (25) (26) (27) (28) (29).

Die folgenden klinischen Beobachtungen konnen, sofern sie Bestandteil einer

Gesamtbewertung sind, auf systemische Toxizitit hinweisen (30) und somit die hochst
mogliche Dosisstufe fiir die Hauptuntersuchung des LLNA: BrdU-ELISA anzeigen:
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Anderungen der Funktionen des Nervensystems (z. B. Piloerektion, Ataxie, Tremor
und Krimpfe); Verhaltensinderungen (z. B. Aggressivitit, Anderungen bei der
Fellpflege, auffallende Anderung des Aktivititsniveaus); Anderungen des
Atemmusters (d. &. Anderung der Hiufigkeit und Intensitit des Atmens wie Dyspnoe,
Keuchen, rasselnder Atem) sowie Anderungen der Futter- und Wasseraufnahme.
Zusitzlich sollten Anzeichen von Lethargie und/oder Teilnahmslosigkeit sowie alle
klinischen Anzeichen fiir mehr als leichte oder momentane Schmerzen und Qual, eine
Gewichtsreduktion von > 5 % zwischen Tag 1 und Tag 6 und die Sterblichkeit in der
Bewertung beriicksichtigt werden. Moribunde Tiere oder Tiere, die Anzeichen starker
und andauernder Qualen zeigen, sollten tierschutzgerecht gettet werden (31).

Versuchsplan der Hauptuntersuchung

25.  Der Versuchsplan des Tests ist wie folgt:

° Tag 1:

Jedes Tier wird einzeln gekennzeichnet und das Gewicht sowie jede klinische
Beobachtung protokolliert. Es werden 25 pL der Priifsubstanz in der
jeweiligen Verdiinnung, des Vehikels allein oder der Positivkontrolle
(gleichzeitig oder jlingeren Datums) gemidB den Laborvorschriften in den
relevanten Abschnitten 11-15) auf die Riickseite jedes Ohrs appliziert.

o Tage 2 und 3:
Die am Tag 1 durchgefiihrte Applikationsprozedur wird wiederholt.

. Tag 4:
Keine Behandlung.

° Tag 5:

Es werden 0,5 mL (5 mg/Maus) BrdU-Losung (10 mg/mL) in die Bauchhdhle
gespritzt.

° Tag 6:

Das Gewicht jedes Tiers sowie jede klinische Beobachtung werden
protokolliert. Ca. 24 Stunden (24 h) nach der BrdU-Injektion werden die Tiere
tierschutzgerecht getotet. Die drainierenden aurikuldren Lymphknoten jedes
Mauseohrs werden entfernt und separat (fiir jedes Tier einzeln) in
phosphatgepufferte Kochsalzlosung (PBS) gegeben. Einzelheiten und
Diagramme der Lymphknotenidentifikation und -entfernung sind unter
Referenz (17) aufgefiihrt. Zur weiteren Kontrolle der lokalen Hautreaktion in
der Hauptuntersuchung konnen zusétzliche Parameter wie die Auswertung des
Ohr-Erythems oder Ohrdickemessungen (mittels eines Dickenmessgerits oder
durch die Gewichtsbestimmung von Ohrstanzproben bei der Nekropsie) in das
Untersuchungsprotokoll aufgenommen werden.

Vorbereitung der Zellsuspensionen
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26.

Fiir jede Maus wird aus den paarweise entnommenen Lymphzellenknoten (LNC)
durch vorsichtigen mechanischen Aufschluss in einem Edelstahlfilter mit einer
Maschenweite von 200 Mikron oder mittels einer anderen geeigneten Technik (z. B.
Verwendung eines wegwerfbaren Kunststoff-Stofels zum Zerkleinern der
Lymphknoten, die anschlieBend durch ein #70 Nylon-Gewebe passiert werden) eine
Einzelzellsuspension  hergestellt. =~ Das  Verfahren zur  Zubereitung  der
Lymphknotensuspension ist fiir diesen Test von entscheidender Bedeutung. Deshalb
sollte jeder Priifer diese Technik im Voraus gut beherrschen. Die Lymphknoten bei
Tieren der Negativkontrollgruppe sind klein; daher ist Vorsicht geboten, um
kiinstliche Effekte auf die SI-Werte zu vermeiden. In jedem Fall sollte das
Zielvolumen der LNC-Losung an ein vorgegebenes Optimalvolumen (ca. 15 mL)
angepasst werden. Das Optimalvolumen beruht auf der Erzielung eines mittleren
Absorptionsmalies der Negativkontrollgruppe zwischen 0,1 und 0,2.

