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Auzug aus: Verordnung (EU) 2019/1390 der Kommission vom 31. Juli 2019 zur Anderung - zwecks Anpassung an den technischen Fortschritt -
des Anhangs der Verordnung (EG) Nr. 440/2008 zur Festlegung von Priifmethoden geméfR der Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 des Europdischen
Parlaments und des Rates zur Registrierung, Bewertung, Zulassung und Beschrankung chemischer Stoffe (REACH)

B.71 IN-VITRO-TESTS ZUR SENSIBILISIERUNG DER HAUT IN BEZUG AUF DEN SCHLUSSELVORGANG DER
AKTIVIERUNG VON DENDRITISCHEN ZELLEN AUF DEM ADVERSE OUTCOME PATHWAY (AOP) FUR DIE
SENSIBILISIERUNG DER HAUT 23

Die vollstandige Beschreibung dieser Prifmethode wurde gestrichen.Die
gleichwertige internationale Priifmethode ist in Teil O Tabelle 2 aufgefihrt

ALLGEMEINE EINLEITUNG
Priifmethode auf der Grundlage des Schliisselvorgangs der Aktivierung von dendritischen Zellen

1. Ein Hautallergen ist gemaf$ Definition des Globalen Harmonisierten Systems zur Einstufung und Kennzeichnung von
Chemikalien (GHS) der Vereinten Nationen (UN-GHS) (1) und der Verordnung (EU) Nr. 1272/2008 der Europdischen
Union iiber die Einstufung, Kennzeichnung und Verpackung von Stoffen und Gemischen (CLP) (!) ein Stoff, der bei
Hautkontakt eine allergische Reaktion auslést. Uber die biologischen Schliisselvorginge, die der Sensibilisierung der
Haut zugrunde liegen, besteht allgemeines Einvernehmen. Das derzeitige Wissen iiber die chemischen und biologi-
schen Mechanismen im Zusammenhang mit der Hautsensibilisierung wurde in Form eines Adverse Outcome Pathway
(AOP) unter dem OECD-AOP-Programm (2), ausgehend von dem auslosenden molekularen Ereignis tiber die Zwi-
schenvorginge bis hin zur schidlichen Auswirkung auf die Gesundheit, nimlich die allergische Kontaktdermatitis,
zusammengefasst. In diesem Fall ist das auslosende molekulare Ereignis (d. h. der erste Schliisselvorgang) die
kovalente Bindung von elektrophilen Stoffen an nukleophile Zentren in Hautproteinen. Der zweite Schliisselvorgang
in diesem AOP findet in den Keratinozyten statt und umfasst entziindliche Reaktionen sowie Anderungen der
Genexpression in Verbindung mit spezifischen Zellsignalketten wie beispielsweise ARE (Antioxidant/Electrophile
Response Element)-abhingigen Ketten. Der dritte Schliisselvorgang ist die Aktivierung von dendritischen Zellen (DC),
die normalerweise durch Expression von spezifischen Zelloberflichenmarkern, Chemokinen und Cytokinen bewertet
werden. Der vierte Schliisselvorgang ist die T-Zellaktivierung und -proliferation, die indirekt im Lokalen Lymph-
knotentest (LLNA) an der Maus (3) bewertet wird.

2. Diese Priifmethode entspricht der OECD-Priifrichtlinie (TG) 442E (2017). Sie beschreibt die In-vitro-Tests in Bezug
auf Mechanismen im Rahmen des Schliisselvorgangs der Aktivierung von dendritischen Zellen des AOP fiir die
Sensibilisierung der Haut (2). Die Testmethode umfasst Tests, die zur Unterstiitzung der Unterscheidung zwischen
Hautallergenen und Nichtsensibilisatoren gemdf UN-GHS und CLP durchgefiithrt werden.

Die in dieser Priifmethode beschriebenen Tests umfassen:
— Aktivierungstest mit humanen Zelllinien (h-CLAT)

— U937 Aktivierungstest mit Zelllinien (U-SENS™)

— Interleukin-8 Reportergen-Test (IL-8 Luc-Test)

3. Die Tests in dieser Priiffmethode und die entsprechenden OECD-TG konnen sich in Bezug auf das Verfahren zur
Erzeugung der Daten und der gemessenen Werte unterscheiden, konnen aber gleichermaflen verwendet werden, um
die linderspezifischen Anforderungen an die Priifergebnisse des Schliisselvorgangs zur Aktivierung dendritischer
Zellen des AOP fur die Hautsensibilisierung zu erfiillen; zugleich findet die gegenseitige Anerkennung der Daten
gemif dem OECD-Ubereinkommen auf sie Anwendung.

(1) Verordnung (EG) Nr. 1272/2008 des Europdischen Parlaments und des Rates vom 16. Dezember 2008 iiber die Einstufung, Kenn-
zeichnung und Verpackung von Stoffen und Gemischen, zur Anderung und Aufhebung der Richtlinien 67/548/EWG und
1999/45/EG und zur Anderung der Verordnung (EG) Nr. 1907/2006 (ABL L 353 vom 31.12.2008, S. 1).
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Hintergrund und Prinzipien der Tests, die in der auf den Schliisselvorgang gestiitzten Priifmethode enthalten
sind

4. Die Bewertung der Hautsensibilisierung erfolgte normalerweise an Labortieren. Bei den klassischen Methoden an
Meerschweinchen, dem Maximierungstest an Meerschweinchen (Guinea Pig Maximisation Test, GPMT) nach Mag-
nusson/Kligman und dem Biihler-Test (Priifmethode B.6) (4), werden die Induktions- und die Auslosephase der
Hautsensibilisierung bewertet. Ein Test an der Maus, der Lokale Lymphknotentest (LLNA, Priifmethode B.42) (3)
und die beiden nicht radioaktiven Abwandlungen dieser Tests, LLNA: DelR (Priifmethode B.50) (5) und LLNA: BrdU-
ELISA (Prifmethode B.51) (6), bei denen jeweils nur die Induktionsreaktion bewertet wird, haben ebenfalls an
Akzeptanz gewonnen, da sie sowohl in Bezug auf den Tierschutz als auch die objektive Messung der Induktionsphase
der Hautsensibilisierung Vorteile gegeniiber Tests am Meerschweinchen bieten.

5. Kirzlich wurden mechanistisch basierte In-chemico- und In-vitro-Priifmethoden in Bezug auf den ersten Schliissel-
vorgang (Priifmethode B.59; Direkt-Peptidreaktivititstest (7)) und den zweiten Schliisselvorgang (Priifmethode B.60;
ARE-Nrf2 Luciferase-Priifmethode (8)) des Hautsensibilisierungs-AOP als Beitrag zur Bewertung des Gefahrenpoten-
zials fur die Hautsensibilisierung von Chemikalien eingefiihrt.

6. Die in dieser Priifmethode beschriebenen Tests quantifizieren entweder die Anderung der Expression von Zellober-
flichenmarkern im Zusammenhang mit dem Aktivierungsprozess von Monozyten und dendritischen Zellen (DC)
nach Exposition gegeniiber Allergenen (z. B. CD54, CD86) oder die Anderungen der IL-8-Expression, einem Zytokin
in Verbindung mit der Aktivierung von DC. Es wurde berichtet, dass Hautallergene die Expression von Zellmem-
branmarkern wie CD40, CD54, CD80, CD83 und CD86 zusitzlich zur Induktion von proinflammatorischen Zyto-
kinen wie IL-1p und TNF-a und mehreren Chemokine wie IL-8 (CXCL8) und CCL3 (9) (10) (11) (12) im Zusammen-
hang mit der DC-Aktivierung induzieren (2).

7. Da die DC-Aktivierung jedoch nur einen einzigen Schliisselvorgang des Hautsensibilisierungs-AOP darstellt (2) (13),
reichen Informationen, die mit Tests erzeugt werden, die nur Marker der DC-Aktivierung messen, maoglicherweise
nicht aus, um auf das Vorhandensein oder Fehlen eines Hautsensibilisierungspotenzials von Chemikalien zu schliefen.
Daher sollten die mit dieser Priifmethode ermittelten Daten zur Unterstiitzung der Unterscheidung zwischen Hautal-
lergenen (d. h. UN-GHS/CLP Kategorie 1) und Nichtsensibilisatoren im Rahmen integrierter Ansitze (IATA) eingesetzt
und mit anderen erginzenden Informationen, die beispielsweise aus In-vitro-Tests in Bezug auf andere Schliissel-
vorgdnge des Hautsensibilisierungs-AOP abgeleitet werden, sowie mit anderen Nicht-Priifmethoden, einschlieflich der
Ubertragung von Informationen (read across) zu chemischen Analoga (13), kombiniert werden. Beispiele zur Ver-
wendung von Daten, die mit diesen Tests im Rahmen definierter Ansitze erzeugt wurden, d. h. standardisierter
Ansitze sowohl in Bezug auf den Satz der verwendeten Informationsquellen als auch in Bezug auf das Verfahren zur
Ableitung von Vorhersagen, wurden veréffentlicht (13) und koénnen innerhalb des IATA als niitzliche Elemente
verwendet werden.

8. Die in dieser Priifmethode beschriebenen Tests konnen alleine weder zur Einstufung von Hautallergenen in die
Unterkategorien 1A und 1B gemif Definition in UN-GHS/CLP (fur Behorden, die diese zwei optionalen Unterkate-
gorien einfithren), noch zur Vorhersage des Potenzials im Rahmen von Sicherheitsbewertungsentscheidungen ver-
wendet werden. Jedoch koénnen mithilfe dieser Methoden erzeugte positive Ergebnisse je nach Rechtsrahmen alleine
zur Einstufung einer Chemikalie in die UN-GHS/CLP-Kategorie 1 herangezogen werden.

9. Der Begriff ,Priifchemikalie“ bezeichnet bei dieser Priifmethode das, was getestet (1) wird, und bezieht sich nicht auf
die Anwendbarkeit der Tests zur Priffung von einkomponentigen Stoffen, mehrkomponentigen Stoffen und/oder
Gemischen. Gegenwirtig stehen nur begrenzte Informationen iiber die Anwendbarkeit der Tests fiir mehrkomponen-
tige Stoffe/Gemische zur Verfiigung (14) (15). Die Tests sind dennoch fir die Priffung von mehrkomponentigen
Stoffen und Gemischen technisch geeignet. Bevor diese Priifmethode jedoch an einem Gemisch fiir die Generierung
von Daten fiir einen bestimmten Regulierungszweck verwendet wird, sollte gepriift werden, ob sie fiir den beabsich-
tigten Zweck angemessene Ergebnisse liefert, und wenn dem so ist, warum. (3 Solche Erwigungen entfallen, wenn
die Priifung des Gemischs gesetzlich vorgeschrieben ist. Zudem sollte bei mehrkomponentigen Stoffen oder Ge-
mischen die mogliche Interferenz der zytotoxischen Komponenten mit den beobachteten Reaktionen beachtet
werden.

(") Im Juni 2013 einigte sich die Gemeinsame Tagung der OECD darauf, dass nach Maoglichkeit eine einheitlichere Verwendung des
Begriffs ,Priifchemikalie“ — der beschreibt, was gepriift wird — in neuen und aktualisierten OECD-Priifleitlinien verwendet werden
sollte.

(%) Dieser Satz wurde in der April 2014 WNT-Sitzung vorgeschlagen und vereinbart.
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Anlage 1

IN-VITRO-HAUTSENSIBILISIERUNG: AKTIVIERUNGSTEST MIT HUMANEN ZELLLINIEN (H-CLAT)
AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

1. Der h-CLAT quantifiziert die Anderungen der Expression von Zelloberflichenmarkern in Zusammenhang mit dem
Aktivierungsprozess von Monozyten und dendritischen Zellen (DC) (d. h. CD86 und CD54) in der humanen mono-
zytischen Leukdmie-Zelllinie THP-1 nach Exposition gegeniiber Allergenen (1)(2). Die gemessenen Expressionswerte
der Zelloberflichenmarker CD86 und CD54 werden dann zur Unterstiitzung der Unterscheidung zwischen Hautal-
lergenen und Nichtsensibilisatoren verwendet.

2. Der h-CLAT wurde in einer Validierungsstudie unter der Leitung eines Europdischen Referenzlabors fiir Alternativen
zu Tierversuchen (EURL ECVAM) und in einer anschlieBenden unabhingigen Peer-Review des Wissenschaftlich
Beratenden Ausschusses (ESAC) des EURL ECVAM bewertet. Unter Beriicksichtigung simtlicher verfiigbarer Nach-
weise und Informationen von Regulierungsbehdrden und Interessengruppen wurde der h-CLAT von EURL ECVAM
(3) empfohlen, um im Rahmen eines IATA die Unterscheidung zwischen Hautallergenen und Nichtsensibilatoren im
Hinblick auf die Gefahreneinstufung und -kennzeichnung zu unterstiitzen. Beispiele fir die Verwendung von h-CLAT-
Daten in Kombination mit anderen Informationen werden in der Literatur beschrieben (4)(5)(6)(7)(8)(9)(10)(11).

3. Der h-CLAT erwies sich als iibertragbar auf Labore mit Erfahrung auf dem Gebiet der Zellkulturtechniken und der
Flusszytometrieanalyse. Der Grad der Reproduzierbarkeit, der bei den Tests erwartet werden kann, liegt in der
Groflenordnung von 80 % innerhalb von und zwischen Labors (3)(12). Die in der Validierungsstudie (13) und
anderen verdffentlichten Studien (14) erzeugten Ergebnisse deuten insgesamt darauf hin, dass die Genauigkeit bei
der Unterscheidung zwischen Hautallergenen (d. h. UN-GHS/CLP Kat.1) und Nichtsensibilisatoren im Vergleich zu
den LLNA-Ergebnissen bei 85 % (N = 142) mit einer Empfindlichkeit von 93 % (94/101) und einer Spezifitit von
66 % (27[41) liegt (gestiitzt auf eine erneute Analyse durch EURL ECVAM (12), wobei alle bestehenden Daten
beriicksichtigt und alle negativen Ergebnisse fiir Chemikalien mit log KOW von mehr als 3,5 wie in Abschnitt 4
beschrieben nicht beriicksichtigt wurden). Bei falsch-negativen Vorhersagen mit dem h-CLAT ist die Wahrscheinlich-
keit hoher, dass Chemikalien mit geringer bis mittlerer Hautsensibilisierungspotenz betroffen sind (d. h. UN-GHS/
CLP-Unterkategorie 1B), als Chemikalien mit hoher Hautsensibilisierungspotenz (d. h. UN-GHS/CLP-Unterkategorie
1A) (4)(13)(15). Insgesamt deuten diese Informationen auf die Zweckmafigkeit der h-CLAT-Methode fir die Erken-
nung der Gefahr einer Hautsensibilisierung hin. Jedoch sind die Genauigkeitswerte, die hier fiir den h-CLAT als
eigenstindiger Tests angegeben werden, lediglich als Anhaltspunkte zu betrachten, da der Test in Kombination mit
anderen Informationsquellen im Rahmen eines IATA sowie gemif den Bestimmungen unter Nummer 7 und 8 der
Allgemeinen Einleitung betrachtet werden sollte. Dariiber hinaus sollte bei der Bewertung von Priifmethoden zur
Hautsensibilisierung ohne Tierversuche beachtet werden, dass der LLNA-Test sowie andere Tierversuche die Situation
bei Menschen nicht vollstindig widerspiegeln.

4. Auf der Grundlage der gegenwirtig verfiigbaren Daten iiber die h-CLAT-Methode wurde nachgewiesen, dass der Test
bei Priifchemikalien, die eine Vielzahl an organischen Funktionsgruppen, Reaktionsmechanismen, Hautsensibilisie-
rungspotenzialen (wie in In-vivo-Studien festgestellt) und physikalisch-chemischen Eigenschaften abdecken, anwend-
bar ist (3)(14)(15). Die h-CLAT-Methode ist anwendbar bei Priifchemikalien, die 16slich sind oder eine stabile Dis-
persion (d. h. ein Kolloid oder eine Suspension, in denen die Priifchemikalie sich nicht absetzt oder sich vom
Losungsmittel/Vehikel in verschiedene Phasen trennt) in einem geeigneten Losungsmittel/Vehikel bilden (siche Ab-
schnitt 14). Priifchemikalien mit einem log Kow von mehr als 3,5 tendieren dazu, falsch negative Ergebnisse her-
vorzurufen (14). Deshalb sollten negative Ergebnisse bei Priifchemikalien mit einem log Kow von mehr als 3,5 nicht
beriicksichtigt werden. Positive Ergebnisse fiir Priifchemikalien mit einem log Kow von mehr als 3,5 kénnten jedoch
noch verwendet werden, um die Identifizierung der Priifchemikalie als Hautallergen zu unterstiitzen. Auferdem
konnen Prohaptene (d. h. Stoffe, die beispielsweise iiber P450-Enzyme aktiviert werden miissen) und Prahaptene
(d. h. Stoffe, die durch Oxidation aktiviert werden) aufgrund der begrenzten Stoffwechselfihigkeit der verwendeten
Zelllinie (16) sowie der Versuchsbedingungen, insbesondere bei geringer Oxidationsgeschwindigkeit, zu negativen
Ergebnissen des h-CLAT (15) fithren. Fluoreszierende Priifchemikalien kénnen mit h-CLAT (17) bewertet werden;
dennoch beeintrachtigen stark fluoreszierende Priifchemikalien, die mit derselben Wellenlinge ausstrahlen wie Fluo-
rescein-Isothiocyanat (FITC) oder Propidiumjodid (PI), den Nachweis mittels Durchflusszytometrie und konnen daher
nicht korrekt mithilfe von mit FITC-konjugierten Antik6rpern oder PI bewertet werden. In einem solchen Fall kénnen
andere mit Fluorochrom markierte Antikorper bzw. andere Zytotoxizititsmarker verwendet werden, solange auf-
gezeigt werden kann, dass sie dhnliche Ergebnisse liefern wie die mit FITC markierten Antikorper (siche Abschnitt 24)
oder PI (siche Abschnitt 18), z. B. durch Testen der Leistungsstoffe in Anlage 1-2. Angesichts der vorstehenden
Ausfithrungen sollten negative Ergebnisse im Kontext der angegebenen Grenzen und in Verbindung mit anderen
Informationsquellen im Rahmen von IATA interpretiert werden. In Fillen, in denen die Nichtanwendbarkeit der h-
CLAT-Methode bei anderen spezifischen Kategorien von Priifchemikalien nachgewiesen wird, sollte sie bei diesen
spezifischen Kategorien nicht verwendet werden.
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5. Die h-CLAT-Methode unterstiitzt, wie bereits oben erwihnt, die Unterscheidung zwischen Hautallergenen und Nicht-
sensibilisatoren. Er kann jedoch bei Verwendung im Rahmen von integrierten Ansitzen wie IATA moglicherweise
auch zur Bewertung der Sensibilisierungspotenz beitragen (4)(5)(9). Es sind dennoch weitere Untersuchungen er-
forderlich, vorzugsweise auf der Grundlage von Humandaten, um herauszufinden, inwieweit die Ergebnisse des h-
CLAT moglicherweise zur Potenzbewertung herangezogen werden konnen.

6. Definitionen sind Anlage 1.1 zu entnehmen.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

7. Die h-CLAT-Methode ist ein In-vitro-Test, der Anderungen der Expression von Zelloberflichenmarkern (d. h. CD86
und CD54) auf einer humanen monozytischen Leukdmiezelllinie, THP-1-Zellen, nach einer 24-stiindigen Exposition
gegeniiber der Priifchemikalie quantifiziert. Diese Oberflichenmolekiile sind typische Marker der monotypischen
THP-1-Aktivierung und konnen die DC-Aktivierung eventuell nachahmen, die eine kritische Rolle bei der T-Zellen-
vorbehandlung spielt. Die Anderungen der Expression von Oberflichenmarkern werden mittels Durchflusszytometrie
nach Zellfirbung mit Antikorpern, die mit Fluorochrom markiert wurden, gemessen. Die Zytotoxizititsmessung wird
ebenfalls zur gleichen Zeit durchgefiihrt, um zu beurteilen, ob die Hochregulierung der Expression von Oberflichen-
markern bei Konzentrationen unterhalb des zytotoxischen Werts auftritt. Die relative Fluoreszenzintensitdt der
Oberflichenmarker im Vergleich zur Losungsmittel-/Vehikelkontrolle wird berechnet und im Vorhersagemodell ver-
wendet (siche 26), um die Unterscheidung zwischen Allergenen und Nichtsensibilisatoren zu unterstiitzen.

NACHWEIS DER KOMPETENZ

8. Vor der routinemifigen Verwendung des unter dieser Anlage zur Priifmethode B.71 beschriebenen Tests sollten
Laboratorien ihre technische Kompetenz anhand der zehn in Anlage 1.2 aufgefithrten Leistungsstoffe nachweisen.
Dariiber hinaus sollten Priifungsnutzer eine historische Datenbank der mit den Reaktivitatspriifungen (siche Abschnitt
11) und mit den positiven sowie Losungsmittel-/Vehikelkontrollen (siche Abschnitte 20-22) erzeugten Daten pflegen
und diese Daten nutzen, um zu bestdtigen, dass die Reproduzierbarkeit der Priifung in ihrem Labor im Lauf der Zeit
aufrechterhalten wird.

VERFAHREN

9. Diese Priifmethode basiert auf dem h-CLAT-DataBase-Dienst fiir alternative Methoden zur Durchfithrung von Tier-
versuchen (DB-ALM) Protokoll Nr. 158 (18), das fiir die vom EURL ECVAM koordinierte Validierungsstudie ver-
wendet wurde. Es wird empfohlen, dieses Protokoll bei der Durchfithrung und Anwendung der h-CLAT-Methode im
Labor zugrunde zu legen. Nachfolgend werden die wichtigsten Komponenten und Verfahren der h-CLAT-Methode
beschrieben, die zwei Schritte umfasst: Test zur Dosisfindung und CD86/CD 54-Expressionstmessung.

Vorbereitung der Zellen

10. Bei Ausfithrung der h-CLAT-Methode sollte die humane monozytische Leukdmie-Zelllinie THP-1 verwendet werden.
Es wird empfohlen, dass Zellen (TIB-202™) aus einer gut qualifizierten Zellbank wie der American Type Culture
Collection entnommen werden.

11. THP-1-Zellen werden bei 37°C unter 5% CO, und einer befeuchteten Atmosphiren in einem mit 10 % fetalem
Kilberserum (FBS), 0,05 mM 2-Mercaptoethanol, 100 Einheiten/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin angerei-
cherten RPMI-1640-Medium kultiviert. Die Verwendung von Penicillin und Streptomycin im Kulturmedium kann
vermieden werden. In einem solchen Fall sollten Benutzer jedoch verifizieren, dass das Nichtvorhandensein von
Antibiotika im Kulturmedium keinen Einfluss auf die Ergebnisse hat, beispielsweise durch Testen der in Anlage
1.2 aufgefithrten Leistungsstoffe. Um das Kontaminationsrisiko zu minimieren, sollten bewihrte Zellkulturpraktiken
auf jeden Fall unabhingig vom Vorhandensein oder Nichtvorhandensein von Antibiotika im Zellkulturmedium
befolgt werden. THP-1-Zellen werden regelmaRig alle 2-3 Tage bei einer Dichte von 0,1 bis 0,2 x 10® Zellen/ml
ausgesit. Es sollten Zelldichten von 0,1 bis 1,0 x 10° Zellen/ml gewahrt werden. Vor ihrer Verwendung zu Test-
zwecken sollten die Zellen qualifiziert werden, indem ein Reaktivititstest durchgefithrt wird. Der Reaktivititstest der
Zellen sollte mithilfe der positiven Kontrollen, 2,4-Dinitrochlorbenzol (DNCB) (CAS Nr. 97-00-7, 299 % Reinheit)
und Nickelsulfat (NiSO,) (CAS Nr. 10101-97-0, 299 % Reinheit) und der negativen Kontrolle, Milchsdure (LA) (CAS
Nr. 50-21-5, 285 % Reinheit) zwei Wochen nach dem Auftauen durchgefiihrt werden. DNCB und NiSO, sollten eine
positive Reaktion auf CD86- und CD54-Zelloberflichenmarker ergeben und LA sollte eine negative Reaktion auf
CD86- und CD54-Zelloberflichenmarker ergeben. Nur die Zellen, welche den Reaktivititstest bestanden haben,
diirfen fur den Test verwendet werden. Zellen konnen bis zu zwei Monate nach dem Auftauen gewonnen werden.
Die Passagenanzahl sollte 30 nicht iibersteigen. Der Reaktivititstest sollte gemidfl den in den Abschnitten 20-24
beschriebenen Verfahren durchgefiihrt werden.
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12. Zur Priifung werden die THP-1-Zellen bei einer Dichte von entweder 0,1 x 10° Zellen/ml oder 0,2 x 10° Zellen/ml
ausgesit und in Kulturkolben 72 bzw. 48 Stunden lang vorgeziichtet. Es ist wichtig, dass die Zelldichte im Kultur-
kolben direkt nach dem Vorkulturzeitraum bei jedem Versuch so konstant wie mdglich ist (indem eine der zwei oben
beschriebenen Vorkulturbedingungen angewandt wird), da die Zelldichte im Kulturkolben direkt nach der Vorkultur
die von Allergenen induzierte CD86/CD54-Expression beeintrichtigen konnte (19). Am Tag des Tests werden die
Zellen, die aus dem Kulturkolben geerntet wurden, mit einem frischen Kulturmedium mit 2 x 10® Zellen/ml neu
angesetzt. Dann werden die Zellen in eine flache Platte mit 24 Mulden (500 ul, 1 x 10% Zellen/Mulde) oder eine
flache Platte mit 96 Mulden (80 ul, 1,6 x 10° Zellen/Mulde) verteilt.

