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1. SISSEJUHATUS

Uks REACH-maaruse ((EU) nr 1907/2006) pdhieesméarke on kaitsta inimtervist ja keskkonda.
Selle saavutamiseks on vaja piisavat teavet kemikaalide omaduste kohta, mille alusel neid
klassifitseerida ja margistada ja/voi nende riske hinnata.

Registreerijad peavad esitama registreerimise ja hindamise jaoks REACH-méaaruse VI-XI lisas
satestatud andmed.

REACH-maaruse artikli 13 I6ike 1 ja artikli 25 Idike 1 jargi vdib ainete omaduste teavet koguda
mittekatseliste vahenditega ja selgroogsete loomadega tehakse katseid ainult viimase
abinbuna. Samurti sdtestab REACH-maaruse artikli 13 16ige 4, et 0kotoksikoloogilised ning
toksikoloogilised katsed ja analtitisid tuleb teha kooskdlas direktiivi 86/609/EMU satetega.

REACH-maéarus taotleb ka loomkatsete taiustamist, vAhendamist ja asendamist (3R-strateegia
— Refinement, Reduction, Replacement), samuti alternatiivsete katsemeetodite propageerimist
(vastavalt direktiivile 86/609/EMU). Noukogu direktiiv 86/609/EMU katseteks ja muudel
teaduslikel eesmarkidel kasutatavate loomade kaitsega seotud liikmesriikide digus- ja
haldusnormide Uhtlustamise kohta nduab tuge selliste meetodite arendamisele, rakendamisele
ning valideerimisele, mis vdimaldaksid vahendada, taiustada ja asendada loomkatseid.

Alternatiivsete meetodite propageerimise raames on rahvusvaheliselt valideeritud ja saanud
heakskiidu regulatiivseks kasutamiseks mitu in vitro katsemeetodit. Valideerimine on protsess,
mille abil maaratakse kindlaks menetluse usaldusvaarsus ja asjakohasus teatud otstarbeks.

Euroopa Liidus vastutab uute alternatiivsete katsemeetodite teadusliku valideerimise
koordineerimise eest Euroopa Komisjoni Teadusuuringute Uhiskeskuse (JRC) juures asuv
Euroopa Alternatiivsete Meetodite Valideerimise Keskus (ECVAM). Uute katsemeetodite
valjatéotamisel on viis pbhietappi: katsete arendamine, eelvalideerimine, valideerimine,
s6ltumatu hindamine ja liikumine regulatiivse heakskiidu poole. Eelvalideerimine on aarmiselt
oluline, et tagada formaalsesse valideerimisuuringusse vdetava meetodi adekvaatne vastavus
uuringu kohaldatavuskriteeriumidele.

Eelvalideerimise ning valideerimise pdhimotteid ja uute vbi uuendatud katsemeetodite
valideerimisuuringute tegemise pdhimotteid kirjeldatakse teabele esitatavate nduete REACH-
juhendis (peatukk R.4) ning on ule vdetud OECD 34. suunisest.

Seoses olulisusega, mille Euroopa Liit on andnud valideeritud ja asjakohaste
alternatiivmeetodite vastuvdtmisele ning OECD katsesuuniste programmiga kooskdlastamise
eelistele tlemaailmse Uhtlustamise ja heakskiidu tagamiseks, tuleb alternatiivsete meetoditega
seotud projekte eelistatavalt kdidelda OECD-menetluse jargi. Selle foorumi asjakohatu viivituse
vOi Euroopa Liidu tungiva vajaduse korral v8ib uue alternatiivmeetodi vastuvdtmisega seotud
tegevus toimuda paralleelselt vdi vahetult Uksnes Euroopa Liidu protsessi raames. Kui meetod
kooskdlastatakse hiljem OECDga, uuendatakse vastavalt ka Euroopa Liidu meetodit.
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2. IN VITRO MEETODITE JA ANDMETE KASUTAMINE REACH-
MAARUSE JARGI

In vitro katsemeetoditega saadud andmeid vbib REACH-ma&aaruse jargi kasutada tingimusel, et
vaadeldava naitaja teave on klassifitseerimise ning margistamise ja/véi riskihindamise jaoks
piisav. Selliseid andmeid vdib kasutada ndutavate teabeelementide taielikuks vdi osaliseks
asendamiseks, mis tuleb vastasel korral koostda in vivo andmete p6&hjal. In vitro andmeid,
sealhulgas konkreetse naitaja jaoks rahvusvaheliselt valideeritud valideerimiskriteeriumidele
(andmete adekvaatsus ja sobivus) mittevastavate meetodite abil saadud andmeid tuleb siiski
samuti arvestada ning esitada registreerimistoimikus kogu olemasoleva teabe hulgas,
kasutades neid t6endite kaalukuse hindamisel (XI lisa jaotis 1.2) v0i ainete ruhmitamise
toetuseks (XI lisa jaotis 1.5).