Bestimmung der Zellproliferation (Messung des BrdU-Gehalts in der DNA der
Lymphozyten)

27.

Die Messung des BrdU erfolgt im ELISA mit einem im Handel erhéltlichen Mess-Kit
(z. B. Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland, Katalog-Nr. 11 647 229 001).
Darauf werden kurz 100 pL der Lymphknoten-Suspension in die Vertiefungen einer
flachgrundigen Mikroplatte in dreifacher Ausfertigung gegeben. Nach der Fixierung
und Denaturierung der Lymphknoten-Suspension werden in jede Vertiefung Anti-
BrdU-Antikorper gegeben und zur Reaktion gebracht. Die Anti-BrdU-Antikdrper
werden anschlieend durch Spiilen entfernt. Die Substratlosung wird hinzugefiigt und
kann Chromogen erzeugen. AnschlieBend wird das Absorptionsmall bei 370 nm mit
einer Referenzwellenlinge von 492 gemessen. In allen Féllen sollten die
Priifbedingungen des Tests optimiert werden (siche Absatz 26).

BEOBACHTUNGEN

Klinische Beobachtungen

28.

Jede Maus sollte mindestens einmal tdglich sorgfiltig auf klinische Zeichen, d. h.
lokale Reizung an der Applikationsstelle, oder auf systemische Toxizitdt untersucht
werden. Alle Beobachtungen werden systematisch in Einzelprotokollen dokumentiert,
die fiir jedes Tier gefiihrt werden. Die Uberwachungspline sollten Kriterien
beinhalten, anhand derer Mduse mit systemischer Toxizitédt, iibermdBiger lokaler
Hautreizung oder Hautveritzung schnell zu Zwecken der schmerzlosen Td&tung
identifiziert werden kdnnen (31).

Korpergewicht

29.

In Abschnitt 25 wurde bereits ausgefiihrt, dass das Korpergewicht der einzelnen Tiere
zu Versuchsbeginn und zum Zeitpunkt der tierschutzgerechten T6tung der Tiere laut
Versuchsplan festgestellt werden soll.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE
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30.

Die  Ergebnisse fiir jede Behandlungsgruppe werden als  mittlerer
Stimulationsindex (SI) angegeben. Den SI erhédlt man durch Teilen des mittleren
BrdU-Markierungsindex pro Maus innerhalb jeder Priifgruppe und der
Positivkontrollgruppe durch den mittleren BrdU-Markierungsindex pro Maus fiir die
Losungsmittel/Vehikelkontrollgruppe. Der durchschnittliche SI betrdgt demnach fiir
die mit Vehikel behandelten Kontrollen 1.

Der BrdU-Markierungsindex ist definiert als:

BrdU-Markierungsindex = (ABSem— ABS blank.,) — (ABS;er— ABS blank,f)

Dabei gilt: em = Emissionswellenldange und ref = Referenzwellenldnge.

31.

32.

33.

In dem Entscheidungsprozess gilt ein Ergebnis als positiv, wenn SI > 1,6 ist (10). Die
Starke der Dosis-Wirkung, die statistische Signifikanz und die gleichbleibende
Qualitit der Losungsmittel-/Vehikel-Reaktion sowie der Reaktion der Positivkontrolle
konnen aber auch benutzt werden, um festzulegen, ob ein Grenzergebnis (d. 4. SI-
Wert zwischen 1,6 und 1,9) als positiv bezeichnet werden soll (3) (6) (32).