Test zur Dosisfindung

13. Ein Test zur Dosisfindung wird durchgefiihrt, um CV75 zu bestimmen. Dies ist die Priifchemikalienkonzentration, die
im Vergleich zur Losungsmittel-/Vehikelkontrolle zu einer Zellviabilitit (CV) von 75 % fiihrt. Der CV75-Wert wird
verwendet, um die Konzentration der Priifchemikalien fiir die CD86/CD54-Expressionsmessung zu bestimmen (sieche
Abschnitte 20-24).

Vorbereitung der Priifchemikalien und Kontrollstoffe

14. Die Priifchemikalien sowie die Kontrollstoffe werden am Tag des Tests vorbereitet. Bei der h-CLAT-Method werden
die Priifchemikalien in Kochsalzlosung oder einem Medium, als erste Losungsmittel-/Vehikeloptionen, oder Dimethyl-
sulfoxid (DMSO,z 99 % Reinheit), als zweite Losungsmittel-/Vehikeloption, aufgelost oder stabil verteilt (siche auch
Abschnitt 4), falls die Priifchemikalie in den zwei zuvor genannten Losungsmitteln/Vehikeln mit endgiiltigen Kon-
zentrationen von 100 mg/ml (in Kochsalzlosung oder Medium) oder 500 mg/ml (in DMSO) nicht 16slich ist oder
keine stabile Verteilung ausbildet. Andere als die oben beschriebenen Losungsmittel/Vehikel konnen verwendet
werden, wenn eine ausreichende wissenschaftliche Begriindung gegeben wird. Die Stabilitit der Priifchemikalie im
endgiltigen Losungsmittel/Vehikel sollte beriicksichtigt werden.

15. Ausgehend von den 100 mg/ml- (in Kochsalzlosung oder Medium) oder 500 mg/ml- (in DMSO) Stammlosungen der
Priifchemikalien sollten die folgenden Verdiinnungsschritte durchgefithrt werden:

— Fir Kochsalzlosung oder Medium als Losungsmittel/Vehikel: Acht Stammlosungen (acht Konzentrationen) werden
nach zweifachen seriellen Verdiinnungen mithilfe des entsprechenden Losungsmittels/Vehikels vorbereitet. Diese
Stammlosungen werden dann im Kulturmedium 50-fach weiter verdiinnt (Arbeitslosungen). Wenn die obere
endgiiltige Konzentration in der Platte von 1 000 pg/ml nicht toxisch ist, sollte die maximale Konzentration
erneut bestimmt werden, indem eine neue Zytotoxizittspriifung durchgefiihrt wird. Die endgiiltige Konzentration
in der Platte sollte 5 000 pg/ml fiir Pritfchemikalien, die in Kochsalzlosung oder einem Medium gel6st oder stabil
verteilt wurden, nicht tiberschreiten.

— Fur DMSO als Losungsmittel/Vehikel: Acht Stammlosungen (acht Konzentrationen) werden nach zweifachen
seriellen Verdiinnungen mithilfe des entsprechenden Losungsmittels/Vehikels vorbereitet. Diese Stammlosungen
werden dann im Kulturmedium 250-fach weiter verdiinnt (Arbeitslosungen). Die endgiiltige Konzentration in der
Platte sollte 1 000 pg/ml nicht iiberschreiten, auch wenn die Konzentration nicht toxisch ist.

Die Arbeitslosungen werden schlieflich zur Exposition verwendet, indem eine gleiche Menge an Arbeitslosung zum
Volumen der THP-1-Zellsuspension in der Platte hinzugefiigt wird (siche auch Abschnitt 17), um eine weitere
zweifache Verdiinnung zu erhalten (normalerweise betrdgt der endgiiltige Bereich an Konzentrationen in der Platte
7,81-1 000 pg/ml).

16. Die bei der h-CLAT-Methode verwendete Losungsmittel-/Vehikelkontrolle ist das Kulturmedium (fir mit Medium
oder Kochsalzlosung 16slich gemachte oder stabil verteilte (siehe Abschnitt 4) Priifchemikalien) oder DMSO (fir in
DMSO loslich gemachte oder stabil verteilte Priifchemikalien), die bei einer einzigen endgiiltigen Konzentration in der
Platte von 0,2 % gepriift wurden. Hier wird dasselbe Verdiinnungsverfahren verwendet, das fiir Arbeitslosungen in
Abschnitt 15 beschrieben wird.

Applikation der Priifchemikalien und Kontrollstoffe

17. Das Kulturmedium oder die Arbeitslosungen, die in den Abschnitten 15 und 16 beschrieben werden, werden 1:1
(v/v) mit den in der flachen Platte mit 24 oder 96 Mulden vorbereiteten Zellsuspensionen gemischt (siche Abschnitt
12). Die behandelten Platten werden dann 24 + 0,5 Stunden bei 37°C unter 5 % CO, inkubiert. Es ist darauf zu
achten, dass eine Verdunstung der fliichtigen Priifchemikalien sowie eine Kreuzkontamination zwischen Mulden
durch die Priifchemikalien vermieden werden, indem die Platte beispielsweise vor der Inkubation mit den Priifche-
mikalien versiegelt wird (20).
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Férben mit Propidiumjodid (PI)

18. Nach einer Expositionszeit von 24 + 0,5 Stunden werden die Zellen in Probenrohrchen iibertragen und durch
Zentrifugierung gesammelt. Die Uberstinde werden entsorgt und die verbleibenden Zellen werden mit 200 pl (im
Falle von 96 Mulden) oder 600 pl (im Falle von 24 Mulden) einer mit Phosphat gepufferten Kochsalzlosung mit
0,1 % Rinderserum-Albumin (Firbepuffer) resuspensiert. 200 pl der Zellsuspension werden in eine Platte mit ge-
wolbtem Boden und 96 Mulden (im Falle von 96 Mulden) oder ein Mikrorohrchen (im Falle von 24 Mulden) gegeben
und zweimal mit 200 pl (im Falle von 96 Mulden) oder 600 pl (im Falle von 24 Mulden) Firbepuffer gewaschen.
Schlieflich werden die Zellen in Firbepuffer (z. B. 400 pl) resuspensiert und es wird PI-Losung (z. B. 20 pl)
hinzugefiigt (zum Beispiel ist die endgiiltige Konzentration von PI 0,625 pug/ml). Andere Zytotoxizititsmarker wie
7-Aminoactinomycin D (7-AAD), Trypan blau oder andere konnen verwendet werden, wenn gezeigt werden kann,
dass die alternativen Farbstoffe dhnliche Ergebnisse liefern wie PI, zum Beispiel durch Testen der Leistungsstoffe in
Anlage 1.2.

Zytotoxizitdtsmessung anhand von Durchflusszytometrie und Schdtzung von CV75-Wert

19. Die PI-Aufnahme wird anhand der Durchflusszytometrie mit dem Aufnahmekanal FL-3 analysiert. Es werden ins-
gesamt 10 000 lebende Zellen (PI negativ) aufgenommen. Die Zellviabilitit kann anhand der folgenden Gleichung
tiber das Zytometeranalyseprogramm berechnet werden. Wenn die Zellviabilitit gering ist, sollten bis zu 30 000
Zellen einschlieflich toter Zellen aufgenommen werden. Alternativ konnen die Daten eine Minute nach der Ein-
leitung der Analyse aufgenommen werden.

Zellviabilitit — Anzahl der lebenden Zellen il
O = G esamtzahl der aufgenommenen Zellen

Der CV75-Wert (siche Abschnitt 13), d. h. eine Konzentration, die 75 % des THP-1-Zelliiberlebens (25 % Zytotoxi-
zitdt) zeigt, wird anhand der log-linearen Interpolation mit der folgenden Gleichung berechnet:

(75 —¢) x Log(b) — (75 — a) x Log(d)

a—¢

Log CV75 =

Dabei gilt:
a ist der Mindestwert der Zellviabilitit iiber 75 %
c ist der Hochstwert der Zellviabilitit unter 75 %

b und d sind die Konzentrationen, die den Wert der Zellviabilitit a bzw. ¢ zeigen
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Weitere Ansitze zur Ableitung von CV75 konnen angewandt werden, solange demonstriert wird, dass dies keinen
Einfluss auf die Ergebnisse hat (z. B. durch Testen der Leistungsstoffe).
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CD86/CD54-Expressionsmessung
Vorbereitung der Priifchemikalien und Kontrollstoffe

20. Das geeignete Losungsmittel/Vehikel (Kochsalzlosung, Medium oder DMSO; siche Abschnitt 14) wird verwendet, um
die Priifchemikalien zu 16sen oder stabil zu verteilen. Die Priifchemikalien werden zuerst auf die Konzentration
verdiinnt, die dem 100-fachen (fiir Kochsalzlosung oder Medium) oder 500-fachen (fir DMSO) von 1,2 x CV75
entspricht, der im Test zur Dosisfindung bestimmt wurde (siche Abschnitt 19). Wenn der CV75 nicht bestimmt
werden kann (d. h. wenn keine ausreichende Zytotoxizitit im Test zur Dosisfindung beobachtet werden kann), sollte
die hochste losliche oder stabil verteilte Konzentration der Priifchemikalie, die mit jedem Losungsmittel/Vehikel
vorbereitet wird, als Ausgangskonzentration verwendet werden. Bitte beachten Sie, dass die endgiiltige Konzentration
in der Platte 5 000 pg/ml (im Falle von Kochsalzlosung oder Medium) oder 1 000 pg/ml (im Falle von DMSO) nicht
tiberschreiten sollte. Dann werden 1,2-fache serielle Verdiinnungen mit dem entsprechenden Losungsmittel/Vehikel
hergestellt, um die Stammlosungen zu erhalten (acht Konzentrationen von 100 x 1,2 x CV75 bis 100 x 0,335 x
CV75 (fiirr Kochsalzlosung oder Medium) oder von 500 x 1,2 x CV75 bis 500 x 0,335 x CV75 (fur DMSO)), die in
der h-CLAT-Methode gepriift werden sollen (siche DB-ALM-Protokoll Nr. 158 fiir ein Beispiel eines Dosierungs-
schemas). Die Stammlosungen werden dann im Kulturmedium 50-fach (fiir Kochsalzlosung oder Medium) oder 250-
fach (fir DMSO) weiter verdiinnt (Arbeitslosungen). Diese Arbeitslosungen werden schlieflich fiir die Exposition mit
einem weiteren endgiiltigen zweifachen Verdiinnungsfaktor in der Platte verwendet. Wenn die Ergebnisse die in den
Abschnitten 29 und 30 beschriebenen Akzeptanzkriterien zur Zellviabilitdt nicht erfillen, kann der Test zur Dosis-
findung wiederholt werden, um einen praziseren CV75 zu bestimmen. Bitte beachten Sie, dass nur Platten mit 24
Mulden fiir die CD86/CD54-Expressionsmessung verwendet werden kénnen.

21. Die Losungsmittel-/Vehikelkontrolle wird wie in Abschnitt 16 beschrieben vorbereitet. Die bei der h-CLAT-Methode
verwendete Positivkontrolle ist DNCB (siche Abschnitt 11), fiir die Stammlosungen in DMSO vorbereitet und wie fiir
die Stammlosungen in Abschnitt 20 beschrieben verdiinnt werden. DNCB sollte als Positivkontrolle fiir die CD86/
CD54-Expressionsmessung mit einer endgiiltigen Konzentration in der Platte verwendet werden (normalerweise 4,0
pg/ml). Um eine Konzentration von 4,0 pg/ml DNCB in der Platte zu erhalten, wird eine Stammlosung von 2 mg/ml
DNCB in DMSO vorbereitet und weiter 250-fach mit dem Kulturmedium in eine Arbeitslosung von 8 pg/ml ver-
diinnt. Alternativ konnte auch der CV75 von DNCB, der in jeder Priifeinrichtung bestimmt wird, als Positivkontroll-
konzentration verwendet werden. Andere geeignete Positivkontrollen koénnen verwendet werden, sofern historische
Daten fiir die Ableitung vergleichbarer Akzeptanzkriterien fiir einen Testdurchlauf zur Verfigung stehen. Bei Positiv-
kontrollen sollte die endgiiltige Einzelkonzentration in der Platte 5000 pg/ml (im Falle von Kochsalzlosung oder
Medium) oder 1 000 pg/ml (im Falle von DMSO) nicht tiberschreiten. Die Durchlaufakzeptanzkriterien entsprechen
denen, die fur die Priifchemikalien beschrieben werden (siche Abschnitt 29), ausgenommen fiir das letzte Akzeptanz-
kriterium, da die Positivkontrolle mit einer einzelnen Konzentration gepriift wird.

Applikation der Priifchemikalien und Kontrollstoffe

22. Fiir jede Priifchemikalie und jeden Kontrollstoff ist ein Experiment erforderlich, um eine Vorhersage zu ermitteln.
Jedes Experiment besteht aus mindestens zwei unabhidngigen Durchldufen fir die CD86/CD54-Expressionsmessung
(siehe Abschnitte 26-28). Jeder unabhingige Durchlauf wird an einem anderen Tag bzw. am selben Tag durch-
gefithrt, vorausgesetzt, dass fir jeden Durchlauf: a) unabhingige frische Stammlosungen und Arbeitslosungen der
Priifchemikalie und Antikorperlosungen vorbereitet werden und b) unabhingig geerntete Zellen verwendet werden (d.
h. Zellen, die aus verschiedenen Kulturkolben entnommen werden); Zellen konnen jedoch aus derselben Passage
stammen. Priffchemikalien und Kontrollstoffe, die als Arbeitslosungen (500 pl) vorbereitet wurden, werden mit 500
ul der suspensierten Zellen (1 x 106 Zellen) im Verhiltnis von 1:1 gemischt und die Zellen werden 24 + 0,5 Stunden
wie in den Abschnitten 20 und 21 beschrieben inkubiert. In jedem Durchlauf reicht ein einziges Replikat fiir jede
Konzentration der Priifchemikalie und des Kontrollstoffs aus, da eine Vorhersage in mindestens zwei unabhingigen
Durchldufen ermittelt wird.

Zellfarbung und Analyse

23. Nach einer Expositionsdauer von mindestens 24 + 0,5 Stunden werden die Zellen von einer Platte mit 24 Mulden in
Probenréhrchen gegeben, mithilfe von Zentrifugierung gesammelt und dann zweimal mit 1 ml Firbepuffer ge-
waschen (wenn erforderlich konnen zusitzliche Waschschritte durchgefihrt werden). Nach dem Waschen werden
die Zellen mit 600 pl Blockierungslosung blockiert (Firbepuffer mit 0,01 % (w/v) Globulin (Cohn-Fraktion II, III,
human; SIGMA, #G2388-10G oder ahnliches)) und bei 4°C 15 Minuten lang inkubiert. Nach der Blockierung
werden die Zellen in drei Aliquote von je 180 pl in eine Platte mit gewolbtem Boden und 96 Mulden oder ein
Mikrorohrchen aufgeteilt.

24. Nach der Zentrifugierung werden die Zellen mit 50 pl der mit FITC markierten anti-CD86-, anti-CD54- oder Maus-
IgG1-Antikorper (Isotyp) bei 4°C 30 Minuten lang gefirbt. Die im h-CLAT DB-ALM Protokoll Nr. 158 (18) be-
schriebenen Antikorper sollten verwendet werden, indem sie 3:25 v/v (fiir CD86 (BD-PharMingen, #555657; Klon:
Fun-1)) oder 3:50 v[v (fir CD54 (DAKO, #F7143; Klon: 6.5B5) und IgGl (DAKO, #X0927)) mit Firbepuffer
verdiinnt werden.Diese Antikorperverdiinnungsfaktoren wurden von den Entwicklern des Tests als diejenigen de-
finiert, die den besten Rauschabstand bieten. Nach Erfahrung der Testentwickler ist die Fluoreszenzintensitdt der
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Antikorper normalerweise zwischen verschiedenen Chargen konsistent. Benutzer kénnen jedoch erwidgen, die Anti-
korper unter den Bedingungen im eigenen Labor zu titrieren, um die besten Gebrauchskonzentrationen zu definieren.
Andere mit Fluorochrom markierte anti-CD86- und/oder anti-CD54-Antikorper konnen verwendet werden, wenn
gezeigt werden kann, dass sie dhnliche Ergebnisse wie mit FITC konjugierte Antikorper liefern, beispielsweise durch
Testen der Leistungsstoffe in Anlage 1.2.Anzumerken ist, dass die Anderung des Klons oder des Lieferanten der
Antikorper, wie dies im h-CLAT DB-ALM Protokoll Nr. 158 (18) beschrieben wird, die Ergebnisse beeintrichtigen
kann. Nach dem zwei- oder mehrfachen Waschen mit 150 pl Firbepuffer werden die Zellen in Firbepuffer resus-
pensiert (z. B. 400 pl) und die PI-Losung (z. B. 20 pl, um eine endgiiltige Konzentration von 0,625 pg/ml zu
erhalten) oder eine andere Zytotoxizititsmarkerlosung (siche Abschnitt 18) wird hinzugefiigt. Die Expressionswerte
von CD86 und CD54 sowie die Zellviabilitdt werden mithilfe der Durchflusszytometrie analysiert.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Datenauswertung

25. Die Expression von CD86 und CD54 wird mithilfe der Durchflusszytometrie mit dem Aufnahmekanal FL-1 ana-
lysiert. Auf der Grundlage der geometrischen mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI) werden die relative Fluoreszenz-
intensitit (RF[) von CD86 und CD54 fiir Positivkontrollzellen (ctrl) und chemisch behandelte Zellen nach der
folgenden Gleichung berechnet:

(MEFI chemisch behandelte Zelle — MFI chemisch behandelte Isotypkontrollzellen)

RE= (MFI mit Losungsm. /Vehikel beh. Kontrollz. — MFI mit Losungsm. — Vehikel beh. /Isotypkontrollz.) X

100

Die Zellviabilitit aus den Isotypkontrollzellen (ctr]) (die mit Maus-IgG1-Antikorpern (Isotyp) gefiarbt werden) wird
ebenfalls nach der in Abschnitt 19 beschriebenen Gleichung berechnet.

Vorhersagemodell

26. Bei der CD86/CD54-Expressionsmessung wird jede Priifchemikalie in mindestens zwei unabhingigen Durchldufen
gepriift, um eine einzige Vorhersage abzuleiten (POSITIV oder NEGATIV). Eine h-CLAT-Vorhersage gilt als POSITLV,
wenn mindestens eine der folgenden Bedingungen in 2 von 2 oder in mindestens 2 von 3 unabhingigen Durch-
laufen erfullt ist, andernfalls wird die h-CLAT-Vorhersage als NEGATIV angesehen (Abbildung 1):

— Die RFI von CD86 ist bei jeder gepriiften Konzentration gleich oder grofer als 150 % (mit einer Zellviabilitit
>50 %);

— die RFI von CD54 ist bei jeder gepriiften Konzentration gleich oder grofer als 200 % (mit einer Zellviabilitit
>50 %).

27. Auf dieser Grundlage ist die h-CLAT-Vorhersage als POSITIV anzusehen, wenn die ersten zwei Durchldufe positiv fiir
CD86 und/oder positiv fiir CD54 waren; ein dritter Durchlauf ist dann nicht mehr erforderlich. Analog ist die h-
CLAT-Vorhersage als NEGATIV anzusehen (unter angemessener Beriicksichtigung der Bestimmungen in Abschnitt
30), wenn die ersten zwei Durchldufe fiir beide Marker negativ sind; ein dritter Durchlauf ist dann nicht mehr
erforderlich. Wenn die ersten zwei Durchliufe jedoch fir mindestens einen der Marker nicht konkordant ist (CD54
oder CD86), dann ist ein dritter Durchlauf erforderlich und die endgiiltige Vorhersage basiert auf dem Mehrheits-
ergebnis der drei individuellen Durchldufe (d. h. 2 von 3). In dieser Hinsicht ist zu beachten, dass ein dritter
Durchlauf erforderlich ist, wenn zwei unabhingige Durchldufe durchgefithrt werden und einer nur fir CD86 (nach-
folgend ,P“ genannt) und der andere nur fir CD54 (nachfolgend ,P,“ genannt) positiv ist. Wenn dieser dritte
Durchlauf fiir beide Marker negativ ist (nachfolgend ,N“ genannt), dann wird die h-CLAT-Vorhersage als NEGATIV
angesehen. Wenn der dritte Durchlauf andererseits fiir einen der Marker (P, oder P,) oder fiir beide Marker (nach-
folgend ,P{,“ genannt) positiv ist, dann ist die h-CLAT-Vorhersage als POSITIV anzuschen.
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28.
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Abb. 1: Bei der h-CLAT-Methode verwendetes Vorhersagemodell. Eine h-CLAT-Vorhersage sollte im Rahmen eines
IATA sowie gemdfl den Nummern 7 und 8 der Allgemeinen Einleitung in Betracht gezogen werden.

P;: Durchlauf mit nur CD86 positiv; P,; Durchlauf mit nur CD54 positiv; P;,: Durchlauf mit CD86 und CD54
positiv; N: Durchlauf mit weder CD86 noch CD54 positiv.

"Die Kistchen zeigen die relevanten Kombinationen der Ergebnisse aus den ersten beiden Durchliufen unabhingig
von der Reihenfolge, in der sie ermittelt wurden.

#Die Kastchen zeigen die relevanten Kombinationen der Ergebnisse aus den drei Durchldufen auf der Grundlage der
Ergebnisse aus den ersten zwei Durchldufen, wie im obigen Kistchen dargestellt, aber spiegeln nicht die Reihenfolge
wider, in der sie ermittelt wurden.

Fiir die Priifchemikalien, die mit h-CLAT als POSITIV vorhergesehen wurden, konnen optional zwei effektive Kon-
zentrationswerte (EC) bestimmt werden, EC150 fir CD86 und EC200 fiir CD54, d. h. die Konzentration, bei der die
Priifchemikalien eine RFI von 150 bzw. 200 induzierten. Diese EC-Werte konnen jedoch bei Verwendung im
Rahmen von integrierten Ansitzen wie IATA (4) (5) (6) (7) (8) moglicherweise auch zur Bewertung der Sensibili-
sierungspotenz beitragen (9). Sie konnen mithilfe der folgenden Gleichungen berechnet werden:

EC 150 (fOT CD86) = Bconc v [(150 - BRFI)/ARFI - BRFI) x (Aconc - Bconc)]

EC 200 (for CD86) = By, *+ [(200 - Brg)[Aggr - Bre) X (Agonc - B

conc COnC) ]

Dabei gilt:

A onc ist die niedrigste Konzentration in pg/ml mit RFI > 150 (CD86) oder 200 (CD54)
B, ist die hochste Konzentration in pg/ml mit RFI < 150 (CD86) oder 200 (CD54)
Aggy ist die RFI bei der niedrigsten Konzentration mit RFl > 150 (CD86) oder 200 (CD54)

Bgpr ist die RFI bei der hochsten Konzentration mit RFI > 150 (CD86) oder 200 (CD54)
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Zum Zwecke der priziseren Ableitung der EC150- und EC200-Werte konnen drei unabhingige Durchliufe fiir die
CD86/CD 54-Expressionsmessung erforderlich sein. Die endgiiltigen EC150- und EC200-Werte werden dann als Mittel-
wert der aus den drei unabhingigen Durchliufen berechneten ECs bestimmt. Wenn nur zwei der drei unabhingigen
Durchldufe die Kriterien fiir Positivitdt (siehe Abschnitte 26-27) erfiillen, wird der hohere EC150 oder EC200 der
zwei berechneten Werte iibernommen.