In vitro meetodeid ja andmeid on kolm klassi, mida saab kasutada ainete REACH-
registreerimisel — valideeritud in vitro meetodid (adekvaatsed), eelvalideeritud in vitro
meetodid (sobivad) ja muud in vitro andmed, mis on saadud eelvalideerimata in vitro
meetodite abil.

a. Valideeritud in vitro meetodid

Valideeritud in vitro meetodid, mis on teaduslikult valideeritud vastavalt rahvusvahelistele
valideerimisp6himd&tetele (R.4 ja OECD 34. suunis), vdivad in vivo katset taielikult v6i osaliselt
asendada olenevalt otstarbest, mille jaoks meetod on valideeritud ja heaks kiidetud. Mdni in
vitro katsemeetod kuulub teatud kogusevahemiku korral ndutava standardteabe hulka (nt
nahaérrituse ja mutageensuse hindamise in vitro katsed). Need on valideeritud meetodid, mis
on tBestatud adekvaatseteks ja sobivateks teabe esitamisel klassifitseerimise ning margistuse
ja/vai riskihindamise eesmargil.

b. Eelvalideeritud in vitro meetodid

In vitro katseid, mis vastavad rahvusvaheliselt kokkulepitud eelvalideerimiskriteeriumidele
(R.4 ja OECD 34. suunis), kasitatakse samuti sobivatena kasutamiseks REACH-maaruse jargi,
kui nende katsete tulemused osutavad teatud ohtlikule omadusele. Kui aga eelvalideeritud
meetodi tulemused ei néita ohtlikku omadust (tulemused on negatiivsed), tuleb need naitaja
jaoks kinnitada VII1-X lisas kirjeldatud asjakohase katsega (XI lisa jaotis 1.4). Eelvalideeritud
in vitro meetoditega saadud andmete kasutamisel tuleb registreerimistoimikus markida
eelvalideerimisfaasi sisenemise ECVAM-kriteeriumid, sealhulgas meetodi korratavuse andmed,
meetodi mehhanistlik asjakohasus ja prognoositavus.

c. Eelvalideerimata in vitro meetodid

Teabe kogumisel saab kasutada ka eelvalideeritud meetodeid ja muid in vitro andmeid
(eelvalideerimata), et hankida taiendavaid andmeid in vivo vdi in vitro andmete hindamiseks ja
tdlgendamiseks osana toimeviisi/mehhanismi andmetest (nt in vitro andmete kineetika,
toksikogenoomika, metaboloomika) ning toetada standardse katsereZiimi kohandamist
vastavalt Xl lisale (olemasolevate andmete kasutamine, analoog- ja rihmitamismeetod,
tdendite kaalukus). Iga juhtumi korral peab selliste meetodite kasutamise eesmark olema
registreerimistoimikus selge, pdhjendatud ja h&sti dokumenteeritud. Vajaduse korral (nt
eelvalideeritud meetodite kasutamisel tdiendavate andmetena) tuleb lisada juhendis méargitud
sobivuskriteeriumid.
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3. IN VITRO ANDMETE JA MEETODITE KASUTAMINE,
DOKUMENTEERIMINE JA ESITAMINE REACH-
REGISTREERIMISEL

3.1 Mis REACH-juhendeid tuleks lugeda?

In vitro meetodite REACH-maaruse kontekstis kasutamise juhised on teabele esitatavate
nduete juhendis (ptk R.4.3.1.1 ,,In vitro andmed®), samuti iga (6ko)toksikoloogilise néaitaja
jaoks teabele esitatavate nduete ja kemikaaliohutuse hindamise juhendis (ptk R.7a ja R.7b).

3.2 Kuidas hinnata ja esitada teavet in vitro meetodi ja andmete
adekvaatsuse ning sobivuse kohta REACH-m&éaruse jargi
kasutamiseks?

Valideeritud in vitro katsemeetodi esitamisel registreerimistoimikus tuleb naitaja kohta EU v&i
OECD protokollis satestatud kvaliteedikriteeriume hinnata ja esitada asjakohase néitaja
uuringukirjena IUCLIDis. Kui meetod on loetletud EU katsemeetodite maaruses véi OECD
katsesuunises, on andmete adekvaatsust selle konkreetse naitaja jaoks juba hinnatud
rahvusvahelisel tasemel ja meetodit vdib kasutada loomkatsete téielikuks vOi osaliseks
asendamiseks. Arvestada tuleb katsemeetodi protokollis vdi tehnilistes juhendites kirjeldatud
piiranguid (nt mdni in vitro meetod on adekvaatne Uksnes positiivsete tulemuste
prognoosimiseks (st ohtliku omaduse néitamiseks), kuid mitte negatiivsete tulemuste korral).