Bei einer positiven Grenzwertreaktion mit einem SI zwischen 1,6 und 1,9 konnen
Benutzer zusétzliche Informationen beriicksichtigen, wie z. B. die Dosis-Wirkungs-
Beziehung, das Vorliegen einer systemischen Toxizitdt oder {iiberméfBigen
Hautreizung, sowie gegebenenfalls die statistische Signifikanz zusammen mit den SI-
Werten, um zu bestétigen, dass die Ergebnisse positiv sind (10). Zu beachten sind
ferner die verschiedenen Eigenschaften der Priifsubstanz, wobei es unter anderem zu
kldren gilt, ob ein struktureller Zusammenhang mit bekannten Hautsensibilisatoren
besteht, ob sie eine liberméBige lokale Hautreizung bei der Maus hervorruft und wie
die festgestellte Art der Dosis-Wirkungs-Beziehung ist. Diese und weitere Aspekte
werden an anderer Stelle ausfiihrlich erortert (4).

Werden die Daten fiir jede einzelne Maus erhoben, kann eine statistische Analyse zu
Vorhandensein und Grad des Dosis-Wirkungs-Verhéltnisses in den Daten
durchgefiihrt werden. Jede statistische Auswertung konnte eine Bewertung der Dosis-
Wirkungs-Beziehung sowie geeignete Testgruppen-Vergleiche beinhalten (z. B.
Gruppe mit  paarweiser  Dosierung  vs.  gleichzeitige = Ldsungsmittel-
/Vehikelkontrollgruppen). Die statistischen Analysen koénnten z. B. die lineare
Regression, den Williams-Test zur Bewertung von Dosis-Wirkungs-Trends oder den
Dunnett-Test fiir paarweise Vergleiche beinhalten. Bei der Auswahl einer geeigneten
Methode fiir die statistische Analyse sollte sich der Priifer moglicher ungleicher
Varianzen und anderer damit zusammenhingender Probleme stets bewusst sein, denn
diese erfordern unter Umstinden eine Datentransformation oder ein nicht-
parametrisches statistisches Verfahren. Auf jeden Fall muss der Priifer unter
Umstidnden SI-Berechnungen und statistische Analysen mit und ohne bestimmte
Datenpunkte (manchmal als ,,Ausreifler* bezeichnet) vornehmen.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG

Daten

34.

Die Daten sind in tabellarischer Form zusammenzufassen. Sie sollten die BrdU-Index-
Werte pro Tier, den mittleren BrdU-Markierungsindex pro Tier fiir jede Gruppe, die
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damit verbundene Fehlervariable (z. B. SD, SEM) und den mittleren SI fiir jede
Dosisgruppe, verglichen mit der gleichzeitigen Losungsmittel-/Vehikelkontrollgruppe
angeben.

Priifbericht

35.  Der Testbericht sollte folgende Angaben enthalten:

Priif- und Kontrollsubstanzen:

— Angaben zur Identitét (z. B. CAS-Nummer und EG-Nummer, falls vorhanden;
Bezugsquelle; Reinheit; bekannte Verunreinigungen; Chargennummer);

—  physikalische Beschaffenheit und physikalisch-chemische Eigenschaften
(z. B. Fliichtigkeit, Stabilitét, Loslichkeit);

— bei Mischungen Zusammensetzung und relative Anteile der Bestandteile in
Prozent;

Losungsmittel/Vehikel:

— Angaben zur Identitdt (Reinheit, Konzentration, gegebenenfalls verwendete
Mengen);
— Begriindung fiir die Wahl des Vehikels;

Versuchstiere:

- Herkunft der CBA-Mduse;

- mikrobiologischer Status der Tiere, soweit bekannt;
Anzahl und Alter der Tiere;

— Herkunft der Tiere, Haltungsbedingungen, Futter usw.;

Priifbedingungen:

— Herkunft, = Chargennummer und  Angaben des  Herstellers zu
Qualitdtssicherung/Qualitatskontrolle (Antikorperempfindlichkeit
und -spezifizitidt sowie Nachweisgrenze) flir das ELISA-Kit;

— Angaben zur Vorbereitung und Applikation der Priifsubstanz;

— Begriindung der gewidhlten Dosierung (mit Ergebnissen des eventuell
durchgefiihrten Dosisfindungstests);

— verwendete Konzentrationen des Vehikels und der Priifsubstanz sowie
Gesamtmenge der applizierten Priifsubstanz;

— Angaben iiber Futter- und Wasserqualitit (einschlieBlich Art/Herkunft des
Futters, Wasserquelle);

— ndhere Angaben zum Behandlungs- und Stichprobenentnahmeplan;

— Methoden zur Bestimmung der Toxizitit;

— Kriterien zur Einstufung der Studien als positiv oder negativ;

— Einzelheiten zu eventuellen Protokollabweichungen und eine Erkldrung dazu,
wie sich diese Abweichung auf Priifdesign und Ergebnisse auswirkt.