Akzeptanzkriterien

29. Bei der Verwendung der h-CLAT-Methode (22) (27) sollten die folgenden Akzeptanzkriterien erfiillt werden.
— Die Zellviabilititen der Medium- und Losungsmittel-/Vehikelkontrollen sollten hoher als 90 % sein.

— Bei der Losungsmittel-/Vehikelkontrolle sollten die RFI-Werte von CD86 und CD54 die positiven Kriterien nicht
iberschreiten (CD86 RFI > 150 % und CD54 RFI = 200 %). Die RFI-Werte der Losungsmittel-/Vehikelkontrolle
werden berechnet, indem die in Abschnitt 25 beschriebene Formel verwendet wird (,MFI der Chemikalie“ sollte
durch ,MFI des Losungsmittels/Vehikels“ ersetzt werden und ,MFI des Losungsmittels/Vehikels® sollte durch ,MFI
der (Medium-)Kontrolle* ersetzt werden).

— Bei den Medium- und Loésungsmittel-/Vehikelkontrollen sollte das MFI-Verhiltnis von CD86 und CD54 zur
Isotypkontrolle >105 % betragen.

— Bei der Positivkontrolle (DNCB) sollten die RFI-Werte von CD86 und CD54 die Positivkriterien (CD86 RFI > 150
und CD54 RFI > 200) erfiillen und die Zellviabilitit sollte mehr als 50 % betragen.

— Fiur die Priifchemikalie sollte die Zellviabilitit in mindestens vier gepriiften Konzentrationen in jedem Durchlauf
mehr als 50 % betragen.

30. Negative Ergebnisse sind nur fiir Priiffchemikalien mit einer Zellviabilitit von weniger als 90 % bei der hochsten
gepriiften Konzentration zuldssig (d. h. 1,2 x CV75 gemidfl dem in Abschnitt 20 beschriebenen seriellen Verdiin-
nungsschema). Wenn die Zellviabilitit bei 1,2 x CV75 90 % oder mehr betrigt, sollte das negative Ergebnis ver-
worfen werden. In einem solchen Fall wird empfohlen, die Dosiswahl durch Wiederholung der CV75-Bestimmung zu
prazisieren. Es sollte beachtet werden, dass bei der Verwendung von 5 000 pg/ml in Kochsalzlosung (oder Medium
oder anderen Losungsmitteln/Vehikeln), 1 000 pg/ml in DMSO oder der hochsten loslichen Konzentration als
maximale Priifkonzentration einer Priifchemikalie ein negatives Ergebnis auch dann akzeptabel ist, wenn die Zell-
viabilitdt iiber 90 % liegt.

Priifbericht

31. Der Priifbericht sollte folgende Angaben enthalten.
Priifchemikalie
Einkomponentiger Stoff:

— Chemische Bezeichnung, wie z. B. [IUPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAS-Nummer(n), SMILES- oder InChl-
Code, Strukturformel und/oder andere Kennungen;

— physikalisches Erscheinungsbild, log Kow, Loslichkeit in Wasser, Loslichkeit in DMSO, Molekulargewicht und
weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften, sofern verfiigbar;

— Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfiihrbar,
usw.;

— Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwdrmung, Zerkleinerung);
— gepriifte Konzentration(en);
— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar;

— Begriindung der Auswahl des Losungsmittels/Vehikels fir jede Priifchemikalie.
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Mehrkomponentiger Stoff, UVCB-Stoff und Gemisch

— Charakterisierung, so weit wie moglich, z. B. durch die chemische Zusammensetzung (siehe oben), Reinheit, das
quantitative Vorkommen und die relevanten physikalisch-chemischen Eigenschaften (siche oben) der einzelnen
Komponenten, soweit verfiigbar;

— physikalisches Erscheinungsbild, Loslichkeit in Wasser, Loslichkeit in DMSO und weitere relevante physikalisch-
chemische Eigenschaften, sofern verfiigbar;

— Molekulargewicht oder scheinbares Molekulargewicht im Fall von Gemischen/Polymeren mit bekannter Zusam-
mensetzung oder andere fir die Durchfithrung der Studie relevante Informationen;

— Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwdrmung, Zerkleinerung);
— gepriifte Konzentration(en);

— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar;

— Begriindung der Auswahl des Losungsmittels/Vehikels fiir jede Priifchemikalie.
Kontrollen

Positivkontrolle

— Chemische Bezeichnung, wie z. B. [IUPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAS-Nummer(n), SMILES- oder InChl-
Code, Strukturformel und/oder andere Kennungen;

— physikalisches Erscheinungsbild, log K, Loslichkeit in Wasser, Loslichkeit in DMSO, Molekulargewicht und
weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften, sofern verfiigbar und falls zutreffend;

— Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfihrbar,
usw.;

— Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwdrmung, Zerkleinerung);
— gepriifte Konzentration(en);
— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar;

— ggf. Verweis auf historische Ergebnisse von Positivkontrollen, die geeignete Akzeptanzkriterien fiir einen Test-
durchlauf dokumentieren.

Negativ- und Losungsmittel-/Vehikelkontrolle:

— Chemische Bezeichnung, wie z. B. [UPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAS-Nummer(n), SMILES- oder InChl-
Code, Strukturformel und/oder andere Kennungen;

— Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfiihrbar,
usw.;

— Aussehen, Molekulargewicht und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften, sofern andere Kontroll-
Losungsmittel/Vehikel als die in der Priifrichtlinie genannten verwendet werden und soweit verfiigbar;

— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar;

— Begriindung der Auswahl des Losungsmittels/Vehikels fir jede Priifchemikalie.
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Priifbedingungen:

— Name und Anschrift des Auftraggebers, der Priifanstalt und des Studienleiters;

— Beschreibung des verwendeten Tests;

— verwendete Zelllinie, zugehorige Lagerbedingungen und Quelle (z. B. Einrichtung, von der sie gewonnen wurden);

— die verwendete Durchflusszytometrie (z. B. Modell), einschlieflich der Geriteeinstellungen, Globulin, Antikorper
und verwendeten Zytotoxizititsmarker;

— das angewandte Verfahren zum Nachweis der Kompetenz des Labors bei der Durchfithrung des Tests durch
Priifen der Leistungsstoffe) und das angewandte Verfahren zum Nachweis der reproduzierbaren Leistung des Tests
im Zeitverlauf, z. B. historische Kontrolldaten und/oder Daten zu historischen Reaktivitatstests.

Validitdtskriterien

— Zellviabilitit, MFI- und RFI-Werte aus der Losungsmittel-/Vehikelkontrolle im Vergleich zu den Validititsberei-
chen;

— Zellviabilitit und RFI-Werte aus der Positivkontrolle im Vergleich zu den Validititsbereichen;
— Zellviabilitit aller gepriiften Konzentrationen der gepriiften Chemikalie.

Priifverfahren

— Anzahl der vorgenommenen Durchlaufe;

— Konzentrationen der Priifchemikalie, Applikationen und angewandte Expositionsdauer (falls von den Empfeh-
lungen abweichend)

— Beschreibung der angewandten Bewertungs- und Entscheidungskriterien;
— Beschreibung etwaiger Anderungen am Priifverfahren.
Ergebnisse

— Tabellierung der Daten, einschlieflich CV75 (falls anwendbar), individueller geometrischer MFI, RFI, Zellviabilitats-
werte, EC150/EC200-Werte (falls anwendbar) fiir die Priifchemikalie und fiir die Positivkontrolle in jedem Durch-
lauf und eine Anzeige der Einstufung der Priifchemikalie gemifs dem Vorhersagemodell;

— Beschreibung etwaiger sonstiger relevanter Beobachtungen, falls zutreffend.

Erorterung der Ergebnisse

— Erorterung der anhand der h-CLAT-Methode erhaltenen Ergebnisse;

— Analyse der Priifergebnisse im Rahmen eines IATA, sofern sonstige relevante Informationen vorliegen.

Schlussfolgerungen
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Anlage 1.1

DEFINITIONEN

Genauigkeit: Grad der Ubereinstimmung zwischen Priifergebnissen und anerkannten Referenzwerten. Die Genauigkeit ist
ein Mafl der Leistung der Priifmethode und ein Aspekt der ,Relevanz®. Der Begriff wird oft im Sinne von ,Uberein-
stimmung® verwendet und bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse einer Priifmethode (21).

AOP (Adverse Outcome Pathway): Abfolge von Vorgingen, ausgehend von der chemischen Struktur einer Zielche-
mikalie oder Zielgruppe dhnlicher Chemikalien, iber den molekularen auslésenden Vorgang bis hin zu einem In-vivo-
Ergebnis von Interesse (22).

Chemikalie: Stoff oder Gemisch.

CV75: Die geschitzte Konzentration, die 75 % Zellviabilitit zeigt.

EC150: die Konzentrationen, die die RFI-Werte von 150 in der CD86-Expression zeigen

EC200: die Konzentrationen, die die RFI-Werte von 200 in der CD54-Expression zeigen

Durchflusszytometrie: eine zytometrische Technik, bei der Zellen, die in einem Fluid suspendiert sind, einzeln durch
eine Lichtstrahl flieSen, das in fiir die Zellen und ihre Komponenten typischen Muster gestreut ist; Zellen werden hiufig
mit fluoreszierenden Markern gekennzeichnet, damit das Licht zuerst absorbiert und dann in gednderten Frequenzen
ausgestrahlt wird.

Gefahr: Inhirente Eigenschaft eines Stoffes oder einer Situation, potenziell schidigende Auswirkungen zu haben, wenn
ein Organismus, ein System oder eine (Teil-)Population diesem Stoff ausgesetzt ist.

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): Ein strukturierter Ansatz zur Gefahrenidentifizierung (Po-
tenzial), Gefahrencharakterisierung (Potenz) und/oder Sicherheitsbeurteilung (Potenzial/Potenz und Exposition) einer Che-
mikalie oder Gruppe von Chemikalien, der strategisch simtliche relevanten Daten fiir eine informierte regulatorische
Entscheidung hinsichtlich potenziellen Gefahren und/oder Risiken und/oder des Bediirfnisses weiterer gezielter und somit
minimaler Tests integriert und abwagt.

Mediumkontrolle: Ein unbehandeltes Replikat, das alle Komponenten eines Priifsystems enthilt. Diese Probe wird mit
priffchemikalienbehandelten Proben und anderen Kontrollproben mitgefithrt, um festzustellen, ob das Losungsmittel/Ve-
hikel mit dem Priifsystem interagiert.

Gemisch: Ein Gemisch oder eine Losung, die aus zwei oder mehreren Stoffen besteht.

Einkomponentiger Stoff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter Stoff, bei dem ein Hauptbestandteil
in einer Konzentration von mindestens 80 % w/w vorhanden ist.
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Mehrkomponentiger Stoff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter Stoff, bei dem mehr als ein
Hauptbestandteil in einer Konzentration von mindestens > 10 % w/w und < 80 % w/w vorhanden sind. Ein mehr-
komponentiger Stoff ist das Ergebnis eines Herstellungsprozesses. Der Unterschied zwischen einem Gemisch und einem
mehrkomponentigen Stoff besteht darin, dass ein Gemisch durch die Mischung von zwei oder mehr Stoffen ohne
chemische Reaktion entsteht. Ein mehrkomponentiger Stoff wird durch eine chemische Reaktion gebildet.

Positivkontrolle: Ein Replikat, das alle Komponenten eines Priifsystems enthilt und mit einem Stoff behandelt wird, der
bekanntermaflen eine positive Reaktion hervorruft. Um sicherzustellen, dass Abweichungen bei der Positivkontrollreaktion
im Zeitverlauf bewertet werden konnen, sollte die Reaktion nicht zu heftig sein.

Prihaptene: Chemikalien, die erst nach einer abiotischen Umwandlung zu Sensibilisatoren werden

Prohaptene: Chemikalien, die ihr Hautsensibilisierungspotenzial erst durch eine enzymatische Bioaktivierung erlangen

Relative Fluoreszenzintensitit (RFI): Relative Werte der geometrischen mittleren Fluoreszenzintensitit (MFI) in che-
misch behandelten Zellen im Vergleich zu MFI in mit Losungsmittel/Vehikel behandelten Zellen.

Relevanz: Beschreibung der Beziehung zwischen dem Test und der untersuchten Wirkung und ob der Test aussagekriftig
und niitzlich fiir einen bestimmten Zweck ist. Die Relevanz gibt an, inwieweit der Test die untersuchte biologische
Wirkung richtig misst oder vorhersagt. Sie beriicksichtigt auch die Genauigkeit (Ubereinstimmung) einer Priifmethode
(21).

Zuverlissigkeit: Ma der Reproduzierbarkeit einer Priifmethode innerhalb von und zwischen Laboratorien iiber einen
langeren Zeitraum und bei einheitlichem Protokoll. Die Zuverlassigkeit wird durch Berechnung der Intra- und Interlabor-
Reproduzierbarkeit und Intralabor-Wiederholbarkeit bewertet (21).

Durchlauf: Ein Durchlauf besteht aus einer oder mehreren hintereinander getesteten Priifchemikalien mit einer Losungs-
mittel-/Vehikelkontrolle und mit einer Positivkontrolle.

Sensitivitit: Der Anteil aller positiven/wirkungsvollen Chemikalien, die durch den Test korrekt eingestuft werden. Sie ist
ein Mafl der Genauigkeit eines Tests mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der Bewertung ihrer
Relevanz (21).

Firbepuffer: Eine mit Phosphat gepufferte Kochsalzlosung mit 0,1 % Rinderserumalbumin.

Losungsmittel-/Vehikelkontrolle: Eine unbehandelte Probe, die simtliche Komponenten eines Priifsystems enthilt, aufSer
der Priifchemikalie, aber einschlieflich des verwendeten Losungsmittels/Vehikels. Sie wird verwendet, um die Referenzre-
aktion fur die mit der Priifchemikalie behandelten Proben, die im selben Losungsmittel oder Vehikel aufgelost oder stabil
verteilt wurden, zu bestimmen. Wenn mit einer simultanen Medienkontrolle gepriift wird, zeigt diese Probe auflerdem, ob
das Losungsmittel oder Vehikel mit dem Priifsystem interagiert.
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Spezifitit: Der Anteil aller negativen/wirkungslosen Chemikalien, die durch die Priifmethode korrekt eingestuft werden.
Dies ist ein Mafy der Genauigkeit fur eine Priifmethode, die zu kategorischen Ergebnissen fithrt, und ein wichtiger Aspekt
bei der Beurteilung der Relevanz einer Priifmethode (21).

Stoff: Ein chemisches Element und seine Verbindungen im natiirlichen Zustand oder durch ein Produktionsverfahren, die
einen Zusatzstoff induzieren, der zur Erhaltung seiner Stabilitit erforderlich ist, sowie Verunreinigungen, die aus dem
verwendeten Prozess stammen, aber mit Ausnahme von Losungsmitteln, die getrennt sein konnen, ohne die Stabilitdt des
Stoffes zu beeintrichtigen oder seine Zusammensetzung zu dndern.

Priifchemikalie: Stoffe oder Gemische, die mit dieser Methode gepriift wurden.

Globales Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien der Vereinten Nationen
(UN-GHS): Ein System, das die Einstufung von Chemikalien (Stoffen und Gemischen) gemif normierten Typen und
Stufen physikalischer, gesundheitlicher und Umweltgefahren vorschldgt und entsprechende Kommunikationselemente wie
Piktogramme, Signalworter, Gefahrenberichte, Berichte zu Vorsichtsmaflnahmen und Sicherheitsdatenblitter anspricht,
damit Informationen zu Nebenwirkungen mit Blick auf den Schutz von Menschen (einschlieRlich Mitarbeitern, Arbeitern,
Logistikern, Verbrauchern und Ersthelfern) und der Umwelt zu tibermitteln (23).

UVCB: Stoffe mit unbekannter oder schwankender Zusammensetzung, komplexe Reaktionsprodukte oder biologische
Materialien.

Giiltiger Test: Ein Test, von der angenommen wird, dass sie iiber ein ausreichendes Maf§ an Relevanz und Zuverlassigkeit
fiir einen bestimmten Zweck verfugt und die auf wissenschaftlich bewahrten Prinzipien basieren. Ein Test ist niemals in
einem absoluten Sinn giiltig, sondern nur im Verhéltnis zu einem definierten Zweck (21).
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Anlage 1.2

LEISTUNGSSTOFFE

Vor der routinemifiigen Anwendung des in dieser Anlage zur Priifmethode B.71 beschriebenen Tests sollten Labors ihre
technische Leistungsfihigkeit demonstrieren, indem sie die erwartete h-CLAT-Vorhersage fiir die in Tabelle 1 empfohlenen
10 Leistungsstoffe korrekt ermitteln und die CV75-, EC150- und EC200-Werte, die in den betreffenden Referenzbereich
fallen, bei mindestens 8 der 10 Leistungsstoffe bestimmen. Diese Leistungsstoffe wurden so ausgewdhlt, dass sie die
Bandbreite von Reaktionen im Hinblick auf die Gefahr einer Hautsensibilisierung reprasentieren. Weitere Auswahlkriterien
betrafen die Erhaltlichkeit der Chemikalien im Handel, die Verfiigbarkeit hochwertiger In-vivo-Referenzdaten und die
Verfiigbarkeit hochwertiger In-vitro-Daten aus der h-CLAT-Priifmethode. Auferdem sind veroffentlichte Referenzdaten fiir

die h-CLAT-Methode verfiigbar (3) (14).

Tabelle 1

Empfohlene Stoffe zum Nachweis der technischen Leistungsfihigkeit mit der h-CLAT-Methode

. h-CLAT-Ergeb-

Aggre- CV75 Refe- %SL(‘:“DT!;?%EE‘;‘;;? nisse fiir CD54

Leistungsstoffe CAS-Nr. gat-zu- | In-vivo-Vorhersage () | renz Bereich Referenzbereich in (EC200-Referenz-
stand in pg/ml (?) ml) () bereich in
He pg/ml) ()

2,4-Dinitrochlorbenzol 97-00-7 fest Sensibilisator (ex- 2-12 positiv (0,5-10) | positiv (0,5-15)

trem)

4-Phenylenediamin 106-50-3 fest Allergen (stark) 5-95 positiv (< 40) negativ
> 150

Nickelsulfat 10101-97-0 | fest Allergen (mafig) 30-500 positiv (< 100) | positiv (10-100)

2-Mercaptbenzothiazol 149-30-4 fest Allergen (mifig) 30-400 | negativ (> 10) (}) | positiv (10-140)

R(+)-Limonen 5989-27-5 | fliissig | Allergen (schwach) > 20 negativ (> 5) (}) | positiv (< 250)

Imidazolidinylharnstoff 39236-46-9 | fest Sensibilisator 25-100 positiv (20-90) | positiv (20-75)

(schwach)

Isopropanol 67-63-0 fliussig | Nichsensibilisa-tor | > 5000 | negativ (> 5 000) negativ
(> 5 000)
Glyzerin 56-81-5 flissig | Nichtsensibilisa-tor | > 5000 | negativ (> 5 000) negativ
(> 5 000)

Milchsdure 50-21-5 flilssig | Nichsensibilisa-tor | 1500-500- | negativ (> 5000) | negativ (> 5000)

0
4-Aminobenzoesiure 150-13-0 fest Nichsensibilisa-tor > 1000 | negativ (> 1 000) | negativ (> 1000)

Abkiirzungen: CAS-Nr. = Registernummer des Chemical Abstracts Service
(") Die In-vivo-Gefahren- und (Potenz-)Vorhersagen basieren auf Daten des LLNA (3) (14). Die In-vivo-Potenz wird unter Anwendung der von
ECETOC vorgeschlagenen Kriterien abgeleitet (24).

(?) Gestiitzt auf historische beobachtete Werte (13) (25).

(’) Historisch gesehen wurde eine Mehrzahl von negativen Ergebnissen fiir diesen Marker erhalten und deshalb ist ein negatives Ergebnis zu
erwarten. Der vorgegebene Bereich wurde auf Basis der wenigen beobachteten historischen positiven Ergebnisse definiert. Falls ein positives
Ergebnis ermittelt wird, sollte der EC-Wert innerhalb des eingetragenen Referenzbereichs liegen.
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Anlage 2

IN-VITRO-HAUTSENSIBILISIERUNG: U937-AKTIVIERUNGSTEST MIT ZELLLINIEN (U-SENS™)
AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

1. Der U-SENS™.-Test quantifiziert die Anderungen der Expression von Zelloberflichenmarkern in Zusammenhang mit
dem Aktivierungsprozess von Monozyten und dendritischen Zellen (DC) (d. h. CD86) in der humanen histiozytiren
Lymphom-Zelllinie U937 nach einer Exposition gegeniiber Allergenen (1). Die gemessenen Expressionswerte des
Zelloberflichenmarkers CD86 in der Zelllinie U937 werden dann zur Unterstiitzung der Unterscheidung zwischen
Hautallergenen und Nichtsensibilisatoren verwendet.

2. Der U-SENS™-Test wurde in einer von L‘Oreal koordinierten Validierungsstudie (2) und anschliefend in einer
unabhingigen Begutachtung durch den EURL ECVAM wissenschaftlichen beratenden Ausschuss (ESAC) (3) des
Referenzlabors der europdischen Union fiir Alternativen zu Tierversuchen (EURL ECVAM) bewertet. Unter Beriick-
sichtigung samtlicher verfiigbarer Nachweise und Informationen von Behérden und Interessentrigern wurde U-
SENS™ von EURL ECVAM (4) empfohlen, um als Teil eines IATA verwendet zu werden, um die Unterscheidung
zwischen Allergenen und Nichtsensibilisatoren zum Zweck der Gefahreneinstufung und Etikettierung zu unterstiitzen.
In ihrem Leitfaden zur Berichterstattung strukturierter Ansitze zur Datenintegration und individuellen Informations-
quellen, die innerhalb von IATA fir die Hautsensibilisierung verwendet werden, diskutiert die OECD derzeit eine
Anzahl an Fallstudien, die verschiedene Teststrategien und Vorhersagemodelle beschreiben. Einer der anders definier-
ten Ansitze basiert auf dem U-SENS-Test (5). Beispiele fiir die Verwendung der U-SENS™-Daten in Kombination mit
anderen Informationen, einschlieflich historischer Daten und vorhandener giiltiger menschlicher Daten (6), werden
auch an anderer Stelle in der Literatur aufgefiihrt (4) (5) (7).