Kui registreerija soovib kasutada eelvalideeritud in vitro meetodit REACH-ma&aaruse
teabendBuete taitmiseks, vOib seda teha ainult Xl lisa jaotises 1.4 satestatud tingimustel.
Meetodi sobivust ECVAM-kriteeriumidega tuleb hinnata ja esitada IUCLID-toimikus.

Kdigi muude in vitro meetodite kasutamisel tdendite kaalukuse osana tuleb hinnata meetodi
kvaliteedikisimusi, nagu katsematerjali asjakohasus, bioloogiline asjakohasus ja
kvaliteedistandardid (katsetulemuste korratavus), ning lisada IUCLID-toimikusse néitaja
uuringukirje osana.

3.3 Kas in vitro meetodeid ja andmeid saab kasutada klassifitseerimise
ja margistuse ja/voi riskihindamise eesmargil?

Klassifitseerimise ja margistuse ja/vdi riskihindamise eesmargil tohib kasutada ainult
valideeritud ja eelvalideeritud in vitro meetodeid teatud kindlatel tingimustel. VII-X lisas
loetletud valideeritud in vitro meetodi vdi aine ohtlikke omadusi naitava eelvalideeritud
meetodi kasutamisel v8ib tulemusi pidada klassifitseerimise ja margistuse ja/voi riskihindamise
eesmargil adekvaatseteks. Muid in vitro andmeid v6ib kasutada Uksnes t6endite kaalukuse
osana otsustamise toetamiseks.

3.4 Kuidas kasutada in vitro meetodeid ja andmeid toendite kaalukuse
osana?

In vitro meetodite abil hangitav teave vdib olla kasulik tdiendava téendina, mis aitab selgitada
in vivo katsetel saadud tulemusi. Eriti vBivad in vitro katsetega saadud metabolismi ja
kineetika andmed olla abiks toimeviisi tuvastamisel, kui neid kombineeritakse in vivo katsetest
saadud andmetega, samuti saab neid rakendada kineetikamudelite valjato6tamisel.

NlUudisaegsed metoodikad, naiteks toksikogenoomika, vdivad samuti olla teabeallikaks riski
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hindamisel ning aidata tdhusa ja efektiivse katsestrateegia Ule otsustamisel, samuti pakkuda
mehhanistliku alust toimeviisi, in vivo uuringutes tuvastatud mdju bioloogilise olulisuse ja
inimestele suunatud moéju valjaselgitamisel.

In vitro andmete kasutamisel registreerimistoimikus t6éendite kaalukuse osana tuleb jargida 2.
praktilist juhendit ,Kuidas esitada tdendite kaalukust?”. Andmed tuleb esitada piisavalt
detailselt, et eelkdige véimaldada hinnata riskihindamise asjakohasust; andmete asjakohasus
konkreetse juhtumi kohta peab olema registreerimistoimikus hasti dokumenteeritud ja
esitatud.

3.5 Kuidas kasutada in vitro andmeid analoogmeetodi ja
kemikaalikategooriate rakendamisel?

In vitro katsemeetoditega saadud andmeid v6ib kasutada andmellinga taitmiseks, kui
esitatakse sarnastest ainetest analoog- v6i rihmitamismeetodiga saadud andmeid. Sellisel
juhul vdivad in vitro andmed selgitada mehhanistlikke kaalutlusi ja aidata suurendada
analoogmeetodi usaldusvaarsust sarnaste ainete tUhiste metaboliitide teabe leidmisel.

Peale selle vdib in vitro andmeid kasutada ka (Q)SAR-mudelites rakendatava nn mehhanistliku
terminoloogia bioloogilise vaartuse demonstreerimiseks, néaiteks mudeli rakendatavusala
maéaratlemisel.

3.6 Kuidas esitada in vitro meetodeid ja andmeid IUCLID 5-s?

Valideeritud in vitro meetodite kasutamisel registreerimistoimikus REACH-ma&aaruse nduete
taitmiseks tuleb esitada IUCLID-toimikus uuringuaruande kokkuvdéte voi uuringu kokkuvote.
Sel juhul tuleb jargida 3. praktilist juhendit ,,Kuidas esitada uuringuaruannete kokkuvdtteid?”
ja IUCLID 5 I8ppkasutaja juhendit; ndutav on katsetingimuste, tulemuste ja télgenduse piisav
kirjeldus, mille alusel saab otsustada klassifitseerimise ja margistuse ja/vdi riskihindamise.