Uberpriifung der Zuverldssigkeit:
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— Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse der letzten Uberpriifung der
Zuverldssigkeit mit Angaben zu verwendeten Priifsubstanzen, Konzentration
und Vehikel;

— gleichzeitige und/oder historische Positivkontrolle und gleichzeitige Daten der
Negativkontrolle (Losungsmittel/Vehikel) fiir das Priiflabor;

— wenn keine gleichzeitige PK eingeschlossen war, Datum und Laborbericht
iiber die jlingste periodische PK sowie ein Bericht mit ausfiihrlichen Angaben
tiber die historischen positiven Kontrolldaten des Labors mit Angabe der
Griinde, warum keine gleichzeitige PK durchgefiihrt wurde;

Ergebnisse:

- Gewicht der einzelnen Tiere bei Beginn der Priifung und zum Zeitpunkt der
tierschutzgerechten Totung laut Versuchsplan, sowie mittlere und zugehdorige
Fehlervariable (z. B. SD, SEM) fiir jede Behandlungsgruppe;

— Beginn und zeitlicher Verlauf der toxischen Erscheinungen fiir jedes Tier,
einschlieBlich gegebenenfalls Hautreizungen an der Stelle der Verabreichung;

— Tabelle der BrdU-Markierungsindizes fiir jede Maus und der SI-Werte fiir jede
Dosis-Behandlungsgruppe;

— mittlere zugehorige Fehlervariable (z. B. SD, SEM) fiir den BrdU-
Markierungsindex/Maus fiir jede Behandlungsgruppe sowie die Ergebnisse der
Ausreifler-Analyse fiir jede Behandlungsgruppe;

— berechneter SI und geeignete Messung der Variabilitit, welche die Variabilitét
der Tiere sowohl in der Behandlungsgruppe als auch in der Kontrollgruppe
berticksichtigt;

— Dosis-Wirkungs-Beziehung;

— gegebenenfalls statistische Analysen.

Diskussion der Ergebnisse:

— Kurze Auswertung der Ergebnisse, der Dosis-Wirkungs-Beziehung und
gegebenenfalls statistische Analysen mit Schlussfolgerungen zur Frage, ob die
Priifsubstanz als Hautsensibilisator eingestuft werden soll.

LITERATUR

(M

2

3)

4

)

OECD (2010), Skin Sensitisation: Local Lymph Node Assay, Test Guideline No. 429,
Guidelines for the Testing of Chemicals, OECD, Paris. Abrufbar unter:
[http://www.oecd.org/env/testguidelines]

Chamberlain, M. and Basketter, D.A. (1996), The local lymph node assay: status of
validation. Food Chem. Toxicol., 34, 999-1002.

Basketter, D.A., Gerberick, G.F., Kimber, I. and Loveless, S.E. (1996), The local lymph
node assay: A viable alternative to currently accepted skin sensitisation tests. Food
Chem. Toxicol., 34, 985-997.

Basketter, D.A., Gerberick, G.F. and Kimber, 1. (1998), Strategies for identifying false
positive responses in predictive sensitisation tests. Food Chem. Toxicol., 36, 327-33.

Van Och, F.M.M., Slob, W., De Jong, W.H., Vandebriel, R.J. and Van Loveren,
H. (2000), A quantitative method for assessing the sensitising potency of low molecular

107



(6)

(7

®)

©)

(10)

(In

(12)

(13)

(14)

weight chemicals using a local lymph node assay: employment of a regression method
that includes determination of uncertainty margins. Toxicol., 146, 49-59.