3. Der U-SENS™-Test erwies sich als iibertragbar auf Labore mit Erfahrung auf dem Gebiet der Zellkulturtechniken und
der Durchflusszytometrieanalyse haben. Der Grad der Reproduzierbarkeit, der bei der Priifmethode erwartet werden
kann, liegt in der Grofenordnung von 90 % und 84 % innerhalb und zwischen Labors (8). Die Ergebnisse der
Validierungsstudie (8) und veroffentlichter Studien (1) weisen insgesamt darauf hin, dass die Genauigkeit bei der
Unterscheidung von Hautsensibilatoren (d. h. UN-GHS-/CLP-Kategorie 1) gegeniiber Nichtsensibilisatoren 86 % (N =
166) bei einer Empfindlichkeit von 91 % (118/129) und einer Spezifitit von 65 % (24/37) im Vergleich zu den
Ergebnissen des LLNA betrigt. Verglichen mit menschlichen Ergebnissen betrigt die Genauigkeit bei der Unterschei-
dung von Hautallergenen (d. h. UN-GHS/CLP Kat.1) von Nichtsensibilisatoren 77 % (N = 101) mit einer Sensitivitit
von 100 % (58/58) und einer Spezifitit von 47 % (20/43). Im Vergleich zu LLNA ist bei falsch negativen Vorher-
sagen mit dem U-SENS™ die Chance grofer, dass Chemikalien mit geringer bis mittlerer Hautsensibilisierungspotenz
betroffen sind (d. h. UN-GHS/CLP-Unterkategorie 1B), als Chemikalien mit hoher Hautsensibilisierungspotenz (d. h.
UN-GHS/CLP-Unterkategorie 1A) (1) (8) (9). Zusammenfassend geben diese Informationen an, wie niitzlich sich der
U-SENS™-Test bei der Beteiligung an der Identifikation von Hautsensibilisierungsgefahren erweist. Jedoch sind die
Genauigkeitswerte, die hier fiir U-SENS™ als eigenstindiger Test angegeben werden, lediglich als Anhaltspunkte zu
betrachten, da die Priifmethode in Kombination mit anderen Informationsquellen im Rahmen eines IATA sowie
gemifl den Bestimmungen unter Nummer 7 und 8 der allgemeinen Einleitung betrachtet werden sollte. Dariiber
hinaus sollte bei der Bewertung von Priifmethoden zur Hautsensibilisierung ohne Tierversuche beachtet werden, dass
der LLNA-Test sowie andere Tierversuche die Situation bei Menschen nicht vollstindig widerspiegeln.

4. Auf der Basis der aktuell verfigbaren Daten wurde gezeigt, dass der U-SENS™-Test auf Priifchemikalien angewandt
werden kann (einschlieBlich Zutaten von Kosmetika, z. B. Konservierungsmittel, Tenside, Aktivstoffe, Farbstoffe), die
eine Vielfalt an organischen Funktionsgruppen, physikalisch-chemischen Eigenschaften, Hautsensibilisierungspotenzial
(wie in In-vivo-Studien festgelegt) und das Spektrum der Wirkmechanismen, das fiir seine Assoziation mit der
Hautsensibilisierung bekannt ist, abdecken (d. h. Michael-Akzeptor, Schiff-Basisbildung, Acyliibertragungsmittel, Sub-
stitution nukleophil bimolekular [SN2] oder nukleophile aromatische Substitution [SNAr]) (1) (8) (9) (10). Der U-
SENS™-Test gilt fir Priifchemikalien, die loslich sind oder eine stabile Dispersion (d. h. ein Kolloid oder eine
Suspension, in denen die Priiffchemikalie sich nicht absetzt oder vom Losungsmittel/Vehikel in verschiedene Phasen
trennt) in einem geeigneten Losungsmittel/Vehikel bilden (siehe Abschnitt 13). Im Datensatz eingetragene Chemika-
lien, die Prihaptene (d. h. durch Oxidierung aktivierte Stoffe) oder Prohaptene (d. h. Stoffe, die eine enzymatische
Aktivierung erfordern, wie beispielsweise {iber P450-Enzyme) sind, wurden von U-SENS™ korrekt vorhergesagt (1)
(10).Membranschidigende
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Stoffe konnen aufgrund einer nichtspezifischen Erhohung der CD86-Expression zu falsch positiven Ergebnissen
fithren, da 3 von 7 falsch positiven Ergebnissen in Bezug auf die In-vivo-Referenzeinstufung Tenside waren (1).
Solche positiven Ergebnisse mit Tensiden sollen mit Vorsicht betrachtet werden, wihrend negative Ergebnisse mit
Tensiden weiterhin genutzt werden konnen, um die Identifizierung der Priifchemikalie als Nichtsensibilisator zu
unterstiitzen. Fluoreszierende Priffchemikalien konnen mit U-SENS™ (1) bewertet werden. Dennoch beeintrichtigen
stark fluoreszierende Priifchemikalien, die mit derselben Wellenlinge ausstrahlen wie Fluorescein-Isothiocyanat (FITC)
oder Propidiumjodid (PI) die durchflusszytometrische Erkennung und konnen daher nicht korrekt mithilfe von mit
FITC-konjugierten Antikorpern (potenziell falsch negativ) oder PI (Viabilitit nicht messbar) bewertet werden. In einem
solchen Fall konnen andere mit Fluorochrom markierte Antikorper bzw. andere Zytotoxizititsmarker verwendet
werden, solange aufgezeigt werden kann, dass sie dhnliche Ergebnisse liefern wie die mit FITC markierten Antikorper
oder PI (siche Abschnitt 18), z. B. durch Testen der Leistungsstoffe in Anlage 2.2. Angesichts der vorstehenden
Ausfithrungen sollten positive Ergebnisse mit Tensiden und negative Ergebnisse mit stark fluoreszierenden Priifche-
mikalien im Kontext der angegebenen Grenzen und in Verbindung mit anderen Informationsquellen im Rahmen von
IATA interpretiert werden. In Fillen, in denen die Nichtanwendbarkeit des U-SENS™-Tests bei anderen spezifischen
Kategorien von Priifchemikalien nachgewiesen wird, sollte sie bei diesen spezifischen Kategorien nicht verwendet
werden.

5. Der U-SENS™-Test unterstiitzt, wie bereits oben erwihnt, die Unterscheidung zwischen Hautallergenen und Nicht-
sensibilisatoren. Er kann jedoch bei Verwendung im Rahmen von integrierten Ansitzen wie IATA moglicherweise
auch zur Bewertung der Sensibilisierungspotenz beitragen. Es sind allerdings weitere Untersuchungen erforderlich,
vorzugsweise auf der Grundlage von Humandaten, um herauszufinden, inwieweit die Ergebnisse von U-SENS™
moglicherweise zur Potenzbewertung herangezogen werden kénnen.

6. Definitionen sind Anlage 2.1 zu entnehmen.

Prinzip Der Priifmethode

7. Der U-SENS™-Test ist ein In-vitro-Test, der Anderungen der Expression von CD86-Zelloberflichenmarkern auf einer
humanen histiozytiren Lymphom-Zelllinie, U937-Zellen, nach einer Exposition von 45 + 3 Stunden gegeniiber der
Priffchemikalie quantifiziert. Der Oberflichenmarker CD86 ist ein typischer Marker der U937-Aktivierung. CD86 ist
dafiir bekannt, ein ko-stimulierendes Molekiil zu sein, das eine monozytische Aktivierung nachahmen kann, die eine
wichtige Rolle beim T-Zellen-Priming spielt. Die Anderungen der Expression von Oberflichenmarkern von CD86
werden anhand der Durchflusszytometrien nach einer Zellfirbung, die typischerweise mit Antikorpern erfolgt, die mit
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) markiert wurden, gemessen. Die Zytotoxizititsmessung wird ebenfalls zur gleichen
Zeit durchgefiihrt (z. B. durch die Verwendung von PI), um zu beurteilen, ob die Hochregulierung der Expression von
CD86-Zelloberflichenmarkern bei Konzentrationen unterhalb des zytotoxischen Werts auftritt. Der Stimulationsindex
(S.I) des CD86-Zelloberflichenmarkers im Vergleich zur Losungsmittel-/Vehikelkontrolle wird berechnet und im
Vorhersagemodell verwendet (siche Abschnitt 19), um die Unterscheidung zwischen Allergenen und Nichsensibili-
satoren zu unterstiitzen.

Nachweis Der Kompetenz

8. Vor der routinemifigen Verwendung des unter dieser Anlage zur Priifmethode B.71 beschriebenen Tests sollten
Laboratorien ihre technische Kompetenz anhand der zehn in Anlage 2.2 aufgefithrten Leistungsstoffe in Uberein-
stimmung mit bewéhrten In-vitro-Verfahren nachweisen (11). Dariiber hinaus sollten Testbenutzer eine historische
Datenbank der mit den Reaktivitdtstests (sieche Abschnitt 11) und mit den positiven and Losungsmittel-/Vehikel-
kontrollen (siche Abschnitte 15-16) erzeugten Daten pflegen und diese Daten nutzen, um zu bestitigen, dass die
Reproduzierbarkeit des Tests in ihrem Labor mit der Zeit aufrechterhalten wird.

Verfahren

9. Dieser Test basiert auf dem U-SENS™ DataBase-Dienst zu Alternativmethoden fiir Tierversuche (DB-ALM) Protokoll
Nr. 183 (12). Die Standardarbeitsanweisungen (SOP) sollten bei der Umsetzung und Verwendung des U-SENS™-Tests
im Labor angewandt werden. Es kann ein automatisiertes System zur Durchfithrung von U-SENS™ verwendet
werden, wenn aufgezeigt werden kann, dass es dhnliche Ergebnisse liefert, beispielsweise durch Testen der Leistungs-
stoffe in Anlage 2.2. Nachfolgend werden die wichtigsten Komponenten und Verfahren fir den U-SENS™-Test
beschrieben.
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Vorbereitung der Zellen

10. Die humane histiozytire Lymphom-Zelllinie U937 (13) sollte zur Durchfithrung des U-SENS™-Tests verwendet
werden. Zellen (Klon CRL1593.2) sollten aus einer gut qualifizierten Zellbank wie der American Type Culture
Collection entnommen werden.

11. U937-Zellen werden bei 37 °C unter 5% CO, und einer befeuchteten Atmosphéren in einem mit 10 % fetales
Kilberserum (FCS), 2 mM L-Glutamin, 100 Einheiten/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin angereicherten
RPMI-1 640-Medium (vollstindiges Medium) kultiviert. U937-Zellen werden regelmifig alle 2-3 Tage bei einer
Dichte von 1,5 bzw. 3 x 10° Zellen/ml passagiert. Die Zelldichte sollte 2 x 10° Zellen/ml nicht iiberschreiten
und die Zellviabilitit, die anhand des Trypanblau-Ausschlusses gemessen wird, sollte > 90 % betragen (nach dem
Auftauen nicht an der ersten Passage anwenden). Vor ihrer Verwendung zu Testzwecken sollte jede Charge von
Zellen, FCS oder Antikorpern qualifiziert werden, indem ein Reaktivitdtstest durchgefithrt wird. Der Reaktivititstest
der Zellen sollte mithilfe der Positivkontrolle, Picrylsulfonsiure (2,4,6-Trinitrobenzolsulfonsdure: TNBS) (CASRN
2 508-19-2, > 99 % Reinheit) und der Negativkontrolle Milchsdure (LA) (CASRN 50-21-5, > 85 % Reinheit) min-
destens eine Woche nach dem Auftauen durchgefithrt werden. Beim Reaktivititstest sollten sechs endgiiltige Kon-
zentrationen fiir jede der 2 Kontrollen gepriift werden (TNBS: 1, 12,5, 25, 50, 75, 100 pg/ml und LA: 1, 10, 20, 50,
100, 200 pg/ml). In vollstindigem Medium gel6ste TNBS sollte eine positive und von der Konzentration abhingige
Wirkung auf CD86 zeigen (z. B. wenn auf eine positive Konzentration, CD86 S.I. > 150, eine Konzentration mit
steigendem CD86 S.I folgt), und in vollstindigem Medium geldste LA sollte eine negative Wirkung auf CD86 zeigen
(siehe Abschnitt 21). Nur die Chargen von Zellen, welche den Reaktivititstest zwei Mal bestanden haben, diirfen fur
den Test verwendet werden. Zellen konnen bis zu sieben Wochen nach dem Auftauen gewonnen werden. Die
Anzahl an Passagen sollte 21 nicht iibersteigen. Der Reaktivititstest sollte gemdfl den in den Abschnitten 18-22
beschriebenen Verfahren durchgefiihrt werden.

12. Zur Priifung werden die U937-Zellen bei einer Dichte von entweder 3 x 10° Zellen/ml oder 6 x 10° Zellen/ml
ausgesit und in Kulturkolben 2 bzw. 1 Tag lang vorgeziichtet. Andere vorgeziichtete Bedingungen als diejenigen, die
oben beschrieben werden, konnen verwendet werden, wenn eine ausreichende wissenschaftliche Begriindung vorliegt
und wenn gezeigt werden kann, dass dhnliche Ergebnisse geliefert werden, beispielsweise durch Testen der Leistungs-
stoffe in Anlage 2.2. Am Testtag werden die Zellen, die aus dem Kulturkolben geerntet wurden, mit einem frischen
Kulturmedium mit 5 x 10° Zellen/ml neu angesetzt. Dann werden die Zellen in einer flachen Platte mit 96 Mulden
mit 100 pl verteilt (endgiiltige Zelldichte von 0,5 x 10° Zellen/Mulde).

Vorbereitung der Priifchemikalien und Kontrollstoffe

13. Die Beurteilung der Loslichkeit wird vor dem Test vorgenommen. Zu diesem Zweck werden die Priifchemikalien bei
einer Konzentration von 50 mg/ml in vollstindigem Medium als erste Losungsmitteloption oder Dimethylsulfoxid
(DMSO,> 99 % Reinheit) als zweite Losungsmittel-/Vehikeloption gelost oder stabil verteilt, wenn die Priifchemikalie
nicht im Losungsmittel/Vehikel des vollstindigen Mediums loslich ist. Beim Test wird die Priifchemikalie auf eine
endgiiltige Konzentration von 0,4 mg/ml im vollstindigen Medium gelost, wenn die Chemikalie in diesem Losungs-
mittel/Vehikel 16slich ist. Wenn die Chemikalie nur in DMSO 16slich ist, wird die Chemikalie bei einer Konzentration
von 50 mg/ml gelost. Andere als die oben beschriebenen Losungsmittel/Vehikel konnen verwendet werden, wenn
eine ausreichende wissenschaftliche Begriindung gegeben ist. Die Stabilitit der Priifchemikalie im endgiiltigen Lo-
sungsmittel/Vehikel sollte beriicksichtigt werden.

14. Die Priifchemikalien sowie die Kontrollstoffe werden am Tag des Tests vorbereitet. Da kein Test zur Dosisfindung
durchgefiihrt wird, sollten fiir den ersten Durchlauf 6 endgiiltige Konzentrationen (1, 10, 20, 50, 100 und 200
pg/ml) im entsprechenden Losungsmittel/Vehikel entweder in vollstindigem Medium oder in 0,4 % DMSO im
Medium gepriift werden. Bei den nachfolgenden Durchldufen sollten, ausgehend von den 0,4 mg/ml im vollstindigen
Medium oder 50 mg/ml in DMSO-Losungen der Priifchemikalie, mindestens 4 Arbeitslosungen mithilfe des ent-
sprechenden Losungsmittels/Vehikels vorbereitet werden (d. h. mindestens 4 Konzentrationen). Die Arbeitslosungen
werden schliefflich fiir die Behandlung verwendet, indem eine gleiche Menge der U937-Zellsuspension (siche Ab-
schnitt 11 oben) zum Volumen der Arbeitslosung in der Platte hinzugefiigt wird, um eine weitere zweifache Ver-
dinnung zu erhalten (12). Die Konzentrationen (mindestens 4 Konzentrationen) fiir weitere Durchldufe werden auf
der Grundlage der individuellen Ergebnisse simtlicher vorheriger Durchliufe gewihlt (8). Die nutzbaren endgiiltigen
Konzentrationen sind 1, 2, 3, 4, 5, 7.5, 10, 12.5, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140,
160, 180 und 200 pg/ml. Die hochste endgiiltige Konzentration betragt 200 pg/ml.Wenn ein CD86 positiver Wert
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bei 1 pg/ml beobachtet wird, dann werden 0,1 pg/ml bewertet, um die Konzentration der Priifchemikalie zu finden,
die CD86 nicht tiber dem positiven Schwellenwert induziert. Bei jedem Durchlauf wird der EC150 (Konzentration,
bei der eine Chemikalie den positiven Schwellenwert fiir CD86 von 150 % erreicht, siche Abschnitt 19) berechnet,
falls eine positive Konzentrationswirkung fiir CD86 beobachtet wird. Wo die Priifchemikalie eine positive CD86-
Wirkung induziert, die nicht von der Konzentration abhdngig ist, ist eine Berechnung von EC150 eventuell nicht
relevant, wie dies im U-SENS™ DB-ALM Protokoll Nr. 183 (12) beschrieben wird. Bei jedem Durchlauf wird CV70
(Konzentration, bei der eine Chemikalie die Zytotoxizititsschwelle von 70 % erreicht, siehe Abschnitt 19) wo immer
moglich berechnet (12). Um den Konzentrationswirkungseffekt der CD86-Steigung zu untersuchen sollten Konzen-
trationen aus den verwendbaren Konzentrationen gleichmifSig zwischen EC150 (oder der hochsten CD86 negativen,
nicht zytotoxischen Konzentration) und CV70 (oder der hochsten zulissigen Konzentration, d. h. 200 pg/ml) verteilt
gewihlt werden. Es sollten pro Durchlauf mindestens 4 Konzentrationen gepriift werden, wobei zu Vergleichszwe-
cken mindestens 2 Konzentrationen mit den vorherigen Durchldufen iibereinstimmen sollten.

15. Die im U-SENS™-Test verwendete Losungsmittel-/Vehikelkontrolle ist ein vollstindiges Medium (fur geloste oder
stabil im vollstindigen Medium verteilte Priifchemikalien) (siche Abschnitt 4) oder 0,4 % DMSO in vollstindigem
Medium (fiir in DMSO geloste oder stabil verteilte Priifchemikalien).

16. Die im U-SENS™-Test verwendete Positivkontrolle ist TNBS (siche Abschnitt 11), die in vollstindigem Medium
vorbereitet wird. TNBS sollte als Positivkontrolle fiir die CD86-Expressionsmessung mit einer endgiiltigen einzelnen
Konzentration in der Platte (50 pg/ml) verwendet werden, die > 70 % der Zellviabilitit erbringt. Um eine Konzen-
tration von 50 pg/ml TNBS in der Platte zu erhalten, wird eine Stammlosung von 1M (d. h. 293 mg/ml) TNBS im
vollstindigen Medium vorbereitet und 2 930-fach mit dem vollstindigen Medium in einer Arbeitslésung von 100
pg/ml verdiinnt. Milchsdure (LA, CAS 50-21-5) sollte bei 200 pg/ml in vollstindigem Medium gelost als Negativ-
kontrolle verwendet werden (von einer Stammlosung von 0,4 mg/ml). In jeder Platte jedes Durchlaufs werden drei
Replikate der unbehandelten Kontrolle, Losungsmittel-/Vehikelkontrolle, Positiv- und Negativkontrollen im vollstin-
digen Medium vorbereitet (12). Andere geeignete Positivkontrollen konnen verwendet werden, sofern historische
Daten fiir die Ableitung vergleichbarer Akzeptanzkriterien fir einen Testdurchlauf zur Verfiigung stehen. Die
Akzeptanzkriterien des Durchlaufs entsprechen denen, die fiir die Priifchemikalie beschrieben wurden (siche Ab-
schnitt 12).

Applikation der Priifchemikalien und Kontrollstoffe

17. Die Losungsmittel-/Vehikelkontrolle oder die Arbeitslosungen, die in den Abschnitten 14-16 beschrieben werden,
werden 1:1 (v/v) mit den in der flachen Platte mit 96 Mulden vorbereiteten Zellsuspensionen gemischt (siche
Abschnitt 12). Die behandelten Platten werden dann 45 + 3 Stunden bei 37 °C unter 5 % CO, inkubiert. Vor der
Inkubation werden die Platten mit einer semipermeablen Membran versiegelt, um eine Verdampfung von fliichtigen
Priffchemikalien und eine Kreuzkontaminierung zwischen den mit den Priifchemikalien behandelten Zellen zu ver-
meiden (12).

Zellfirbung

18. Nach einer Expositionszeit von 45 £ 3 Stunden werden die Zellen in eine V-formige Mikrotiterplatte iibertragen und
durch Zentrifugierung gesammelt. Die Loslichkeitsinterferenz ist definiert als Kristalle oder Tropfen, die 45 £ 3
Stunden nach der Behandlung (vor der Zellfirbung) unter dem Mikroskop beobachtet werden. Die Tenside werden
entsorgt und die verbleibenden Zellen werden einmal mit 100 pl eiskalter mit Phosphat gepufferter Kochsalzlosung
(PBS) mit 5 % fetalem Kilberserum (Firbepuffer) gewaschen. Nach der Zentrifugierung werden die Zellen mit 100 pl
Firbepuffer resuspensiert und mit 5 pl (z. B. 0,25 pg) mit FITC markierten anti-CD86- oder Maus-IgG1-Antikorpern
(Isotyp) bei 4 °C 30 Minuten lang vor Licht geschiitzt. Die im U-SENS™ DB-ALM Protokoll Nr. 183 (12) beschrie-
benen Antikorper sollten verwendet werden (fiir CD86: BD-PharMingen #5556 57 Klon: Fun-1, oder Caltag/Invi-
trogen # MHCD8601 Klon: BU63; und fiir IgG1: BD-PharMingen #5557 48, oder Caltag/Invitrogen # GM4992).
Nach Erfahrung der Testentwickler ist die Fluoreszenzintensitit der Antikorper normalerweise zwischen verschiede-
nen Chargen konsistent. Andere Klone oder Lieferanten der Antikorper, welche den Reaktivititstest bestanden haben,
konnen fur den Test verwendet werden (siche Abschnitt 11). Benutzer konnen jedoch erwigen, die Antikorper unter
den Bedingungen im eigenen Labor zu titrieren, um die beste Gebrauchskonzentration zu definieren. Andere Er-
kennungssystem, z. B.mit Fluorochrom markierte anti-CD86-Antikorper, konnen verwendet werden, wenn gezeigt
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werden kann, dass sie dhnliche Ergebnisse wie mit FITC konjugierte Antikorper liefern, beispielsweise durch Testen
der Leistungsstoffe in Anlage 2.2. Die Zellen werden zweimal mit 100 pl Firbepuffer und einmal mit 100 pl einer
eiskalten PBS gewaschen und anschlieend in eiskalter PBS resuspensiert (z. B. 125 pl fiir Proben, die manuell
Rohrchen fiir Rohrchen analysiert werden, oder 50 pl mithilfe einer Autosampler-Platte) und PI-Losung wird hin-
zugefiigt (endgiiltige Konzentration von 3 pg/ml). Andere Zytotoxizititsmarker wie 7-Aminoactinomycin D (7-AAD)
oder Trypanblau konnen verwendet werden, wenn gezeigt werden kann, dass die alternativen Farbstoffe dhnliche
Ergebnisse liefern wie PI, zum Beispiel durch Testen der Leistungsstoffe in Anlage 2.2.

Durchflusszytometrieanalyse

19. Die Expressionswerte von CD86 und die Zellviabilitit werden mithilfe der Durchflusszytometrie analysiert. Zellen
werden in einem Grofen- (FSC) und Granularitits- (SSC) Dot-Plot angezeigt, der auf eine log-Skala eingestellt ist, um
die Population eindeutig in einem ersten Gate R1 zu identifizieren und die Verschmutzung zu beseitigen. Fiir jede
Mulde wird eine Sollgesamtmenge von 10 000 Zellen in Gate R1 aufgenommen. Zellen vom selben R1-Gate werden
in einem FL3- oder FL4 | SSC-Dot-Plot angezeigt. Lebensfihige Zellen werden dargestellt, indem ein zweites Gate R2
platziert wird, das die Population von Propidiumjodid-negativen Zellen auswihlt (FL3- oder FL4-Kanal). Die Zell-
viabilitdt kann anhand der folgenden Gleichung tiber das Zytometeranalyseprogramm berechnet werden. Wenn die
Zellviabilitdt gering ist, konnten bis zu 20 000 Zellen einschlieflich toter Zellen aufgenommen werden. Alternativ
konnen die Daten eine Minute nach der Einleitung der Analyse aufgenommen werden.

e Anzahl der lebenden Zellen
Zellviabilitat = x 100
Gesamitzahl der aufgenommenen Zellen

Die Prozentzahl der FL1-positiven Zellen wird dann unter diesen lebensfihigen Zellen gemessen, die in R2 einge-
schlossen sind (innerhalb von R1). Die Zelloberflichenexpression von CD86 wird in einem FL1- | SSC-Dot-Plot
analysiert, das auf lebensfahigen Zellen eingeschlossen ist (R2).

Bei den vollstindiges Medium/IgG1-Mulden befindet sich der Analysemarker in der Nihe der Hauptpopulation,
sodass die Kontrollen des vollstindigen Mediums einen IgG1 im Sollbereich von 0,6 bis 0,9 % aufweisen.

Die Farbinterferenz wird definiert als eine Verlagerung des mit FITC markierten IgG1l-Dot-Plots (IgGl FL1 geo.
Mittelw. S.I. > 150 %).

Der Stimulationsindex (S.I) von CD86 fiir Kontrollzellen (unbehandelt oder in 0,4 % DMSO) und chemisch be-
handelte Zellen wird gemif§ der folgenden Gleichung berechnet:

G — % von CD86 " behandelte Zellen — % von IgG1 *behandelte Zellen

100
% von CD86+Kontrollzellen — % von IgG1+Kontrollzellen

% von IgG1" unbehandelte Kontrollzellen: bezeichnet als Prozentzahl der FL1-positiven IgG1-Zellen, die mit dem
Analysemarker (zuldssiger Bereich von > 0,6 % und < 1,5 %, sieche Abschnitt 22) unter den lebensfihigen unbe-
handelten Zellen definiert wurden.

% von IgG17/CD86" Kontrolle/behandelte Zellen: bezeichnet als Prozentzahl von FL1-positiven IgG1/CD86-Zellen,
die ohne Verlagerung des Analysemarkers unter den lebensfihigen Kontroll-/behandelten Zellen gemessen werden.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Datenauswertung

20. Die folgenden Parameter werden im U-SENS™-Test berechnet: CV70-Wert, d. h. eine Konzentration, die 70 % des
U937-Zelliiberlebens (30 % Zytotoxizitdt) zeigt, und der EC150-Wert, d. h. die Konzentration, bei der die Priif-
chemikalien einen CD86-Stimulationsindex (S.I) von 150 % induzierten.
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CV70 wird anhand der log-linearen Interpolation mithilfe der folgenden Gleichung berechnet:
CV70 = C1 + [(V1 - 70) [ (V1 = V2) * (C2 - C1)]

Dabei gilt:

V1 ist der Mindestwert der Zellviabilitit tiber 70 %

V2 ist der Hochstwert der Zellviabilitit unter 70 %

C1 und C2 sind die Konzentrationen, die den Wert der Zellviabilitdt V1 bzw. V2 zeigen.

[ % Viabilitat (Mittelwert)
1 ",
B .
W ..,
v * Dosis [pg/mL)
[0 S St | I ]

Weitere Ansdtze zur Ableitung von CV70 kénnen angewandt werden, solange demonstriert wird, dass dies keinen
Einfluss auf die Ergebnisse hat (z. B. durch Testen der Leistungsstoffe).

EC150 wird anhand der log-linearen Interpolation mithilfe der folgenden Gleichung berechnet:
EC150 = C1 + [(150 — S.L1) | (SL2 — S.L1) * (C2 — C1)]

Dabei gilt:

C1 ist die hochste Konzentration in pg/ml mit einem CD86 S.I. < 150 % (S.I. 1)

C2 ist die niedrigste Konzentration in pg/ml mit einem CD86 S.I. > 150 % (S.I. 2)

| cogeTa o1
&

$D -
170
$I1 -

-
Dosis [ag/mL)

v
Cl EC170 O

Die EC150- und CV70-Werte wurden fiir jeden

— Durchlauf berechnet: die individuellen EC150- und CV70-Werte wurden als Werkzeuge zur Untersuchung des
Konzentrationswirkungseffekts der CD86-Steigung verwendet (siche Abschnitt 14),

— gestiitzt auf die durchschnittlichen Lebensfihigkeiten wird der CV70-Gesamtwert bestimmt (12),

— gestiitzt auf die durchschnittlichen S.I. der CD86-Werte wird der EC150-Gesamtwert fiir die mit U-SENS™ als
POSITIV vorhergesagte Priifchemikalie bestimmt (siche Abschnitt 21) (12).
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Vorhersagemodell

21. Bei der CD86-Expressionsmessung wird jede Priifchemikalie in mindestens vier Konzentrationen und in mindestens
zwei unabhingigen Durchldufen gepriift (an unterschiedlichen Tagen durchgefithrt), um eine einzelne Vorhersage
abzuleiten (NEGATIV oder POSITIV).

— Die individuelle Schlussfolgerung eines U-SENS™-Durchlaufs wird als Negativ (nachfolgend als ,N“ bezeichnet)
angesehen, wenn der S.I. von CD86 bei allen nicht-zytotoxischen Konzentrationen weniger als 150 % betragt
(Zellviabilitit > 70 %) und wenn keine Beeintrichtigung beobachtet wird (Zytotoxizitit, Loslichkeit: siehe Ab-
schnitt 18 oder Farbe: siche Abschnitt 19 unabhingig der nicht-zytotoxischen Konzentrationen, bei denen die
Beeintrichtigung erkannt wird). In allen anderen Fillen: S.I. von CD86 hoher als oder gleich 150 % und/oder
Beeintrichtigungen beobachtet, dann wird die individuelle Schlussfolgerung eines U-SENS™-Durchlaufs als Positiv
(nachfolgend als ,P“ bezeichnet) angesehen.

— Eine U-SENS™-Vorhersage wird als NEGATIV angesehen, wenn mindestens zwei unabhingige Durchldufe negativ
(N) sind (Abbildung 1). Wenn die ersten zwei Durchldufe beide negativ (N) sind, dann wird die U-SENS™.-
Vorhersage als NEGATIV angesehen und ein dritter Durchlauf ist nicht erforderlich.

— Eine U-SENS™-Vorhersage wird als POSITIV angesehen, wenn mindestens zwei unabhingige Durchldufe positiv
(P) sind (Abbildung 1). Wenn die ersten zwei Durchldufe beide positiv (P) sind, dann wird die U-SENS™-Vorher-
sage als POSITIV angesehen und ein dritter Durchlauf ist nicht erforderlich.

— Da kein Test zur Dosisfindung durchgefiihrt wird, gibt es eine Ausnahme, wenn der S.I. von CD86 im ersten
Durchlauf hoher als oder gleich 150 % bei ausschliefSlich der hochsten, nicht-zytotoxischen Konzentration ist. Der
Durchlauf wird dann als NICHT SCHLUSSIG angesehen und zusitzliche Konzentrationen (zwischen der héchsten
nicht-zytotoxischen Konzentration und der niedrigsten nicht-zytotoxischen Konzentration — siehe Abschnitt 20)
sollten in zusdtzlichen Durchldufen gepriift werden. Wenn ein Durchlauf als nicht schliissig identifiziert wird,
sollten mindestens 2 zusitzliche Durchlidufe vorgenommen werden; ein vierter Durchlauf ist erforderlich, falls die
Durchldufe 2 und 3 nicht konkordant sind (N und/oder P unabhingig voneinander) (Abbildung 1). Folgedurch-
laufe werden auch dann als positiv angesehen, wenn nur eine nicht-zytotoxische Konzentration ein CD86 von
150 % oder mehr ergibt, da die Konzentrationseinstellung fiir die spezifische Priifchemikalie angepasst wurde. Die
endgiltige Vorhersage basiert auf dem Mehrheitsergebnis der drei oder vier individuellen Durchlaufe (d. h. 2 von
3 oder 2 von 4) (Abbildung 1).

NC&P&P |S| NC&NEN | S | ncanap | S
N&P&P N&P&N NE&PEN
PEN&P PENE&N

}

NCE&N&P&P| | NCENGPEN]|
erfarderie NC&PENE&P| | NC&P&N &N
| I I I
POSITIV NEGATIV POSITIV NEGATIV POSITIV NEGATIV

Abb. 1: Beim U-SENS™-Test verwendetes Vorhersagemodell. Eine U-SENS™-Vorhersage sollte im Rahmen eines
IATA sowie gemif den Bestimmungen der Nummer 4 sowie der Nummern 7, 8 und 9 der allgemeinen Einleitung in
Betracht gezogen werden

N: Durchlauf ohne Feststellung von CD86 als positiv oder mit Interferenz;



L 247/404 Amtsblatt der Europaischen Union 26.9.2019

P: Durchlauf mit Feststellung von CD86 als positiv und/oder mit Interferenz(en);

NC: Nicht schliissig. Erster Durchlauf als nicht schliissig, wenn CD86 nur bei der hochsten nicht-zytotoxischen
Konzentration positiv ist;

#: Eine nicht schliissige individuelle Schlussfolgerung, die ausschlieflich dem ersten Durchlauf zugeschrieben wird,
fithrt automatisch zum Erfordernis eines dritten Durchlaufs, um eine Mehrheit von entweder Positiven (P) oder
Negativen (N) Schlussfolgerungen in mindestens 2 von 3 unabhingigen Durchldufen zu erzielen.

$: Die Kistchen zeigen die relevanten Kombinationen der Ergebnisse aus den drei Durchldufen auf der Grundlage der
Ergebnisse aus den ersten zwei Durchliufen, die im obigen Kistchen dargestellt sind.

°: Die Kastchen zeigen die relevanten Kombinationen der Ergebnisse aus den vier Durchldufen auf der Grundlage der
Ergebnisse aus den ersten drei Durchldufen, die im obigen Kistchen dargestellt sind.

Akzeptanzkriterien

22. Bei der Verwendung des U-SENS™-Tests sollten die folgenden Akzeptanzkriterien erfullt werden (12).

— Am Ende des Expositionszeitraums von 45 + 3 Stunden musste die Hauptviabilitit der dreifach ausgefertigten
unbehandelten U937-Zellen > 90 % sein und es wurde keine Verschiebung der CD86-Expression beobachtet. Die
basale CD86-Expression unbehandelter U937-Zellen musste im Bereich von > 2 % und < 25 % liegen.

— Wenn DMSO als ein Losungsmittel verwendet wird, dann wird die Giiltigkeit der DMSO-Vehikelkontrolle durch
die Berechnung eines DMSO S.I. im Vergleich zu unbehandelten Zellen bewertet und die Viabilitit der dreifach
ausgefithrten Zellen musste > 90 % liegen. Die DMSO-Vehikelkontrolle ist giiltig, wenn der Mittelwert des
dreifach ausgefithrten CD86 S.I. kleiner als 250 % des Mittelwerts des dreifach ausgefithrten CD86 S.I. von
unbehandelten U937-Zellen war.

— Die Durchldufe werden als giiltig angesehen, wenn mindestens zwei von drei I[gG1-Werte von unbehandelten
U937-Zellen in den Bereich von > 0,6 % und < 1,5 % gefallen sind.

— Die gleichzeitig gepriifte Negativkontrolle (Milchsiure) wird als giiltig angesehen, wenn mindestens zwei der drei
Replikate negativ (CD86 S.I. < 150 %) und nicht-zytotoxisch waren (Zellviabilitit > 70 %).

— Die Positivkontrolle (TNBS) wurde als giiltig angesehen, wenn mindestens zwei der drei Replikate positiv (CD86
S.I 2 150 %) und nicht-zytotoxisch waren (Zellviabilitit > 70 %).

Priifbericht

23. Der Priifbericht sollte folgende Angaben enthalten.

Priifchemikalie

Einkomponentiger Stoff:

— Chemische Bezeichnung, wie z. B. [UPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAS-Nummer(n), SMILES- oder InChl-
Code, Strukturformel und/oder andere Kennungen;
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— physikalisches Erscheinungsbild, Loslichkeit in Wasser, Loslichkeit in DMSO, Molekulargewicht und weitere
relevante physikalisch-chemische Eigenschaften, im verfigbaren Umfang;

— Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfiihrbar,
usw.;

— Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwirmung, Zerkleinerung);
— gepriifte Konzentration(en);

— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar;

— Begriindung der Auswahl des Losungsmittels/Vehikels fiir jede Priifchemikalie.
Mehrkomponentiger Stoff, UVCB-Stoff und Gemisch:

— Charakterisierung, so weit wie moglich, z. B. durch die chemische Zusammensetzung (siche oben), Reinheit, das
quantitative Vorkommen und die relevanten physikalisch-chemischen Eigenschaften (siche oben) der einzelnen
Komponenten, soweit verfiigbar;

— physikalisches Erscheinungsbild, Loslichkeit in Wasser, Loslichkeit in DMSO und weitere relevante physikalisch-
chemische Eigenschaften, im verfiigbaren Umfang;

— Molekulargewicht oder scheinbares Molekulargewicht im Fall von Gemischen/Polymeren mit bekannter Zusam-
mensetzung oder andere fiir die Durchfithrung der Studie relevante Informationen;

— Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwdrmung, Zerkleinerung);
— gepriifte Konzentration(en);

— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar;

— Begriindung der Auswahl des Losungsmittels/Vehikels fir jede Priifchemikalie.
Kontrollen

Positivkontrolle

— Chemische Bezeichnung, wie z. B. [IUPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAS-Nummer(n), SMILES- oder InChl-
Code, Strukturformel und/oder andere Kennungen;

— physikalisches Erscheinungsbild, Loslichkeit in DMSO, Molekulargewicht und weitere relevante physikalisch-che-
mische Eigenschaften, sofern verfiigbar und falls zutreffend;

— Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfiihrbar,
Usw.;

— Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwirmung, Zerkleinerung);
— gepriifte Konzentration(en);

— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar;



L 247/406 Amtsblatt der Europaischen Union 26.9.2019

— ggf. Verweis auf historische Ergebnisse von Positivkontrollen, die geeignete Akzeptanzkriterien fiir einen Test-
durchlauf dokumentieren.

Negativ- und Losungsmittel-/Vehikelkontrolle:

— Chemische Bezeichnung, wie z. B. [IUPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAS-Nummer(n), SMILES- oder InChl-
Code, Strukturformel und/oder andere Kennungen;

— Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfiihrbar,
usw.;

— Aussehen, Molekulargewicht und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften, sofern andere Kontroll-
Losungsmittel/Vehikel als die in der Priifrichtlinie genannten verwendet werden und soweit verfiigbar;

— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar;

— Begriindung der Auswahl des Losungsmittels/Vehikels fiir jede Priifchemikalie.

Priifbedingungen

— Name und Anschrift des Auftraggebers, der Priifanstalt und des Studienleiters;

— Beschreibung des verwendeten Priifprotokolls;

— verwendete Zelllinie, zugehorige Lagerbedingungen und Quelle (z. B. Einrichtung, von der sie gewonnen wurden);

— die verwendete Durchflusszytometrie (z. B. Modell), einschlieBlich der Gerateeinstellungen, Antikorper und ver-
wendeten Zytotoxizitdtsmarker;

— das angewandte Verfahren zum Nachweis der Kompetenz des Labors bei der Durchfihrung des Tests durch
Prifen der Leistungsstoffe) und das angewandte Verfahren zum Nachweis der reproduzierbaren Leistung des Tests
im Zeitverlauf, z. B. historische Kontrolldaten undfoder Daten zu historischen Reaktivititstests.

Validitdtskriterien

— Zellviabilitit und CD86 S.I-Werte aus der Losungsmittel-/Vehikelkontrolle im Vergleich zu den Validititsberei-
chen;

— Zellviabilitit und S.I-Werte aus der Positivkontrolle im Vergleich zu den Validititsbereichen;

— Zellviabilitat aller gepriiften Konzentrationen der gepriiften Chemikalie.

Priifverfahren

— Anzahl der vorgenommenen Durchliufe;

— Konzentrationen der Priifchemikalie, Applikationen und angewandte Expositionsdauer (falls von den Empfeh-
lungen abweichend)

— Expositionsdauer;
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— Beschreibung der angewandten Bewertungs- und Entscheidungskriterien;

— Beschreibung etwaiger Anderungen am Priifverfahren.

Ergebnisse

— Tabellierung der Daten, einschlieSlich CV70 (falls anwendbar), S.I, Zellviabilititswerte, EC150-Werte (falls an-
wendbar) fiir die Priifchemikalie und fiir die Positivkontrolle in jedem Durchlauf und eine Anzeige der Einstufung
der Priifchemikalie gemidfl dem Vorhersagemodell;

— Beschreibung etwaiger sonstiger relevanter Beobachtungen, falls zutreffend.

Erorterung der Ergebnisse

— Erorterung der anhand des U-SENS™-Tests erhaltenen Ergebnisse;

— Analyse der Priifergebnisse im Rahmen eines IATA, sofern sonstige relevante Informationen vorliegen.
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Anlage 2.1
DEFINITIONEN

Genauigkeit: Grad der Ubereinstimmung zwischen Priifergebnissen und anerkannten Referenzwerten. Die Genauigkeit ist
ein Mafl der Leistung der Priffmethode und ein Aspekt der ,Relevanz®. Der Begriff wird oft im Sinne von ,Uberein-
stimmung® verwendet und bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse eines Tests (14).

AOP (Adverse Outcome Pathway): Abfolge von Vorgingen, ausgehend von der chemischen Struktur einer Zielche-
mikalie oder Zielgruppe dhnlicher Chemikalien, iber den molekularen auslésenden Vorgang bis hin zu einem In-vivo-
Ergebnis von Interesse (15).

CD86-Konzentrationswirkung: Es liegt eine Konzentrationsabhingigkeit (oder Konzentrationswirkung) vor, wenn auf
eine positive Konzentration (CD86 S.I. = 150) eine Konzentration mit einem steigenden CD86 S.I. folgt.

Chemikalie: Stoff oder Gemisch.

CV70: Die geschitzte Konzentration, die 70 % Zellviabilitit zeigt.

Verschiebung: Eine Verschiebung wird definiert durch i) den korrigierten %CD86*-Wert des unbehandelten Kontroll-
replikats 3 betrigt weniger als 50 % des Mittelwerts des korrigierten %CD86" Werts der unbehandelten Kontrollreplikate
1 und 2; und ii) der korrigierte %CD86"-Wert des Negativkontrollreplikats 3 betrigt weniger als 50 % des Mittelwerts des
korrigierten %CD86" Werts der Negativkontrollreplikate 1 und 2.

EC150: die geschitzten Konzentrationen, die 150 % S.I. der CD86-Expression aufzeigen.

Durchflusszytometrie: eine zytometrische Technik, bei der Zellen, die in einem Fluid suspendiert sind, einzeln durch
eine Lichtstrahl flieen, das in fiir die Zellen und ihre Komponenten typischen Muster gestreut ist; Zellen werden haufig
mit fluoreszierenden Markern gekennzeichnet, damit das Licht zuerst absorbiert und dann in gednderten Frequenzen
ausgestrahlt wird.

Gefahr: Inhirente Eigenschaft eines Stoffes oder einer Situation, potenziell schidigende Auswirkungen zu haben, wenn
ein Organismus, ein System oder eine (Teil-)Population diesem Stoff ausgesetzt ist.

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): Ein strukturierter Ansatz zur Gefahrenidentifizierung (Po-
tenzial), Gefahrencharakterisierung (Potenz) und/oder Sicherheitsbeurteilung (Potenzial/Potenz und Exposition) einer Che-
mikalie oder Gruppe von Chemikalien, der strategisch simtliche relevanten Daten fiir eine informierte regulatorische
Entscheidung hinsichtlich potenziellen Gefahren und/oder Risiken und/oder des Bediirfnisses weiterer gezielter und somit
minimaler Tests integriert und abwagt.

Gemisch: Ein Gemisch oder eine Losung, die aus zwei oder mehreren Stoffen besteht.

Einkomponentiger Stoff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter Stoff, bei dem ein Hauptbestandteil
in einer Konzentration von mindestens 80 % w/w vorhanden ist.
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Mehrkomponentiger Stoff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter Stoff, bei dem mehr als ein
Hauptbestandteil in einer Konzentration von mindestens > 10 % w/w und < 80 % w/w vorhanden sind. Ein mehr-
komponentiger Stoff ist das Ergebnis eines Herstellungsprozesses. Der Unterschied zwischen einem Gemisch und einem
mehrkomponentigen Stoff besteht darin, dass ein Gemisch durch die Mischung von zwei oder mehr Stoffen ohne
chemische Reaktion entsteht. Ein mehrkomponentiger Stoff wird durch eine chemische Reaktion gebildet.

Positivkontrolle: Ein Replikat, das alle Komponenten eines Priifsystems enthilt und mit einem Stoff behandelt wird, der
bekanntermaflen eine positive Reaktion hervorruft. Um sicherzustellen, dass Abweichungen bei der Positivkontrollreaktion
im Zeitverlauf bewertet werden konnen, sollte die Reaktion nicht zu heftig sein.

Prihaptene: Chemikalien, die durch abiotische Transformation zu Allergenen werden, z. B. durch Oxidierung.

Prohaptene: Chemikalien, die eine enzymatische Aktivierung erfordern, um ihr Hautsensibilisierungspotenzial aus-
zuschopfen.

Relevanz: Beschreibung der Beziehung zwischen dem Test und der untersuchten Wirkung und ob der Test aussagekriftig
und niitzlich fiir einen bestimmten Zweck ist. Die Relevanz gibt an, inwieweit der Test die untersuchte biologische
Wirkung richtig misst oder vorhersagt. Die Relevanz umfasst die Einbeziehung der Genauigkeit (Ubereinstimmung) eines
Tests (14).

Zuverlissigkeit: Maf8 der Reproduzierbarkeit einer Priifmethode innerhalb von und zwischen Labors iiber einen lingeren
Zeitraum und bei einheitlichem Protokoll. Die Zuverldssigkeit wird durch Berechnung der Intra- und Interlabor-Repro-
duzierbarkeit und Intralabor-Wiederholbarkeit bewertet (14).

Durchlauf: Ein Durchlauf besteht aus einer oder mehreren hintereinander getesteten Priifchemikalien mit einer Losungs-
mittel-/Vehikelkontrolle und mit einer Positivkontrolle.

Sensitivitdt: Der Anteil aller positiven/wirkungsvollen Chemikalien, die durch den Test korrekt eingestuft werden. Die
Sensitivitdt ist ein Mafl der Genauigkeit eines Tests mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der
Bewertung ihrer Relevanz (14).

S.L: Stimulationsindex. Relative Werte der geometrischen mittleren Fluoreszenzintensitdt in chemisch behandelten Zellen
im Vergleich zu mit Losungsmittel behandelten Zellen.

Losungsmittel-/Vehikelkontrolle: Eine unbehandelte Probe, die simtliche Komponenten eines Priifsystems enthalt, aufSer
der Priifchemikalie, aber einschlieflich des verwendeten Losungsmittels/Vehikels. Sie wird verwendet, um die Referenzre-
aktion fur die mit der Priifchemikalie behandelten Proben, die im selben Losungsmittel oder Vehikel aufgelost oder stabil
verteilt wurden, zu bestimmen. Wenn mit einer simultanen Medienkontrolle gepriift wird, zeigt diese Probe auflerdem, ob
das Losungsmittel oder Vehikel mit dem Priifsystem interagiert.

Spezifitit: Der Anteil aller negativen/wirkungslosen Chemikalien, die durch die Priifmethode korrekt eingestuft werden.
Die Spezifitit ist ein Maff der Genauigkeit eines Tests mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der
Bewertung ihrer Relevanz (14).

Firbepuffer: Eine mit Phosphat gepufferte Kochsalzlosung mit 5 % fetalem Kilberserum.
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Stoff: Ein chemisches Element und seine Verbindungen im natiirlichen Zustand oder durch ein Produktionsverfahren, die
einen Zusatzstoff induzieren, der zur Erhaltung seiner Stabilitit erforderlich ist, sowie Verunreinigungen, die aus dem
verwendeten Prozess stammen, aber mit Ausnahme von Losungsmitteln, die getrennt sein konnen, ohne die Stabilitit des
Stoffes zu beeintrachtigen oder seine Zusammensetzung zu dndern.

Priifchemikalie: Stoff oder Gemisch, der bzw. das nach dieser Priifmethode getestet wird.

Globales Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien der Vereinten Nationen
(UN-GHS): Ein System, das die Einstufung von Chemikalien (Stoffen und Gemischen) gemif normierten Typen und
Stufen physikalischer, gesundheitlicher und Umweltgefahren vorschligt und entsprechende Kommunikationselemente wie
Piktogramme, Signalworter, Gefahrenberichte, Berichte zu Vorsichtsmaflnahmen und Sicherheitsdatenblitter anspricht,
damit Informationen zu Nebenwirkungen mit Blick auf den Schutz von Menschen (einschlieRlich Mitarbeitern, Arbeitern,
Logistikern, Verbrauchern und Ersthelfern) und der Umwelt zu iibermitteln (16).