ICCVAM (1999), The murine local lymph node Assay: A test method for assessing the
allergic contact dermatitis potential of chemicals/compounds: The results of an
independent peer review evaluation coordinated by the Interagency Coordinating
Committee on the Validation of Alternative Methods (ICCVAM) and the National
Toxicology Program Center for the Evaluation of Alternative Toxicological Methods
(NICETAM). NIH Publication No: 99-4494. Research Triangle Park, N.C. Abrufbar
unter: [http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/llna/llnarep.pdf]

Dean, J.H., Twerdok, L.E., Tice, R.R., Sailstad, D.M., Hattan, D.G., Stokes, W.S.
(2001), ICCVAM evaluation of the murine local lymph node assay: II. Conclusions and

recommendations of an independent scientific peer review panel. Reg. Toxicol.
Pharmacol., 34(3), 258-273.

Haneke, K.E., Tice, R.R., Carson, B.L., Margolin, B.H., Stokes, W.S. (2001), ICCVAM
evaluation of the murine local lymph node assay: IIl. Data analyses completed by the
national toxicology program interagency center for the evaluation of alternative
toxicological methods. Reg. Toxicol. Pharmacol., 34(3), 274-286.

Sailstad, D.M., Hattan, D., Hill, R.N., Stokes, W.S. (2001), ICCVAM evaluation of the
murine local lymph node assay: I. The ICCVAM review process. Reg. Toxicol.
Pharmacol., 34(3), 249-257.

ICCVAM (2010), ICCVAM Test Method Evaluation Report. Nonradioactive local
lymph node assay: BrdU-ELISA Test Method Protocol (LLNA: BrdU-ELISA). NIH
Publication No. 10-7552A/B. Research Triangle Park, NC: National Institute of
Environmental Health Sciences. Abrufbar unter:
[http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/immunotox/llna-ELISA/TMER .htm]

ICCVAM (2009), Independent Scientific Peer Review Panel Report: Updated validation
status of new versions and applications of the murine local lymph node assay: a test
method for assessing the allergic contact dermatitis potential of chemicals and products.
Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental Health Sciences.
Abrufbar unter:
[http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox docs/LLNAPRPRept2009.pdf]

Takeyoshi, M., Iida, K., Shiraishi, K. and Hoshuyama, S. (2005), Novel approach for
classifying chemicals according to skin sensitising potency by non-radioisotopic
modification of the local lymph node assay. J. Appl. Toxicol., 25, 129-134.

OECD (1992), Skin Sensitisation, Test Guideline No. 406, Guidelines for Testing of
Chemicals, OECD, Paris. Abrufbar unter: [http://www.oecd.org/env/testguidelines]

Kreiling, R., Hollnagel, H.M., Hareng, L., Eigler, L., Lee, M.S., Griem, P., Dreessen,
B., Kleber, M., Albrecht, A., Garcia, C. and Wendel, A. (2008), Comparison of the skin
sensitising potential of unsaturated compounds as assessed by the murine local lymph
node assay (LLNA) and the guinea pig maximization test (GPMT). Food Chem.
Toxicol., 46, 1896-1904.

108



(15)

(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

€2y

(22)

(23)

(24)

(25)

(26)

27)

Basketter, D., Ball, N., Cagen, S., Carrilo, J.C., Certa, H., Eigler, D., Garcia, C., Esch,
H., Graham, C., Haux, C., Kreiling, R. and Mehling, A. (2009), Application of a weight
of evidence approach to assessing discordant sensitisation datasets: implications for
REACH. Reg. Toxicol. Pharmacol., 55, 90-96.

ILAR (1996), Institute of Laboratory Animal Research (ILAR) Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals. 7th ed. Washington, DC: National Academies Press.

ICCVAM (2009), Recommended Performance Standards: Murine Local Lymph Node
Assay. NIH Publication Number 09-7357. Research Triangle Park, NC: National
Institute of Environmental Health Sciences. Abrufbar unter:
[http://iccvam.niehs.nih.gov/docs/immunotox_docs/llna-ps/LLNAPerfStds.pdf]

McGarry, H.F. (2007), The murine local lymph node assay: regulatory and potency
considerations under REACH. Toxicol., 238, 71-89.

Kimber, 1., Dearman, R.J., Scholes E.W. and Basketter, D.A. (1994), The local lymph
node assay: developments and applications. Toxicol., 93, 13-31.