UVCB: Stoffe mit unbekannter oder schwankender Zusammensetzung, komplexe Reaktionsprodukte oder biologische
Materialien.

Giiltiger Test: Ein Test, von der angenommen wird, dass sie iiber ein ausreichendes Maf an Relevanz und Zuverlissigkeit
fur einen bestimmten Zweck verfiigt und die auf wissenschaftlich bewédhrten Prinzipien basieren. Ein Test ist niemals in
einem absoluten Sinn giiltig, sondern im Verhiltnis zu einem definierten Zweck (14).
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Anlage 2.2

LEISTUNGSSTOFFE

Vor der routinemifSigen Anwendung des in dieser Anlage zu Prifmethode B.71 beschriebenen Tests sollten Labors ihre
technische Leistungsfihigkeit demonstrieren, indem sie die erwartete U-SENS™-Vorhersage fiir die in Tabelle 1 emp-
fohlenen 10 Stoffe korrekt ermitteln und die CV70- und EC150-Werte, die in den betreffenden Referenzbereich fallen, bei
mindestens 8 der 10 Leistungsstoffe bestimmen. Diese Leistungsstoffe wurden so ausgewdhlt, dass sie die Bandbreite von
Reaktionen im Hinblick auf die Gefahr einer Hautsensibilisierung repréasentieren. Weitere Auswahlkriterien betrafen die
Erhiltlichkeit der Stoffe im Handel, und dass qualitativ hochwertige In-vivo-Referenzdaten sowie qualitativ hochwertige
In-vitro-Daten aus dem U-SENS™-Test verfiigbar sind. Aufferdem sind verdffentlichte Referenzdaten fiir den U-SENS™-

Test verfigbar (1) (8).

Tabelle 1

Empfohlene Stoffe zum Nachweis der technischen Leistungsfihigkeit beim U-SENS™-Test

Agoregat- U-SENS Lo- | U-SENS CV70 Re- | U-SENS EC150
Leistungsstoffe CAS-Nr. zigsrt a§1 d In-vivo-Vorhersage (') | sungs-mittel/ | ferenz Bereich in | Referenz Bereich
Vehikel pg/ml ) in pg/ml ()
4-Phenylenediamin 106-50-3 fest Allergen (stark) | Vollstindiges < 30 positiv (< 10)
Medium (3)
Picrylschwefelsaure 2508-19-2 | fliissig Allergen (stark) | Vollstindiges > 50 positiv (< 50)
Medium
Diethylmaleat 141-05-9 | flissig Allergen (mafig) DMSO 10-100 positiv (< 20)
Resorcin 108-46-3 fest Allergen (mafig) | Vollstindiges > 100 positiv (< 50)
Medium
Zimtalkohol 104-54-1 fest Allergen (schwach) DMSO > 100 positiv (10-100)
4-Allylanisol 140-67-0 flissig Sensibilisator DMSO > 100 positiv (< 200)
(schwach)
Saccharin 81-07-2 fest Nichtsensibili-sator DMSO > 200 negativ (> 200)
Glyzerin 56-81-5 flilssig | Nichtaensibili-sator | Vollstandiges > 200 negativ (> 200)
Medium
Milchsiure 50-21-5 flissig | Nichtsensibili-sator | Vollstindiges > 200 negativ (> 200)
Medium
Salicylsdure 69-72-7 fest Nichtsensibili-sator DMSO > 200 negativ (> 200)

Abkiirzungen: CAS-Nr. = Registernummer des Chemical Abstracts Service

(") Die Vorhersagen der In-vivo-Gefahr (und Potenz) basieren auf LLNA-Daten (1) (8). Die In-vivo-Potenz wird unter Anwendung der von
ECETOC vorgeschlagenen Kriterien abgeleitet (17).

(%) Basierend auf den historischen beobachteten Werten (1) (8).

(%) Vollstindiges Medium RPMI-1640-Medium, erginzt durch 10 % fetales Kélberserum, 2 mM L-Glutamin, 100 Einheiten/ml Penicillin und
100 pg/ml Streptomycin (8).
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Anlage 3
IN-VITRO-HAUTSENSIBILISIERUNG: IL-8 LUC-TEST

AUSGANGSUBERLEGUNGEN UND BEGRENZUNGEN

1. Im Gegensatz zu Tests, die die Expression von Zelloberflichenmarkern analysieren, quantifiziert der IL8-Luc-Test die
Anderungen des IL-8-Expressions, ein Zytokin im Zusammenhang mit der Aktivierung dendritischer Zellen (DC). In
der von THP-1 abgeleiteten IL-8-Reporter-Zelllinie (THP-G8, etabliert aus der humanen akuten monozytischen
Leukdmiezelllinie THP-1) wird die IL-8-Expression nach der Exposition gegeniiber Allergenen gemessen (1). Die
Expression der Luciferase wird dann verwendet, um bei der Unterscheidung zwischen Hautallergenen und Nicht-
sensibilisatoren zu helfen.

2. Der IL-8-Luc-Test wurde in einer Validierungsstudie (2), das vom Japanischen Zentrum fir die Validierung von
Alternativmethoden (JaCVAM), dem Ministerium fiir Wirtschaft, Handel und Industrie (METI) und der Japa-
nischen Gesellschaft fiir Alternativen zu Tierversuchen (JSAAE) durchgefithrt wurde, bewertet und anschliefend
einer unabhingigen Begutachtung (3) unter der Aufsicht des JaCVAM und des Ministeriums fiir Gesundheit, Arbeit
und Wohlstand (MHLW) mit Unterstiitzung der Internationalen Kooperation fiir alternative Priifmethoden
(ICATM) unterzogen. Unter Beriicksichtigung siamtlicher verfugbarer Nachweise und Informationen von Behorden
und Interessentragern wurde der IL-8-Luc-Test als Teil eines IATA als niitzlich angesehen, zwischen Allergenen und
Nichtsensibilisatoren zum Zweck der Gefahreneinstufung und Etikettierung zu unterscheiden. Beispiele fiir die Ver-
wendung von IL-8-Luc-Test-Daten in Kombination mit anderen Informationen werden in der Literatur beschrieben

(4) (5) (6).

3. Der IL-8-Luc-Test stellte sich als iibertragbar auf Labore heraus, die mit Zellkulturen und Luciferasemessungen
Erfahrung haben. Laborreproduzierbarkeiten lagen zwischen 87,7 % bzw. 87,5 % (2). Daten, die in der Validierungs-
studie (2) und anderen verdffentlichten Arbeiten (1) (6) erzeugt wurden, zeigen, dass der IL-8-Luc-Test im Vergleich
zu LLNA 118 von 143 Chemikalien als positiv oder negativ und 25 Chemikalien als nicht schliissig eingestuft hat
und die Genauigkeit des IL-8-Luc-Tests bei der Unterscheidung von Hautallergenen (UN-GHS/CLP Kat. 1) von
Nichtsensibilisatoren (UN-GHS/CLP Nr. Kat.) betrigt 86 % (101/118) mit einer Sensitivitit von 96 % (92/96) und
einer Spezifitit von 41 % (9/22). Aufer den unten beschriebenen Stoffen aufSerhalb des Anwendungsbereichs (Ab-
schnitt 5) stufte der IL-8-Luc-Test 113 von 136 Chemikalien als positiv oder negativ und 23 Chemikalien als nicht
schliissig ein und die Genauigkeit des IL-8-Luc-Tests liegt bei 89 % (101/113) mit einer Sensitivitit von 96 % (92/96)
und einer Spezifitit von 53 % (9/17). Unter Anwendung der in Urbisch et al. zitierten Humandaten (7) stufte der IL-
8-Luc-Test 76 von 90 Chemikalien als positiv oder negativ und 14 Chemikalien als nicht schliissig ein und die
Genauigkeit liegt bei 80 % (61/76), die Sensitivitit bei 93 % (54/58) und die Spezifitit bei 39 % (7/18). Aufer den
Stoffen auflerhalb des Anwendungsbereichs stufte der IL-8-Luc-Test 71 von 84 Chemikalien als positiv oder negativ
und 13 Chemikalien als nicht schliissig ein und die Genauigkeit liegt bei 86 % (61/7 1lmit einer Sensitivitit von 93 %
(54/58) und einer Spezifitit von 54 % (7/13). Falsch negative Vorhersagen mit dem IL-8-Luc-Test treten wahr-
scheinlicher bei Chemikalien auf, die eine niedrige/mittlere Hautsensibilisierungspotenz (UN-GHS/CLP Unterkategorie
1B) aufweisen als bei denjenigen mit einer hohen Potenz (UN-GHS/CLP Unterkategorie 1A) (6). Zusammen unter-
stittzen die Informationen die Zweckdienlichkeit des IL-8-Luc-Tests bei der Identifizierung von Hautsensibilisierungs-
gefahren. Jedoch sollte die Genauigkeit, die hier fiir den IL-8-Luc-Test als eigenstindiger Test angegeben wird, in
Kombination mit anderen Informationsquellen im Rahmen eines IATA sowie gemifl den Bestimmungen unter
Nummer 7 und 8 oben in der Allgemeinen Einleitung betrachtet werden. Dariiber hinaus sollte bei der Bewertung
von Tests zur Hautsensibilisierung ohne Tierversuche beachtet werden, dass der LLNA sowie andere Tierversuche die
Situation bei Menschen nicht vollstindig widerspiegeln.

4. Auf der Grundlage der gegenwirtig verfiigbaren Daten iiber den IL-8-Luc-Test wurde nachgewiesen, dass er bei
Priifchemikalien, die eine Vielzahl an organischen Funktionsgruppen, Reaktionsmechanismen, Hautsensibilisierungs-
potenzial (wie in In-vivo-Studien festgestellt) und physikalisch-chemischen Eigenschaften abdecken, anwendbar ist (2)

(6).
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5. Obwohl der IL-8-Luc-Test X-VIVO™ 15 als Losungsmittel verwendet, bewertete es Chemikalien mit einem Log K, >
3,5 und diejenigen mit einer Wasserloslichkeit von ungefihr 100 pg/ ml wie von der EPI Suite™ berechnet korrekt
und seine Leistung bei der Erkennung von Allergenen mit schlechter Wasserloslichkeit ist besser als die des IL-8-Luc-
Tests, das Dimethylsulfoxid (DMSO) als Losungsmittel verwendet (2). Negative Ergebnisse fiir Priifchemikalien, die
nicht bei 20 mg/ml gelost werden, kénnen falsch negative Ergebnisse hervorrufen, da sie nicht in X-VIVO™ 15
16slich sind. Deshalb sollten negative Ergebnisse fiir diese Chemikalien nicht beriicksichtigt werden. Bei der Validie-
rungsstudie gab es eine hohe Falsch-Negativ-Rate fiir Anhydride. Dariiber hinaus konnen Prohaptene (Stoffe, die eine
Stoftwechselaktivierung erfordern) und Prahaptene (Stoffe, die durch Oxidation aktiviert werden) aufgrund der einge-
schriankten Stoffwechselfdhigkeit der Zelllinie (8) und der Versuchsbedingungen falsch negative Ergebnisse hervor-
rufen. Obwohl negative Ergebnisse fiir mutmafliche Pri-/Prohaptene jedoch mit Vorsicht interpretiert werden sollten,
hat der IL-8-Luc-Test 11 von 11 Prihaptene, 6/6 Prohaptene und 6/8 Pri-/Prohaptene im IL-8-Luc-Test-Datensatz
korrekt eingestuft (2). Auf der Grundlage der kiirzlichen umfassenden Begutachtung von drei Tests ohne Tierversuche
(DPRA, KeratinoSens™ und h-CLAT) zur Erkennung von Pri- und Prohaptenen (9) und basierend auf der Tatsache,
dass THP-G8-Zellen im IL-8-Luc-Test verwendet werden, wird eine Zelllinie von THP-1 abgeleitet, die in h-CLAT
verwendet wird; der IL-8-Luc-Test kann auch dazu beitragen, die Sensitivitit von Tests ohne Tierversuche zur
Erkennung von Pri- und Prohaptenen in der Kombination anderer Tests zu steigern. Bisher gepriifte Tenside fithrten
unabhingig von ihrem Typ (z. B. kationisch, anionisch oder nichtionisch) zu (falsch) positiven Ergebnissen. Schlief3-
lich kénnen Chemikalien, die mit Luciferase interferieren, die Aktivitdt/Messung durcheinander bringen, was zu einer
offensichtlichen Hemmung oder einer erhohten Lumineszenz fithrt (10). Beispielweise wurde eingetragen, dass
Phytoostrogenkonzentrationen > 1 pM die Lumineszenzsignale in anderen auf Luciferase basierenden Reporter-
Gen-Tests aufgrund der Uberaktivierung des Luciferase-Reporter-Gens stéren. Infolgedessen muss die Luciferase-
Expression, die bei hohen Konzentrationen von Phytoostrogenen oder Verbindungen, die vermutlich eine mit Phyto-
ostrogen vergleichbare Uberaktivierung des Luciferase-Reporter-Gens bewirken, sorgfiltig untersucht werden (11).
Basierend auf den obigen Aussagen liegen Tenside, Anhydride und Chemikalien, die Luciferase beeintrichtigen,
auflerhalb des Anwendungsbereichs dieser Tests. In Fillen, in denen die Nichtanwendbarkeit des IL-8-Luc-Tests bei
anderen spezifischen Kategorien von Priifchemikalien nachgewiesen wird, sollte der Test bei diesen spezifischen
Kategorien nicht verwendet werden.

6. Der IL-8-Luc-Test unterstiitzt, wie bereits oben erwihnt, die Unterscheidung von Hautallergenen und Nichtsensibi-
lisatoren. Weitere Arbeiten, vorzugsweise basierend auf menschlichen Daten, sind erforderlich, um zu bestimmen, ob
die Ergebnisse von IL-8-Luc zur Potenzbewertung beitragen konnen, wenn sie in Kombination mit anderen Infor-
mationsquellen beriicksichtigt werden.

7. Definitionen sind Anlage 3.1 zu entnehmen.

PRINZIP DER PRUFMETHODE

8. Der IL-8-Luc-Test nutzt eine humane monozytische Leukdmie-Zelllinie THP-1, die von der American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA) erhalten wurde. Mit dieser Zelllinie etablierte die Abteilung fiir Dermatologie der
Tohoku University School of Medicine eine von THP-1 abgeleitete IL-8-Reporter-Zelllinie, THP-G8, die die Luciferase-
Gene ,Stable Luciferase Orange (SLO)“ und ,Stable Luciferase Red (SLR)“ unter der Kontrolle von IL-8 bzw. Glyce-
rinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)-Trdgern beherbergt (1). Dies ermdglicht die quantitative Messung
der Luciferase-Geninduktion durch Lumineszenzerkennung unter Verwendung von bekannten lichterzeugenden Lu-
ciferase-Substraten als Indikator fiir die Aktivitit des IL-8 und GAPDH in Zellen nach Exposition gegeniiber sensi-
bilisierenden Chemikalien.

9. Das zweifarbige Priifsystem besteht aus einer orange emittierenden Luciferase (SLO; Amax = 580 nm) (12) fiir die
Genexpression des IL-8-Trigers sowie einer rot emittierenden Luciferase (SLR; Amax = 630 nm) (13) fiir die Gen-
expression des internen Kontrolltragers GAPDH. Die zwei Luciferasen strahlen bei der Reaktion mit Leuchtkafer-d-
Luciferin verschiedene Farben aus und ihre Lumineszenz wird gleichzeitig in einer einstufigen Reaktion gemessen,
indem die Emission von der Testmischung mithilfe eines optischen Filters geteilt wird (14) (Anlage 3.2).
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10. THP-G8-Zellen werden 16 Stunden lang mit der Priifchemikalie behandelt und danach wird die SLO-Luciferase-
Aktivitat (SLO-LA) gemessen, die die IL-8-Trdgeraktivitit widerspiegelt, sowie die SLR-Luciferase-Aktivitdt (SLR-LA),
die die GAPDH-Trageraktivitdt widerspiegelt. Um die Abkiirzungen leicht verstindlich zu machen, wenden SLO-LA
und SLR-LA als IL8LA bzw. GAPLA bezeichnet. Tabelle 1 bietet eine Beschreibung der Ausdriicke im Zusammen-
hang mit der Luciferase-Aktivitdt im IL-8-Luc-Test. Die gemessenen Werte werden verwendet, um das normalisierte
IL8LA (nIL8LA) zu berechnen, das das Verhiltnis von IL8LA zu GAPLA ist; die Induktion von nIL8LA (Ind-IL8LA),
das das Verhaltnis des arithmetischen Mittels der in vierfacher Ausfertigung gemessenen Wert des nIL8LA von mit
einer Priifchemikalie behandelten THP-G8-Zellen zu den Werten des nIL8LA der unbehandelten THP-G8-Zellen ist;
und die Hemmung von GAPLA (Inh-GAPLA), das das Verhiltnis des arithmetischen Mittels der in vierfacher Aus-
fertigung gemessenen Werte des GAPLA von mit einer Priifchemikalie behandelten THP-G8-Zellen zu den Werten
des GAPLA der unbehandelten THP-G8-Zellen ist und als Indikator fur die Zytotoxizitit verwendet wird.

Tabelle 1

Beschreibung der Ausdriicke im Zusammenhang mit der Luciferase-Aktivitit im IL-8-Luc-Test

Abkiirzungen Definition
GAPLA SLR-Luciferase-Aktivitit, die die GAPDH-Trageraktivitit widerspiegelt
IL8LA SLO-Luciferase-Aktivitdt, die die IL-8-Trageraktivitit widerspiegelt
nIL8LA IL8LA | GAPLA
Ind-IL8LA nlL8LA von mit Chemikalien behandelten THP-G8-Zellen | nIL8LA von unbehandelten
Zellen
Inh-GAPLA GAPLA von mit Chemikalien behandeltem THP-G8 | GAPLA von unbehandelten Zellen
CVo05 Die niedrigste Konzentration der Chemikalie, bei der Inh-GAPLA < 0,05 wird.

11. Es stehen Leistungsnormen (15) zur Verfiigung, die die Validierung gednderter In-vitro-IL-8-Luciferase-Tests dhnlich
dem IL-8-Luc-Test sowie die rechtzeitige Anpassung der OECD-Priifrichtlinie 442E fiir deren Einbeziehung ermog-
lichen. Die gegenseitige Anerkennung der Daten gemifl OECD wird nur fiir Tests garantiert, die gemafl diesen
Leistungsnormen validiert wurden, sofern diese Tests von der OECD iiberpriift und in die Priifrichtlinie 442E auf-
genommen wurden (16).

NACHWEIS DER KOMPETENZ

12. Vor der routinemifigen Verwendung des unter dieser Anlage zur Priifmethode B.71 beschriebenen Tests sollten
Laboratorien ihre technische Kompetenz anhand der zehn in Anlage 3.3 aufgefithrten Leistungsstoffe in Uberein-
stimmung mit bewahrten In-vitro-Verfahren nachweisen (17). Dariiber hinaus sollten Testbenutzer eine historische
Datenbank der mit den Reaktivititstests (siche Abschnitt 15) und mit den positiven and Losungsmittel-/Vehikel-
kontrollen (siche Abschnitte 21-24) erzeugten Daten pflegen und diese Daten nutzen, um zu bestitigen, dass die
Reproduzierbarkeit des Tests in ihrem Labor mit der Zeit aufrechterhalten wird.

VERFAHREN

13. Die Standardarbeitsanweisung (SOP) fiir den IL-8-Luc-Test ist verfiigbar und sollte bei der Durchfithrung des Tests verwendet
werden (18). Labore, die der Durchfihrung des Tests zugestimmt haben, konnen die rekombinante THP-G8-Zelllinie von
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GPC Lab. Co. Ltd,, Tottori, Japan, nach Unterzeichnung einer Materialiibertragungsvereinbarung (MTA) in Ubereinstimmung
mit den Bedingungen der OECD-Vorlage erhalten. Nachfolgend werden die Hauptkomponenten und Verfahren des Tests
beschrieben.

Vorbereitung der Zellen

14. Die THP-G8-Zelllinie vom GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japan, sollte fur die Durchfithrung des IL-8-Luc-Tests verwendet
werden (siche Abschnitte 8 und 13). Bei Erhalt werden die Zellen gewonnen (2 bis 4 Passagen) und als homogener
Stamm eingefroren aufbewahrt. Zellen von diesem Stamm konnen bis zu einem Hochstwert von 12 Passagen oder
maximal 6 Wochen gewonnen werden. Das fiir die Vermehrung verwendete Medium ist das RPMI-1640-Kulturme-
dium mit 10 % fetalem Kilberserum (FBS), antibiotischer/antimyzotischer Losung (100 U/ml Penicillin G, 100 pg/ml
Streptomycin und 0,25 pg/ml Amphotericin B in 0,85 % Kochsalzlosung) (z. B. GIBCO Kat. Nr. 15240-062), 0,15
pg/ml Puromycin (z. B. CAS:58-58-2) und 300 pg/ml G418 (z. B. CAS:108321-42-2).

15. Vor ihrer Verwendung zu Testzwecken sollten die Zelle qualifiziert werden, indem ein Reaktivititstest durchgefiihrt
wird. Dieser Test sollte 1-2 Wochen oder 2-4 Passagen nach dem Auftauen mithilfe einer Positivkontrolle, 4-
Nitrobenzylbromid (4-NBB) (CAS:100-11-8, > 99 % Reinheit) und der Negativkontrolle Milchsdure (LA) (CAS:50-
21-5, > 85 % Reinheit) durchgefiihrt werden. 4-NBB sollte eine positive Wirkung auf Ind-IL8LA (> 1,4) hervorrufen,
wiahrend LA eine negative Wirkung auf Ind-IL8LA (< 1,4) hervorrufen sollte. Nur Zellen, die den Reaktivitatstest
bestehen, werden fir den Test verwendet. Der Test sollte gemdfl den in den Abschnitten 22-24 beschriebenen
Verfahren durchgefiihrt werden.

16. Zu Testzwecken werden THP-G8-Zellen bei einer Dichte von 2 bis 5 x 10° Zellen/ml ausgesit und 48 bis 96
Stunden in Kulturkolben vorgeziichtet. Am Tag des Tests werden die vom Kulturkolben geernteten Zellen mit RPMI-
1640 mit 10 % FBS ohne Antibiotika gewaschen und anschliefend mit RPMI-1640 mit 10 % FBS ohne Antibiotika
bei 1 x 10° Zellen/ml resuspensiert. Die Zellen werden dann in einer flachen schwarzen Platte mit 96 Mulden (z. B.
Costar Kat. Nr. 3603) mit 50 pl (5 x 10* Zellen/well) verteilt.

Vorbereitung der Priifchemikalie und Kontrollstoffe

17. Die Priifchemikalie sowie die Kontrollstoffe werden am Tag des Tests vorbereitet. Bei dem IL-8-Luc-Test werden
Priifchemikalien in X-VIVO™ 15 gelost, einem im Handel erhiltlichen, serumfreien Medium (Lonza, 04-418Q), bis
eine endgiiltige Konzentration von 20 mg/ml erreicht wurde. X-VIVO™ 15 wird in einem Mikrozentrifugenrohrchen
zu 20 mg/ml der Priifchemikalie hinzugefiigt (unabhingig von der Loslichkeit der Chemikalie) und auf ein Volumen
von 1 ml gebracht und dann kriftig geschiittelt und auf einem Rotor bei einer Hochstgeschwindigkeit von 8 U/min
30 Minuten lang bei einer Umgebungstemperatur von ungefihr 20 °C geschiittelt. Wenn feste Chemikalien noch
immer nicht 18slich sind, wird das Rohrchen dariiber hinaus im Ultraschallbad behandelt, bis die Chemikalie sich
komplett gelost hat oder stabil verteilt wurde. Bei Priifchemikalien, die in X-VIVO™ 15 lslich sind, wird die Losung
mit einem Faktor von 5 mit X-VIVO™ 15 verdiinnt und dann als X-VIVO™ 15-Stammlésung der Priifchemikalie
verwendet (4 mg/ml). Bei Priifchemikalien, die nicht in X-VIVO™ 15 1slich sind, wird das Gemisch erneut min-
destens 30 Minuten lang rotiert und dann bei 15000 U/min (= 20000 g) 5 Minuten lang zentrifugiert; das sich
daraus ergebende Tensid wird als X-VIVO™ 15-Stammlosung der Priifchemikalie verwendet. Fiir den Einsatz anderer
Losungsmitte]l wie DMSO, Wasser oder Kulturmedium sollten ausreichende wissenschaftliche Griinde Vor%elegt
werden. Das detaillierte Verfahren zur Losung von Chemikalien wird in Anlage 3.5 dargestellt. Die X-VIVO™ 15-
Losungen, die in den Abschnitten 18-23 beschrieben werden, werden 1:1 (v/v) mit den in der flachen Platte mit 96
Mulden vorbereiteten Zellsuspensionen gemischt (siche Abschnitt 16).

18. Der erste Testdurchlauf zielt darauf ab, die zytotoxische Konzentration zu bestimmen und das Hautsensibilisierungs-
potenzial der Chemikalien zu untersuchen. Mithilfe von X-VIVO™ 15 werden serielle Verdiinnungen der X-VIVO™
15-Stammlosungen der Priifchemikalien mit einem Verdiinnungsfaktor von zwei (siche Anlage 3.5) in einem Test-
block mit 96 Mulden (z. B. Costar Kat. Nr. EW-01729-03) hergestellt. Dann werden 50 pl/Mulde verdiinnte Losung
zu 50 pl der Zellsuspension in einer flachen schwarzen Platte mit 96 Mulden hinzugefiigt. Damit reicht die
endgiiltige Konzentration fiir Priifchemikalien, die in X-VIVO™ 15 Isslich sind, von 0,002 bis 2 mg/ml (Anlage
3.5). Bei Priifchemikalien, die bei 20 mg/ml nicht in X-VIVO™ 15 Ioslich sind, werden nur die Verdiinnungsfaktoren
bestimmt, die von 2 bis 210 reichen, obwohl die tatsichlichen endgiltigen Konzentrationen der Priifchemikalien
unbestimmt bleiben und von der gesittigten Konzentration der Priifchemikalien in der X-VIVO™ 15-Stammlosung
abhingen.
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19. In nachfolgenden Testdurchldufen (d. h. das zweite, dritte und vierte Replikat) wird die X-VIVO™ 15-Stammlésung
im ersten Versuch bei einer Konzentration hergestellt, die 4 Mal hoher ist als die Konzentration der Zellviabilitat 05
(CVO05; die niedrigste Konzentration, bei der Inh-GAPLA < 0,05 wird). Wenn Inh-GAPLA bei der hochsten Konzen-
tration im ersten Durchlauf nicht unter 0,05 fallt, wird die X-VIVO™ 15-Stammlésung bei der hochsten Konzen-
tration im ersten Durchlauf hergestellt. Die Konzentration von CV05 wird berechnet, indem die Konzentration der
Stamml6sung im ersten Durchlauf durch den Verdiinnungsfaktor fir CV05 (X) (Verdiinnungsfaktor CV05 (X) geteilt
wird; der Verdiinnungsfaktor, der erforderlich ist, um die Stammlosung auf CV05 zu verdiinnen) (siche Anlage 3.5).
Bei Priifstoffen, die bei 20 mg/ml nicht in X-VIVO loslich sind, wird CV05 anhand der Konzentration der Stamm-
losung * 1/X bestimmt. Fiir die Durchliufe 2 bis 4 wird eine zweite Stammlosung wie 4 x CVO5 vorbereitet (Anlage
3.5).

20. Serielle Verdiinnungen der zweiten X-VIVO™ 15-Stammlosungen werden mit einem Verdiinnungsfaktor von 1,5 mit
einem Testblock mit 96 Mulden hergestellt. Dann werden 50 pl/Mulde verdiinnte Losung zu 50 pl der Zellsuspension
in den Mulden einer flachen schwarzen Platte mit 96 Mulden hinzugefiigt. Jede Konzentration jeder Priifchemikalie
sollte in 4 Mulden gepriift werden. Die Proben werden dann auf einem Platten-Schiittler gemischt und 16 Stunden
bei 37 °C und 5 % CO, gemischt und anschliefend wird die Luciferase-Aktivitit wie unten beschrieben gemessen.

21. Die Losungsmittelkontrolle ist das Gemisch von 50 pl/Mulde von X-VIVO™ 15 und 50 pl/Mulde der Zellsuspension
in RPMI-1640 mit 10 % FBS.

22. Die empfohlene Positivkontrolle ist 4-NBB. 20 mg von 4-NBB werden in einem 1,5-ml-Mikrofugenrohrchen vor-
bereitet, zu dem X-VIVO™ 15 bis auf 1 ml hinzugefiigt wird. Das Rohrchen wird kriftig geschiittelt und auf einem
Rotor bei einer Hochstgeschwindigkeit von 8 Ujmin mindestens 30 Minuten lang geschiittelt. Nach der Zentrifu-
gierung bei 20000 g fiir 5 Minuten wird das Tensid mit einem Faktor von 4 mit X-VIVO™ 15 verdiinnt und 500 pl
des verdiinnten Tensids werden in eine Mulde in einem Testblock mit 96 Mulden iibertragen. Das verdiinnte Tensid
wird mit X-VIVO™ 15 mit Faktoren von 2 und 4 weiter verdiinnt und 50 ul der Losung wird zu 50 pl der THP-G8-
Zellsuspension in den Mulden der flachen schwarzen Platte mit 96 Mulden hinzugefiigt (Anlage 3.6). Jede Konzen-
tration der Positivkontrolle sollte in 4 Mulden gepriift werden. Die Platte wird auf einem Platten-Schiittler geschiittelt
und in einem CO,-Inkubator 16 Stunden lang inkubiert (37 °C, 5 % CO,), anschlieSend wird die Luciferase-Aktivitit
wie in Abschnitt 29 beschrieben gemessen.

23. Die empfohlene Negativkontrolle ist LA. 20 mg von LA werden in einem 1,5-ml-Mikrofugenrohrchen vorbereitet, zu
dem X-VIVO™ 15 bis auf 1 ml hinzugefiigt wird (20 mg/ml). 20 mg/ml der LA-L6sung werden um einen Faktor
von 5 mit X-VIVO™ 15 verdiinnt (4 mg/ml); 500 pl dieser 4 mg/ml-LA-Losung werden in eine Mulde eines
Testblocks mit 96 Mulden iibertragen. Diese Losung wird um einem Faktor von 2 mit X-VIVO™ 15 verdiinnt
und dann erneut um einen Faktor von 2 verdiinnt, um 2 mg/ml- und 1 mg/ml-Losungen herzustellen. 50 pl dieser 3
Losungen und Vehikelkontrollen (X-VIVO™ 15) werden zu 50 ul der THP-G8-Zellsuspension in den Mulden der
flachen schwarzen Platte mit 96 Mulden hinzugefiigt. Jede Konzentration der Negativkontrolle wird in 4 Mulden
gepriift. Die Platte wird auf einem Platten-Schiittler geschittelt und in einem CO,-Inkubator 16 Stunden lang
inkubiert (37 °C, 5% CO,), anschlieend wird die Luciferase-Aktivitit wie in Abschnitt 29 beschrieben gemessen.

24. Andere geeignete Positiv- oder Negativkontrollen konnen verwendet werden, sofern historische Daten fur die Ab-
leitung vergleichbarer Akzeptanzkriterien fiir einen Testdurchlauf zur Verfiigung stehen.

25. Es ist darauf zu achten, dass eine Verdunstung der fliichtigen Priifchemikalien sowie eine Kreuzkontamination
zwischen Mulden durch die Priifchemikalien vermieden werden, indem die Platte beispielsweise vor der Inkubation
mit den Priffchemikalien versiegelt wird.

26. Bei den Priffchemikalien und der Losungsmittelkontrolle sind 2 bis 4 Durchldufe erforderlich, um eine positive oder
negative Vorhersagle ableiten zu konnen (siche Tabelle 2). Jeder Durchlauf wird an einem anderen Tag mit einer
frischen X-VIVO™ 15-Stammlosung der Priifchemikalie und unabhingig voneinander gewonnenen Zellen vor-
genommen. Die Zellen konnen aus derselben Passage stammen.
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Messungen der Luciferase-Aktivitiit

27. Die Lumineszenz wird mithilfe eines Mikroplattenluminometers mit 96 Mulden gemessen, das mit optischen Filtern
ausgestattet ist, z. B. Phelios (ATTO, Tokyo, Japan), Tristan 941 (Berthold, Bad Wildbad, Deutschland) und die
ARVO-Serie (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). Das Luminometer muss fur jeden Test kalibriert werden, um
Reproduzierbarkeit zu gewihren (19). Rekombinante orange und rot emittierende Luciferasen sind fiir diese Kali-
brierung verfugbar.

28. 100 pl des vorgewdrmten Tripluc® Luciferase-Test-Reagenz (Tripluc) wird in jede Mulde der Platte tibertragen, die die
mit oder ohne Chemikalien behandelte Zellsuspension enthilt. Die Platte wird 10 Minuten lang bei einer Umge-
bungstemperatur von ungefihr 20 °C geschiittelt. Die Platte wird auf dem Luminometer platziert, um die Luciferase-
Aktivitdt zu messen. Die Biolumineszenz wird jeweils 3 Sekunden lang in der Abwesenheit (FO) und Anwesenheit
(F1) des optischen Filters gemessen. Bei Verwendung anderer Einstellungen, z. B. je nach verwendetem Lumino-
metermodell, sollten diese begriindet werden.

29. Parameter fiir jede Konzentration werden aus den gemessenen Werten berechnet, z. B. IL8LA, GAPLA, nIL8LA, Ind-
ILSLA, Inh-GAPLA, die mittlere +SD von IL8LA, die mittlere +SD von GAPLA, die mittlere +SD von nIL8LA, die
mittlere #SD von Ind-IL8LA, die mittlere £SD von Inh-GAPLA und das 95 % Konfidenzintervall von Ind-IL8LA.
Definitionen der in diesem Abschnitt verwendeten Parameter werden in den Anlagen 3.1 bzw. 3.4 bereitgestellt.

30. Vor der Messung wird die Farbunterscheidung in mehrfarbigen Reporter-Tests allgemein durch die Verwendung von
Detektoren erzielt (Luminometer und Plattenleser), die mit optischen Filtern ausgestattet sind, wie beispielsweise
Short-Cut-Filtern (Langpass oder Kurzpass) oder Bandpassfiltern. Die Ubertragungskoeffizienten der Filter fiir jede
Biolumineszenzsignalfarbe sollte vor dem Test gemdfl Anlage 3.2 kalibriert werden.

DATEN UND BERICHTERSTATTUNG
Datenauswertung

31. Kriterien fuir eine positive/negative Entscheidung erfordern, dass in jedem Durchlauf:

— ecine IL-8-Luc-Test-Vorhersage als positiv eingestuft wird, wenn eine Priifchemikalie tiber einen Ind-IL8LA > von
1,4 verfigt und die untere Grenze des 95 %-Konfidenzintervalls von Ind-IL8LA > 1,0 betrigt

— eine IL-8-Luc-Test-Vorhersage als negativ eingestuft wird, wenn eine Priifchemikalie tiber einen Ind-IL8LA < 1,4
verfiigt und/oder die untere Grenze des 95 %-Konfidenzintervalls von Ind-IL8LA < 1,0 betrigt

Vorhersagemodell

32. Priifchemikalien, die zwei positive Ergebnisse in den 1., 2., 3. oder 4. Durchliufen liefern, werden als positiv
identifiziert, wihrend diejenigen, die drei negative Ergebnisse in den 1. 2., 3. oder 4. Durchliufen liefern, als
vermeintlich negativ identifiziert werden (Tabelle 2). Unter den vermeintlich negativen Chemikalien werden Che-
mikalien, die bei 20 mg/ml von X-VIVO™ 15 gelost werden, als negativ eingestuft, wihrend Chemikalien, die nicht
bei 20 mg/ml von X-VIVO™ 15 gelost werden, nicht beriicksichtigt werden sollten (Abbildung 1).
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Tabelle 2

Kriterien zur Identifizierung von positiv und vermeintlich negativ

1. Durchlauf 2. Durchlauf 3. Durchlauf 4. Durchlauf Endgiiltige Vorhersage
positiv positiv = = positiv
negativ positiv = positiv
negativ positiv positiv
negativ Vermeintlich negativ
negativ positiv positiv = positiv
negativ positiv positiv
negativ Vermeintlich negativ
negativ positiv positiv positiv
negativ Vermeintlich negativ
negativ = Vermeintlich negativ
Abb. 1

Vorhersagemodell fiir endgiiltiges Urteil

positiv - "
Chemikalien . LZ%SI'Ch/bell negativ
Vermeintlich mg/m L g
Gegatiy Unloslich bei SR
berlicksichtigt
20 mg/m!| werden

Akzeptanzkriterien

33. Bei der Verwendung des IL-8-Luc-Tests sollten die folgenden Akzeptanzkriterien erfiillt werden:

— Ind-IL8LA sollte in mindestens einer Konzentration der Positivkontrolle, 4-NBB, in jedem Durchlauf mehr als 5,0
betragen.

— Ind-IL8LA sollte in jeder Konzentration der Negativkontrolle, Milchsdure, in jedem Durchlauf weniger als 1,4
betragen.
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— Daten aus Platten, fiir die die GAPLA der Kontrollmulden mit Zellen und Tripluc aber ohne Chemikalien weniger
als 5 Mal des Wertes der Mulde, die nur das Priifmedium enthilt (50 pl/Mulde von RPMI-1640 mit 10 % FBS und
50 pl/Mulde von X-VIVO™ 15), betrigt, sollten abgelehnt werden.

— Daten aus Platten, fiir die die Inh-GAPLA aller Konzentrationen des Tests oder Kontrollchemikalien weniger als
0,05 betrigt, sollten abgelehnt werden. In diesem Fall sollte der erste Test wiederholt werden, damit die hochste
endgiiltige Konzentration des wiederholten Tests die niedrigste endgiiltige Konzentration des vorherigen Tests ist.

Priifbericht

34. Der Priifbericht sollte folgende Angaben enthalten:

Priifchemikalien

Einkomponentiger Stoff:

— Chemische Bezeichnung, wie z. B. [IUPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAS-Nummer(n), SMILES- oder InChlI-
Code, Strukturformel und/oder andere Kennungen;

— Aussehen, Wasserloslichkeit, Molekulargewicht und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften, so-
weit verfiigbar;

— Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfihrbar,
usw.;

— Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwdrmung, Zerkleinerung);

— Loslichkeit in X-VIVO™ 15, Bei Chemikalien, die in X-VIVO™ 15 nicht 1éslich sind, ob ein Niederschlag oder
ein Aufschwemmen nach der Zentrifugierung beobachtet wird;

— gepriifte Konzentration(en);

— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar;

— Begriindung der Auswahl des Losungsmittels/Vehikels fiir jede Priifchemikalie, wenn X-VIVO™ 15 nicht ver-
wendet wurde.

Mehrkomponentiger Stoff, UVCB-Stoff und Gemisch:

— Charakterisierung, so weit wie moglich, z. B. durch die chemische Zusammensetzung (siehe oben), Reinheit, das
quantitative Vorkommen und die relevanten physikalisch-chemischen Eigenschaften (siche oben) der einzelnen
Komponenten, soweit verfiigbar;
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— Physikalisches Erscheinungsbild, Wasserloslichkeit und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften,
soweit verfiigbar;

— Molekulargewicht oder scheinbares Molekulargewicht im Fall von Gemischen/Polymeren mit bekannter Zusam-
mensetzung oder andere fiir die Durchfithrung der Studie relevante Informationen;

— Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwirmung, Zerkleinerung);

— Loslichkeit in X-VIVO™ 15. Bei Chemikalien, die in X-VIVO™ 15 nicht Ioslich sind, ob ein Niederschlag oder
ein Aufschwemmen nach der Zentrifugierung beobachtet wird;

— gepriifte Konzentration(en);

— Lagerbedingungen und Stabilitdt, soweit verfiigbar.

— Begriindung der Auswahl des Losungsmittels/Vehikels fiir jede Priifchemikalie, wenn X-VIVO™ 15 nicht ver-
wendet wurde.

Kontrollen

Positivkontrolle:

— Chemische Bezeichnung, wie z. B. [UPAC- oder CAS Bezeichnung(en), CAS-Nummer(n), SMILES- oder InChl-
Code, Strukturformel und/oder andere Kennungen;

— physikalisches Erscheinungsbild, Loslichkeit in Wasser, Molekulargewicht und weitere relevante physikalisch-che-
mische Eigenschaften, sofern verfiigbar und falls zutreffend;

— Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfiihrbar,
Usw.;

— Behandlung vor dem Test, soweit zutreffend (z. B. Erwdrmung, Zerkleinerung);

— gepriifte Konzentration(en);

— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar;

— ggf. Verweis auf historische Ergebnisse von Positivkontrollen, die geeignete Akzeptanzkriterien dokumentieren.

Negativkontrolle:

— Chemische Kennung, wie beispielsweise [IUPAC- oder CAS-Bezeichnung(en), CAS-Nummer(n) und/oder sonstige
Kennungen;

— Reinheit, chemische Zusammensetzung von Verunreinigungen, soweit zutreffend und praktisch durchfiihrbar,
usw.;
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— physikalisches Erscheinungsbild, Molekulargewicht und weitere relevante physikalisch-chemische Eigenschaften,
falls andere als die in der Priifrichtlinie genannten Negativkontrollen verwendet werden, und sofern verfiugbar;

— Lagerbedingungen und Stabilitit, soweit verfiigbar;

— Begriindung der Auswahl des Losungsmittels fiir jede Priifchemikalie.

Priifbedingungen

— Name und Anschrift des Auftraggebers, der Priifanstalt und des Studienleiters;

— Beschreibung des verwendeten Priifprotokolls;

— verwendete Zelllinie, zugehorige Lagerbedingungen und Quelle (z. B. Einrichtung, von der sie gewonnen wurde);

— Chargennummer und Herkunft von FBS, Lieferantenname, Chargennummer der flachen schwarzen Platte mit 96
Mulden und Chargennummer des Tripluc-Reagenz;

— Passagenanzahl und Zelldichte fiir den Test;

— angewandte Zellzahlungsmethode bei der Beimpfung vor dem Test und ergriffene Mafnahmen zur Gewihrleis-
tung einer homogenen quantitativen Verteilung der Zellen;

— verwendetes Luminometer (z. B. Modell), einschlieBlich Geriteeinstellungen, verwendetes Luciferase-Substrat und
Nachweis geeigneter Lumineszenzmessungen basierend auf der in Anlage 3.2 beschriebenen Kontrollpriifung;

— angewandtes Verfahren zum Nachweis der Leistungsfahigkeit des Labors hinsichtlich der Durchfithrung des Tests
(z. B. durch Priifen von Leistungsstoffen) oder zum Nachweis der reproduzierbaren Durchfithrung des Tests im
Zeitverlauf.

Priifverfahren

— Anzahl an Replikaten und ausgefithrten Durchldufen;

— Konzentrationen der Priifchemikalie, Applikationsverfahren und Expositionsdauer (falls von den Empfehlungen
abweichend);

— Beschreibung der angewandten Bewertungs- und Entscheidungskriterien;

— Beschreibung der angewandten Studienakzeptanzkriterien;

— Beschreibung etwaiger Anderungen am Priifverfahren.
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Ergebnisse

— Messungen von IL8LA und GAPLA;

— Berechnungen fiir nIL8LA, Ind-IL8LA und Inh-GAPLA;

— das 95 %ige Konfidenzintervall von Ind-IL8LA;

— Diagramm zur Darstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven fiir die Induktion der Luciferase-Aktivitit und Viabilitit;

— Beschreibung etwaiger sonstiger relevanter Beobachtungen, falls zutreffend.

Erorterung der Ergebnisse

— Erorterung der anhand des IL-8-Luc-Tests erhaltenen Ergebnisse;

— Erorterung der Test-Ergebnisse im Rahmen eines IATA, sofern andere sachdienliche Informationen verfiigbar sind.
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Anlage 3.1
DEFINITIONEN

Genauigkeit: Grad der Ubereinstimmung zwischen Priifergebnissen und anerkannten Referenzwerten. Die Genauigkeit ist
ein Mafl der Leistung der Priffmethode und ein Aspekt der ,Relevanz®. Der Begriff wird oft im Sinne von ,Uberein-
stimmung” verwendet und bezeichnet den Anteil der korrekten Ergebnisse eines Tests (16).

AOP (Adverse Outcome Pathway): Abfolge von Vorgingen, ausgehend von der chemischen Struktur einer Zielche-
mikalie oder Zielgruppe ahnlicher Chemikalien, iiber den molekularen auslosenden Vorgang bis hin zu einem In-vivo-
Ergebnis von Interesse (20).

Chemikalie: Stoff oder Gemisch.

CVO05: Zellviabilitait 05, d. h. die Mindestkonzentration, bei der die Chemikalien weniger als 0,05 von Inh-GAPLA
aufweisen.

FInSLO-LA: Abkiirzung, die im Validierungsbericht und in vorherigen Veroffentlichungen beziiglich des IL-8-Luc-Tests
verwendet wurde, um sich auf Ind-ILS8LA zu beziehen. Siehe Ind-IL8LA fiir eine Definition.

GAPLA: Luciferase-Aktivitit der ,Stable Luciferase Red (SLR)“ (\max = 630 nm), reguliert durch den GAPDH-Triger und
zeigt die Zellviabilitdt und die Anzahl der lebensfahigen Zellen auf.

Gefahr: Inhirente Eigenschaft eines Stoffes oder einer Situation, potenziell schidigende Auswirkungen zu haben, wenn
ein Organismus, ein System oder eine (Teil-)Population diesem Stoff ausgesetzt ist.

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): Ein strukturierter Ansatz zur Gefahrenidentifizierung (Po-
tenzial), Gefahrencharakterisierung (Potenz) und/oder Sicherheitsbeurteilung (Potenzial/Potenz und Exposition) einer Che-
mikalie oder Gruppe von Chemikalien, der strategisch simtliche relevanten Daten fiir eine informierte regulatorische
Entscheidung hinsichtlich potenziellen Gefahren und/oder Risiken und/oder des Bediirfnisses weiterer gezielter und somit
minimaler Tests integriert und abwagt.

II-SLR-LA: Abkiirzung, die im Validierungsbericht und in vorherigen Veroffentlichungen beziiglich des IL-8-Luc-Tests
verwendet wurde, um sich auf Inh-GAPLA zu beziehen. Siehe Inh-GAPLA fiir eine Definition

IL-8 (Interleukin-8): Ein aus Endothelzellen, Fibroblasten, Keratinozyten, Makrophagen und Monozyten abgeleitetes
Zytokin, das Chemotaxis von Neutrophilen und T-Zell-Lymphozyten verursacht.

IL8LA: Luciferase-Aktivitit von ,Stable Luciferase Orange (SLO)“ (\max = 580 nm), reguliert durch IL-8-Trager.

Ind-ILS8LA: n-fache Induktion von nIL8LA. Der Wert wird erhalten, indem der nIL8LA der THP-G8-Zellen, die mit
Chemikalien behandelt wurden, durch den der nicht stimulierten THP-G8-Zellen geteilt wird und die Induktion der IL-8-
Trageraktivitit durch Chemikalien darstellt.

Inh-GAPLA: Hemmung von GAPLA. Der Wert wird erhalten, indem GAPLA des mit Chemikalien behandelten THP-G8
durch GAPLA des nicht behandelten THP-G8 geteilt wird und die Zytotoxizitit der Chemikalien darstellt.
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Minimaler Induktionsschwellenwert (MIT): die niedrigste Konzentration, bei der eine Chemikalie die positiven Krite-
rien erfillt

Gemisch: Ein Gemisch oder eine Losung, die aus zwei oder mehreren Stoffen besteht.

Einkomponentiger Stoff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter Stoff, bei dem ein Hauptbestandteil
in einer Konzentration von mindestens 80 % w/w vorhanden ist.