OECD (2002), Acute Dermal Irritation/Corrosion, Test Guideline No. 404, Guidelines
for Testing of Chemicals, OECD, Paris. Abrufbar unter:
[http://www.oecd.org/env/testguidelines]

Reeder, M.K., Broomhead, Y.L., DiDonato, L. and DeGeorge, G.L. (2007), Use of an
enhanced local lymph node assay to correctly classify irritants and false positive
substances. Toxicologist, 96, 235.

ICCVAM (2009), Nonradioactive Murine Local Lymph Node Assay: Flow Cytometry
Test Method Protocol (LLNA: BrdU-FC) Revised Draft Background Review
Document. Research Triangle Park, NC: National Institute of Environmental Health
Sciences. Abrufbar unter:
[http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/immunotox/fcLLNA/BRDcomplete.pdf].

Hayes, B.B., Gerber, P.C., Griffey, S.S. and Meade, B.J. (1998), Contact
hypersensitivity to dicyclohexylcarbodiimide and diisopropylcarbodiimide in female
B6C3F1 mice. Drug Chem. Toxicol., 21, 195-206.

Homey, B., von Schilling, C., Blumel, J., Schuppe, H.C., Ruzicka, T., Ahr, H.J.,
Lehmann, P. and Vohr, V.W. (1998), An integrated model for the differentiation of
chemical-induced allergic and irritant skin reactions. Toxicol. Appl. Pharmacol., 153,
83-94.

Woolhiser, M.R., Hayes, B.B. and Meade, B.J. (1998), A combined murine local lymph
node and irritancy assay to predict sensitisation and irritancy potential of chemicals.
Toxicol. Meth., 8, 245-256.

Hayes, B.B. and Meade, B.J. (1999), Contact sensitivity to selected acrylate compounds
in B6C3F1 mice: relative potency, cross reactivity, and comparison of test methods.
Drug. Chem. Toxicol., 22, 491-506.

Ehling, G., Hecht, M., Heusener, A., Huesler, J., Gamer, A.O., van Loveren, H.,
Maurer, T., Riecke, K., Ullmann, L., Ulrich, P., Vandebriel, R. and Vohr, H.W. (2005),

109



(28)

(29)

(30)

€2y

(32)

(33)

A European inter- laboratory validation of alternative endpoints of the murine local
lymph node assay: first round. Toxicol., 212, 60-68.

Vohr, H.W. and Ahr, H.J. (2005), The local lymph node assay being too sensitive?
Arch. Toxicol., 79, 721-728.

Patterson, R.M., Noga, E. and Germolec D. (2007), Lack of evidence for contact
sensitisation by Pfiesteria extract. Environ. Health Perspect., 115, 1023-1028.

ICCVAM (2009), Report on the ICCVAM-NICEATM/ECVAM/JaCVAM Scientific
Workshop on Acute Chemical Safety Testing: Advancing In Vitro Approaches and
Humane Endpoints for Systemic Toxicity Evaluations. Research Triangle Park, NC:
National Institute of Environmental = Health Sciences. Abrufbar unter:
[http://iccvam.niehs.nih.gov/methods/acutetox/Tox workshop.htm].

OECD (2000), Guidance Document on the Recognition, Assessment and Use of
Clinical Signs as Humane Endpoints for Experimental Animals Used in Safety
Evaluation, Environmental Health and Safety Monograph Series on Testing and
Assessment No. 19, ENV/JIM/MONO(2000)7, OECD, Paris. Abrufbar unter:
[http://www.oecd.org/env/testguidelines]

Kimber, I., Hilton, J., Dearman, R.J., Gerberick, G.F., Ryan, C.A., Basketter, D.A., Lea,
L., House, R.V., Ladies, G.S., Loveless, S.E. and Hastings, K.L. (1998), Assessment of
the skin sensitisation potential of topical medicaments using the local lymph node
assay: An interlaboratory exercise. J. Toxicol. Environ.l Health, 53, 563-79.

OECD (2005), Guidance Document on the Validation and International Acceptance of
New or Updated Test Methods for Hazard Assessment, Environment, Health and Safety
Monograph Series on Testing and Assessment No. 34, ENV/JM/MONO(2005)14,
OECD, Paris. Abrufbar unter: [http://www.oecd.org/env/testguidelines]

110



Anlage 1

BEGRIFFSBESTIMMUNGEN

Genauigkeit: Der Grad an Ubereinstimmung zwischen Testergebnissen und akzeptierten
Referenzwerten. Die Genauigkeit ist ein Mal} der Leistung der Priifmethode und ein Aspekt
der Relevanz. Der Begriff wird oft im Sinne von , Ubereinstimmung® verwendet und
bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse einer Priifmethode (33).

Vergleichssubstanz: Eine sensibilisierende oder nicht sensibilisierende Substanz, die als
Norm zu Vergleichszwecken fiir eine Priifsubstanz verwendet wird. Geeignete
Vergleichssubstanzen sollten die folgenden Eigenschaften haben: (i) gleichbleibende und
verlissliche Quelle(n); (ii) strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit mit der Klasse der zu
priifenden Stoffe; (iii) bekannte physikalisch-chemische Eigenschaften; (iv) unterstiitzende
Daten zu bekannten Effekten und (v) bekannte Wirksamkeit im Bereich der erwiinschten
Reaktion.

Falsch negativ: Eine Priifsubstanz, die durch eine Priifmethode fdlschlich als negativ oder
nicht wirksam charakterisiert wird, obwohl sie in Wirklichkeit positiv bzw. wirksam ist (33).

Falsch positiv: Eine Priifsubstanz, die durch eine Priifmethode filschlich als positiv oder
wirksam charakterisiert wird, obwohl sie in Wirklichkeit negativ bzw. nicht wirksam ist (33).

Gefahr: Potenzial eines negativen Effekts fiir Gesundheit oder Umwelt. Die negative
Wirkung manifestiert sich nur, wenn es zu einem ausreichenden Expositionsniveau kommt.

Inter-Labor-Reproduzierbarkeit: Das Ausmall, in dem unterschiedliche qualifizierte
Laboratorien, die dasselbe Protokoll verwenden und dieselben Priifsubstanz testen, qualitativ
und quantitativ = vergleichbare  Ergebnisse erzielen konnen. Die Inter-Labor-
Reproduzierbarkeit wird wihrend der Privalidierungs- und Validierungsverfahren ermittelt
und zeigt das Mal} an, in dem ein Test erfolgreich zwischen Laboratorien iibertragen werden
kann. Im englischen Sprachgebrauch spricht man in diesem Zusammenhang auch von
,Between-laboratory reproducibility* (33).

Intra-Labor-Reproduzierbarkeit: Das Ausmal}, in dem qualifizierte Personen innerhalb
desselben Labors, die dasselbe spezifische Protokoll zu unterschiedlichen Zeiten verwenden,
erfolgreich dieselben Ergebnisse replizieren konnen. In diesem Zusammenhang spricht man
auch von Laborinterner Reproduzierbarkeit (33).

Ausreifler: Ein Ausreifler ist ein Messwert, der sich betrachtlich von anderen Werten in
einem zufallig ausgewihlten Muster in einer Population unterscheidet.

Qualitiitssicherung: FEin Managementprozess, mittels dessen die Einhaltung von
Laborpriifnormen, Anforderungen und Aufzeichnungsverfahren, sowie die Genauigkeit des
Datentransfers durch Individuen bewertet wird, die von den testenden Personen unabhéngig
sind.

Zuverlissigkeit: Mal3 der Verlésslichkeit der Reproduzierbarkeit der Priifmethode innerhalb
von und zwischen Laboratorien in einem bestimmten Zeitintervall bei einheitlichem Protokoll.
Sie wird durch Berechnung der Intra- und Interlabor-Reproduzierbarkeit bewertet (33).
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Hautsensibilisierung: Ein immunologischer Prozess, der auftritt, wenn ein empfindliches
Individuum topisch einem induzierenden chemischen Allergen ausgesetzt ist, das eine kutane
Immunreaktion ausldst, die zur Entwicklung einer Kontaktsensibilisierung fithren kann.

Stimulationsindex (SI): Ein Wert, der zur Bewertung des Hautsensibilisierungspotenzials
einer Priifsubstanz berechnet wird. Der SI ist das Verhéltnis der Proliferation in behandelten
Gruppen zu dem der gleichzeitigen Vehikelkontrollgruppe.

Priifsubstanz (auch Priifchemikalie): Jeder Stoff oder jedes Gemisch, der/das mit dieser
Priifmethode getestet wird.*

112