Mehrkomponentiger Stoff: Ein nach seiner quantitativen Zusammensetzung definierter Stoff, bei dem mehr als ein
Hauptbestandteil in einer Konzentration von = 10 % w/w und < 80 % w/w vorhanden sind. Ein mehrkomponentiger Stoff
ist das Ergebnis eines Herstellungsprozesses. Der Unterschied zwischen einem Gemisch und einem mehrkomponentigen
Stoff besteht darin, dass ein Gemisch durch die Mischung von zwei oder mehr Stoffen ohne chemische Reaktion entsteht.
Ein mehrkomponentiger Stoff wird durch eine chemische Reaktion gebildet.

nIL8LA: Die SLO-Luciferase-Aktivitit, die die IL-8-Trigeraktivitit (IL8LA) widerspiegelt, die durch die SLR-Luciferase-
Aktivitat normalisiert wird, die die GAPDH-Trageraktivitit (GAPLA) widerspiegelt. Der Wert stellt die IL-8-Trageraktivitit
nach Beriicksichtigung der Zellviabilitit oder der Zellanzahl dar.

nSLO-LA: Abkiirzung, die im Validierungsbericht und in vorherigen Veroffentlichungen beziiglich des IL-8-Luc-Tests
verwendet wurde, um sich auf nIL8LA zu beziehen. Siehe nIL8LA fiir eine Definition

Positivkontrolle: Ein Replikat, das alle Komponenten eines Priifsystems enthélt und mit einem Stoff behandelt wird, der
bekanntermafen eine positive Reaktion hervorruft. Um sicherzustellen, dass Abweichungen bei der Positivkontrollreaktion
im Zeitverlauf bewertet werden konnen, sollte die Reaktion nicht zu heftig sein.

Prihaptene: Chemikalien, die durch abiotische Transformation zu Allergenen werden.

Prohaptene: Chemikalien, die eine enzymatische Aktivierung erfordern, um ihr Hautsensibilisierungspotenzial aus-
zuschopfen.

Relevanz: Beschreibung der Beziehung zwischen dem Test und der untersuchten Wirkung und ob der Test aussagekriftig
und niitzlich fiir einen bestimmten Zweck ist. Die Relevanz gibt an, inwieweit der Test die untersuchte biologische
Wirkung richtig misst oder vorhersagt. Die Relevanz umfasst die Einbeziehung der Genauigkeit (Ubereinstimmung) eines
Tests (16).

Zuverlissigkeit: Maf8 der Reproduzierbarkeit einer Priifmethode innerhalb von und zwischen Labors iiber einen lingeren
Zeitraum und bei einheitlichem Protokoll. Die Zuverldssigkeit wird durch Berechnung der Intra- und Interlabor-Repro-
duzierbarkeit und Intralabor-Wiederholbarkeit bewertet (16).

Durchlauf: Ein Durchlauf besteht aus einer oder mehreren hintereinander getesteten Priifchemikalien mit einer Losungs-
mittel-/Vehikelkontrolle und mit einer Positivkontrolle.

Sensitivitit: Der Anteil aller positiven/wirkungsvollen Chemikalien, die durch den Test korrekt eingestuft werden. Die
Spezifitit ist ein Mafl der Genauigkeit eines Tests mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der
Bewertung ihrer Relevanz (16).
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SLO-LA: Abkiirzung, die im Validierungsbericht und in vorherigen Veroffentlichungen beziiglich des IL-8-Luc-Tests
verwendet wurde, um sich auf IL8LA zu beziehen. Siehe ILSLA fiir eine Definition.

SLR-LA: Abkiirzung, die im Validierungsbericht und in vorherigen Veroffentlichungen beziiglich des IL-8-Luc-Tests
verwendet wurde, um sich auf GAPLA zu bezichen. Siche GAPLA fiir eine Definition.

Losungsmittel-/Vehikelkontrolle: Eine unbehandelte Probe, die simtliche Komponenten eines Priifsystems enthilt, aufSer
der Priifchemikalie, aber einschlieBlich des verwendeten Losungsmittels/Vehikels. Sie wird verwendet, um die Referenzre-
aktion fiir die mit der Priifchemikalie behandelten Proben, die im selben Losungsmittel oder Vehikel aufgelost oder stabil
verteilt wurden, zu bestimmen. Wenn mit einer simultanen Medienkontrolle gepriift wird, zeigt diese Probe auflerdem, ob
das Losungsmittel oder Vehikel mit dem Priifsystem interagiert.

Spezifitit: Der Anteil aller negativen/wirkungslosen Chemikalien, die durch die Priifmethode korrekt eingestuft werden.
Die Spezifitit ist ein Mafl der Genauigkeit eines Tests mit kategorialen Ergebnissen und ein wichtiger Aspekt bei der
Bewertung ihrer Relevanz (16).

Stoff: Chemische Elemente und ihre Verbindungen in natiirlicher Form oder durch ein Produktionsverfahren hergestellt,
einschlieflich der zur Wahrung der Produktstabilitit erforderlichen Zusatzstoffe und der bei der Herstellung entstehenden
Verunreinigungen, mit Ausnahme von Losungsmitteln, die von dem Stoff ohne Beeintrichtigung seiner Stabilitdt und
ohne Anderung seiner Zusammensetzung abgetrennt werden kénnen.

Tensid: Dies eine Substanz, auch oberflichenaktives Mittel genannt, wie z. B. ein Waschmittel, die die Oberflichen-
spannung einer Flissigkeit reduzieren und ihr somit ermoglichen kann, zu schaumen oder Feststoffe zu durchdringen; ein
Tensid wird auch als Netzmittel bezeichnet. (TG437)

Priifchemikalie: Stoffe oder Gemische, die mit dieser Methode gepriift wurden.

THP-GS: Eine IL-8-Reporter-Zelllinie, die im IL-8-Luc-Test verwendet wird. Die humane makrophagendhnliche Zelllinie
THP-1 wurde unter der Kontrolle der IL-8- bzw. GAPDH-Triger mit den SLO- und SLR-Luciferasegenen transfiziert.

Globales Harmonisiertes System zur Einstufung und Kennzeichnung von Chemikalien der Vereinten Nationen
(UN-GHS): Ein System, das die Einstufung von Chemikalien (Stoffen und Gemischen) gemiff normierten Typen und
Stufen physikalischer, gesundheitlicher und Umweltgefahren vorschligt und entsprechende Kommunikationselemente wie
Piktogramme, Signalworter, Gefahrenberichte, Berichte zu Vorsichtsmaflnahmen und Sicherheitsdatenblitter anspricht,
damit Informationen zu Nebenwirkungen mit Blick auf den Schutz von Menschen (einschlieflich Mitarbeitern, Arbeitern,
Logistikern, Verbrauchern und Ersthelfern) und der Umwelt zu iibermitteln (21).

UVCB: Stoffe mit unbekannter oder schwankender Zusammensetzung, komplexe Reaktionsprodukte oder biologische
Materialien.

Giiltige Priifmethode: Ein Test, von der angenommen wird, dass sie iiber ein ausreichendes Mafl an Relevanz und
Zuverldssigkeit fiir einen bestimmten Zweck verfiigt und die auf wissenschaftlich bewahrten Prinzipien basieren. Ein Test
ist niemals in einem absoluten Sinn giiltig, sondern im Verhiltnis zu einem definierten Zweck.
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Anlage 3.2

GRUNDSATZ DER MESSUNG DER LUCIFERASE-AKTIVITAT UND BESTIMMUNG DER UBERTRAGUNGSKOEFFIZIENTEN DES
OPTISCHEN FILTERS FUR SLO UND SLR

Das MultiReporter-Priifsystem -Tripluc- kann mit einem Luminometer des Typs Mikroplatte mit einem mehrfarbigen
Erkennungssystem verwendet werden, das einen optischen Filter ausstatten kann (z. B. Phelios AB-2350 (ATTO), ARVO
(PerkinElmer), Tristar LB941 (Berthold)). Der bei Messungen verwendete optische Filter ist ein 600-620 nm Lang- oder
Kurzpassfilter oder ein 600-700 nm Bandpassfilter.

Messung der zweifarbigen Luciferasen mit einem optischen Filter.

Dies ist ein Beispiel, das Phelios AB-2350 (ATTO) verwendet. Dieses Luminometer ist mit einem 600 nm Langpassfilter
(R60 HOYA Co., 600 nm LP, Filter 1) zum Splitten der SLO- (\max = 580 nm) und SLR-Lumineszenz (Amax = 630 nm)
ausgestattet.

Um die Ubertragungskoeffizienten des 600 nm LP zu bestimmen muss zuerst mit aufbereiteten SLO- und SLR-Luciferase-
Enzymen i) die SLO- und SLR-Biolumineszenzintensitit ohne Filter (F0), ii) die SLO- und SLR-Biolumineszenzintensitit,
die durch den 600 nm LP (Filter 1) passiert ist, gemessen werden und iii) die Ubertragungskoeffizienten des 600 nm LP
fur die unten aufgefithrten SLO und SLR berechnet werden.

Ubertragungskoeffizienten Abkiirzung Definition
SLO Filter 1 Ubertragungs- kOReo Definition Ubertragungskoeffiziet des
koeffizient Filters fur die SLO
SLR Filter 1 Ubertragungs- KRreo Definition Ubertragungskoeffiziet des
koeffizient Filters fur die SLR

Wenn die Intensitit von SLO und SLR in Priifproben als O bzw. R definiert ist, werden i) die Intensitt des Lichts ohne
Filter (alle optisch) FO und ii) die Intensitit des Lichts, das durch den 600 nm LP (Filter 1) F1 geschickt wird, wie unten
beschrieben.

FO =0 +R
F1 :KOR60XO+KRR60XR

Diese Formeln konnen wie folgt umformuliert werden:

<FO> < 1 1 )(O>
F1 KOreo  KRpeo/ \R

Dann kénnen anhand der berechneten Transmissionsfaktoren (kOggo und kRpeo) der gemessenen FO and F1 die O- und
R-Werte wie folgt berechnet werden:
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<O> ( 1 : >1<F0>
R KOpeo  KRpeo F1

Materialien und Methoden zur Bestimmung des Transmissionsfaktors

(1) Reagenzien
Einzelne aufbereitete Luciferase-Enzyme:
Lyophilisiertes aufbereitetes SLO-Enzym
Lyophilisiertes aufbereitetes SLR-Enzym
(die fur die Validierungsarbeiten von GPC Lab. Co. Ltd., Tottori, Japan mit THP-G8-Zelllinie erhalten wurden)
Test-Reagenz:
Tripluc® Luciferase-Test-Reagenz (zum Beispiel aus TOYOBO Kat. Nr. MRA-301)

Medium: fur Luciferase-Test (30 ml, gelagert bei 2-8°C)

Reagenz Konz. Finale Konz. in Medium Erforder-liche Menge
RPMI-1640 = = 27 ml
EBS — 10 % 3 ml

(2) Herstellung der Enzymlosung

Das lyophilisierte, aufbereitete Luciferase-Enzym im Rohrchen 16sen, indem 200 pl 10 ~ 100 mM Tris/HCl oder
Hepes/HCl (pH 7,5 ~ 8,0) mit 10 % (w/v) Glycerol hinzugefiigt werden, die Enzymlosung in 10 pl Aliquoten in
Einwegrohrchen mit einem Volumen von 1,5 ml aufgeteilt wird und diese bei -80 °C in einem Gefrierschrank
gelagert werden. Die gefrorene Enzymlosung kann bis zu 6 Monate verwendet werden. Wenn es verwendet wird,
dann 1 ml des Mediums fiir den Luciferase-Test (RPMI-1640 mit 10 % FBS) zu jedem Rohrchen mit den Enzym-
l6sungen (verdiinnte Enzymlosung) hinzufiigen und diese auf Eis halten, um eine Deaktivierung zu verhindern.

(3) Messung der Biolumineszenz

Tripluc®-Luciferase-Test-Reagenz (Tripluc) auftauen und bei Raumtemperatur entweder in einem Wasserbad oder bei
Umgebungslufttemperatur aufbewahren. Das Luminometer 30 Minuten vor Beginn der Messungen einschalten, damit
sich der Fotovervielfacher stabilisieren kann. 100 pl der verdiinnten Enzyml6sung in eine schwarze Platte mit 96
Mulden iibertragen (flache Unterseite) (die SLO-Referenzprobe zu #B1, #B2, #B3, die SLR-Referenzprobe zu #D],
#D2, #D3). Anschliefend 100 pl vorgewarmtes Tripluc mithilfe eines Pipetman in jede Mulde der Platte geben, die
die verdiinnte Enzymlosung enthalt. Die Platte 10 Minuten lang bei Raumtemperatur (ca. 25 °C) mit einem Platten-
Schiittler schiitteln. Die Luftblasen aus den Losungen in den Mulden entfernen, wenn diese erscheinen. Die Platte im
Luminometer platzieren, um die Luciferase-Aktivitit zu messen. Die Biolumineszenz wird jeweils
3 Sekunden lang in der Abwesenheit (FO) und Anwesenheit (F1) des optischen Filters gemessen.
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Der Ubertragungskoeffizient des optischen Filters wurde wie folgt berechnet:

Ubertragungskoeffizient (SLO (kOgg())= (Anz. B1 von F1+ Anz. B2 von F1+ Anz. B3 von F1) | (Anz. B1 von FO+
Anz. B2 von FO+ Anz. B3 von F0)

Ubertragungskoeffizient (SLR (kRg40))= (Anz. D1 von F1+ Anz. D2 von F1+ Anz. D3 von F1) [ (Anz. D1 von FO+
Anz. D2 von FO+ Anz. D3 von F0)

Die berechneten Transmissionsfaktoren werden fiir alle Messungen verwendet, die mit demselben Luminometer
durchgefiihrt werden.

Qualititskontrolle der Ausriistung

Es sollten die im IL-8-Luc-Protokoll beschriebenen Verfahren verwendet werden (18).
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Anlage 3.3

LEISTUNGSSTOFFE

Vor der routinemifiigen Anwendung des in dieser Anlage zu Priifmethode B.71 beschriebenen Tests sollten Labors ihre
technische Leistungsfahigkeit demonstrieren, indem sie die erwartete IL-8-Luc-Vorhersage fiir die in Tabelle 1 empfohle-
nen 9 Stoffe ermitteln und die Werte, die in den betreffenden Referenzbereich fallen, bei mindestens 8 der 9 Leistungs-
stoffe bestimmen (ausgewdhlt, um den Reaktionsbereich fiir Hautsensibilisierungsgefahren zu reprisentieren). Weitere
Auswahlkriterien betrafen die Erhaltlichkeit der Stoffe im Handel, und dass qualitativ hochwertige In-vivo-Referenzdaten
sowie qualitativ hochwertige In-vitro-Daten aus dem IL-8-Luc-Test verfiigbar sind. Auflerdem sind veroffentlichte Refe-
renzdaten fiir den IL-8-Luc-Test verfiigbar (6) (1).

Tabelle 1
Empfohlene Stoffe zum Nachweis der technischen Leistungsfihigkeit beim IL-8-Luc-Test

IL-8 Luc-Vor- Referenzbereich

Loslichkeit in hersage () (ng/ml) ()
Leistungsstoffe CAS Nr. | Zustand | X-VIVO15 bei| In-vivo-Vorhersage ()
20 mg/ml IL-8 L
g/ CV05 (4) MIT (?)C

2,4-Dinitrochlorbenzol 97-00-7 fest unloslich Sensibilisator (ex- positiv 2,3-39 | 0,5-2,3

trem)
Formaldehyd 50-00-0 | fliissig 16slich Sensibilisator (stark) positiv 9-30 4-9
2-Mercaptobenzothiazol | 149-30-4 | fest unloslich | Sensibilisator (ma- positiv 250-29- | 60-250

Rig) 0
Ethylendiamin 107-15-3 | flissig 16slich Sensibilisator (mi- positiv 500-70- | 0,1-0,4

Rig) 0
Ethylenglykoldimethacry- | 97-90-5 | flissig | unloslich Sensibilisator positiv > 2000 | 0,04-0,1
lat (schwach)
4-Allylanisol (Estragol) 140-67-0 | flussig | unloslich Sensibilisator positiv > 2000 | 0,01-0,0-

(schwach) 7

Streptomycinsulfat 3810-74-0 | fest 16slich Nichtsensibi-lisator negativ. | > 2000 | > 2000
Glyzerin 56-81-5 | fliissig 16slich Nichtssensibi-lisator | negativ | > 2000 | > 2 000
Isopropanol 67-63-0 | fliissig 16slich Nichtsensibi-lisator negativ. | > 2000 | > 2000

Abkiirzungen: CAS-Nr. = Registernummer des Chemical Abstracts Service

(1) Die In-vivo-Potenz wird unter Anwendung der von ECETOC vorgeschlagenen Kriterien abgeleitet (19).
(%) Basierend auf den historischen beobachteten Werten (1) (6).

(}) CVys und IL-8 Luc MIT wurden mithilfe der durch EPI Suite™ gegebenen Wasserloslichkeit berechnet.
(*) CVys: die Mindestkonzentration, bei der die Chemikalien weniger als 0,05 von Inh-GAPLA aufweisen.
(°) MIT: die niedrigsten Konzentrationen, bei denen eine Chemikalie die positiven Kriterien erfillt.
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Anlage 3.4

INDIZES UND URTEILSKRITERIEN
nILSLA (nSLO-LA)

Die j. Wiederholung (j = 1-4) der i. Konzentration (i = 0-11) wird fiir ILS8LA (SLO-LA) bzw. GAPLA (SLR-LA) gemessen.
Die normalisierte IL8LA wird bezeichnet als nIL8LA (nSLO-LA) und definiert als:

nILSLA;; = ILSLAy/GAPLA;
Dies ist die Grundmafeinheit in diesem Test.

Ind-IL8LA (FInSLO-LA)

Die vielfache Steigerung der gemittelten nIL8LA (nSLO-LA) fiir die Wiederholung auf der i. Konzentration im Vergleich zu
ihr bei der 0-Konzentration, Ind-IL8LA, ist die primédre Messung dieser Tests. Das Verhiltnis wird durch die folgende
Formel bestimmt:

Ind — ILSLA; = {(1/4) X ZnILSLAU—}/{(l/M X ZnILSLAOj}
j j

Das Hauptlabor hat vorgeschlagen, dass ein Wert von 1,4 einem positiven Ergebnis fiir die gepriifte Chemikalie ent-
spricht. Dieser Wert basiert auf der Untersuchung der historischen Daten des Hauptlabors. Das Datenmanagement-Team
nutzte diesen Wert dann in allen Phasen der Validierungsstudie. Das primére Ergebnis, Ind-IL8LA, ist das Verhiltnis von 2
arithmetischen Mitteln, wie sie in der Gleichung dargestellt werden.

95 % Konfidenzintervall (95 % CI)

Das auf dem Verhiltnis basierende 95 % Konfidenzintervall (95 % CI) kann so eingeschitzt werden, dass es die Prizision
dieser primdren Ergebnismessung zeigt. Die untere Grenze des 95% CI > 1 zeigt an, dass die nIL8LA mit der i
Konzentration deutlich grofer ist als die mit Losungsmittelkontrolle. Es gibt verschiedene Arten, auf die das 95 % CI
erstellt wird. Wir nutzten die Methode, die in dieser Studie als Fiellers Theorem bekannt ist. Das Theorem des 95 %
Konfidenzintervalls wird aus der folgenden Formel erhalten:

—B — VB2 — 4AC —B + VB2 — 4AC
2A ’ 2A ’

Dabei gilt:
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2

=2 2 sdyi _
D~ o7se) X and ng = 4

C=5,
Xg = (1/1’10) X Zj HIL8LAOj

sd2 = {1/(no — 1)} x 37;(nIL8LAy — Xo)*
l’lyi =4

yi = (l/nyi) X Z](HILgLAu)

sdi = {1/(ny — 1)} x ¥, (nlL8LA; ~7,)’

to,0750) ist das 97,5te Perzentil der zentralen t-Verteilung mit dem v des Freiheitsgrades, wobei

o= GBI v v+ (e}

Inh-GAPLA (II-SLR-LA)

Die Inh-GAPLA ist ein Verhiltnis der gemittelten GAPLA (SLR-LA) fur die Wiederholung der i. Konzentration im
Vergleich zu der mit Losungsmittelkontrolle und dies wird folgendermaflen bestimmt:

Inh — GAPLA; = {(1/4) xy GAPLAij}/{(l/4) xy" GAPLAO,}.

J ]

Da die GAPLA der Nenner der nIL8LA ist, verursacht ein extrem kleiner Wert eine grofle Schwankung der nIL8LA.
Deshalb konnen Ind-IL8LA-Werte mit einem extrem kleinen Wert von Inh-GAPLA (weniger als 0,05) als eine schlechte
Prizision angesehen werden.
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Anlage 3.5

DAS SCHEMA DER METHODEN ZUM LOSEN VON CHEMIKALIEN FUR DEN IL-8-LUC-TEST.

(a) Bei Chemikalien, die bei 20 mg/ml in X-VIVO™ 15 gelost sind

Wenn die Chemikalie in X-VIVOTM 15 Igslich U
ist (1 - Durchlauﬂ Ein Verdiinnungsfaktor von 5

20 mg/ml Stammldsung
Ein Verdiinnungsfaktor von 2 (4 mg/mi)
auaua&uawgaé
A e O O O o O 2 mg/ml

,., Zur Zellsuspension In einer 86-Lochplatte hinzufiigen (50 pi: S0ul)
e e e e e e e e
Ll L Il 1L ]
0.5 mg/mi 2 mgiml
1 mg/ml

) $=mmccccsscccccssssssca==a=

Die héchste Konzentration der folgenden Experimente bestimmen

CV05; die niedrigste Konzentration, bei der Inh-
GAPLA < 0,05 betragt (die Konzentration der
Stammldsung x 1/Verdiinnungsfaktor (X))

&

Endkonzentration im 2., 3. und 4. Experiment

__ Inh-GAPLA

1 mg/ml 4 mgfmi
( Grmemesseme®® §5m0m 2mgml

2., 3. oder 4. U —

verdiinnen

1x 4x CV05 (4x die Konzentration der
XVIVO™ 15-Kontrolle Ein Verdinnungsfaktor von 1,5 Stammlésung x 1/X)

e e bl e el e e

Zusatz zu Zellen in einer 96-Lochplatte (50 pi: 50 pl)
2xCV05

%HMHHHHﬁ/_
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(b) Bei Chemikalien, die bei 20 mg/ml in X-VIVO™ 15 unléslich sind

Wenn die Chemikalie in X-VIVOTM 15 unloslich d
Orehen und
ist (1. Durchlauf) 20 mg/m|  zentrifugieren 1 Uberstand
A dilution factor of 2 (Stammlosung)
1024
x11=12 x1;148 x1/32 x1/8 x1/2

Zur Zellsuspension in einer 96 -Lochplatte hinzufiigen (S0 pl: 50 ul)

I:II:II:H:H:II:II:II:II:II:II:II:I

x1 12048 x1/81 -
x1/1024 x1f2‘6 x1m- x1/16 x1/4 Endgiiltige
Verdiinnung
- = CVOS; die niedrigste Konzentration, bei der Inh-GAPLA
< 0,05 betragt (die Konzentration der Stamml&sung x
/ 1/Verdiinnungsfaktor (X))
Endkonzentration im 2., 3, und 4, Experiment
x1/2048 ===l aa x18 x12
0 x1/102¢ x116 x1/4
1/X
2., 3. oder 4. Durchlauf N—
verdinnen
= 1x 4x CVOS (4x die Konzentration der
X-VIVO™ 15-Kontrolle Ein Verdinnungsfaktor von 1,5 Stammlosung x 1/X)

e e e o e b b e e el £

Zusatz zu Zellen in einer 96-Lochplatte (SO ul: 50 pl)

I:ll:ll:ll:ll:ll:ll:ll:ll:ll:ll:llil/
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Anlage 3.6

DAS SCHEMA DER METHODE ZUM LOSEN VON 4-NBB FUR DIE POSITIVKONTROLLE DES IL-8-LUC-TESTS.

Die Positivkontrolle: 4-NBB (unloslich in X-VIVO™ 15

Ein Verdinnungsfaktor von

4
 —  —
Drehenund |
, zentrifugieren  Uberstand x1/4
20 mg/ml x1

Verdinnung mit einem Faktor von
2

—
x1/16 X x1/4
X-VIVO™ 15- e

Kontrolle
Zusatz zu Zellen in einer 96-
1 Lochplatte (50 pl:50 pl)

X-VIVO™ 15.- X1/32  x1/16 X1/8
Kontrolle