Eelvalideeritud in vitro meetodi tulemuste esitamisel kindla naitaja kohta vétmeuuringuna
andmenduete taitmiseks peab meetodi asjakohasus olema téiesti selge. Peale 3. praktilise
juhendi ,,Kuidas esitada uuringuaruannete kokkuvotteid?” ja IUCLIDi I6ppkasutaja juhendi
nduete tuleb registreerimistoimikusse lisada ka dokumendid ECVAM-kriteeriumidele vastavuse
hinnangu kohta, et hinnata meetodi sobivust ja potentsiaalset kasutuselevottu
klassifitseerimisel ja margistamisel ja/voi riskihindamisel. Sellisel juhul tuleb meenutada, et kui
selliste meetodite tulemused ei naita kindla néaitaja kohta teatud ohtlikke omadusi, tuleb
negatiivsed tulemused kinnitada asjakohase katsega, v.a kui katsetamisest v8ib loobuda
vastavalt standardse katsetamiskorra kohandamise eri- ja Uldeeskirjadele (VII-XI lisa).

Kui eelvalideeritud in vitro meetodi v0i eelvalideerimata in vitro meetodi tulemused esitatakse
lisauuringuna voi tdendite kaalukuse osana v8i kdrvalejdetud uuringuna, tuleb sellele
registreerimistoimikus selgelt osutada ning pdhjendada seda IUCLIDi naitaja uuringu Kirje
vastavatel valjadel. Tdendite kaalukuse andmete kasutamise lisateave on ka 2. praktilises
juhendis ,,Kuidas esitada t6endite kaalukust?”. Sellise teabe kasutamisel tuleb uuringuaruande
kokkuvodtte IUCLID-vormingus esitada tdendite kaalukuse meetodi kohta selle meetodi
andmed. Uksikasjalikult tuleb dokumenteerida ka uuringu(te)l leitud teabe asjakohasus seoses
uldise andmestiku alusel tehtavate jareldustega. Lisaks voivad Uksikasjalikku kirjeldust néuda
ka muud tdené&oliselt olulise tahtsusega uuringud — naiteks tuleb puudulike uuringute kohta,
kuid mis naitavad kriitilisi tulemusi, koostada samuti uuringuaruannete kokkuvoétted, tuues
esile uuringute puudused. Selliseid uuringuid vdib nimetada kdrvalejaetud uuringuteks ja
markida sellistena IUCLIDi eesmargilipu véljal (Purpose flag).
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3.7 Kuidas teatada in vitro katseandmete kasutamisest, et taita in vivo
katsete teabe standardnouded?

Mdne naitaja korral saab registreerija esitada in vitro katsetest saadud teabe, et taita nbue,
mille korral tuleks muidu esitada in vivo katse andmed — naiteks koguses vahemalt 10 tonni
aastas registreeritavate ainete korral on teabe standardnduete hulgas nahaarrituse in vivo
uuringu andmed (REACH-maaruse VIII-X lisa). Selle naite korral saab registreerija tdendada,
et tervikliku katsestrateegia osana toimuda v6inud nahaérrituse- ja/vdi s66vituse asjakohaste
in vitro katsete andmed vastavad standardse katsetamiskorra kohandamise eri- (VII-X lisa 2.
veerg) vOi uUldeeskirjadele (XI lisa). Tulevikus tootatakse tBenéoliselt vélja veel lahenemisviise,
millega saab in vitro katsesarjadega hinnata ka muid naitajaid, naiteks naha ulitundlikkuse
korral vdib olla vBimalik maarata aine toimet tekitada naha ulitundlikkust, kasutades mitme in
vitro katsemeetodiga téendite kaalukuse ldhenemisviisi.

Sellise stsenaariumi korral tuleb registreerimistoimikus esitada standardse katsetamiskorra
kohandamise pdhjendus. Registreerijal on seetdttu vaja peale in vitro uuringute
uuringuaruande (vt eespool jaotis 3.6) IUCLID-toimikus koostada ja osaliselt taita vastava in
vivo teabele esitatava ndude kohta ka néitaja uuringu Kirje. Vastasel korral ei labi esitatav
toimik tehnilise terviklikkuse kontrolli ja registreerimistoimikut ei saa esitada.

In vivo naitaja uuringu kirje taitmiseks tuleb registreerijal valida andmete esitamisest
loobumise pdhjenduste seast eesmargilipp, naiteks ,,uuring ei ole teaduslikult pdhjendatud”
(study scientifically unjustified) vi ,,muu p&hjendus” (other justification). Uksikasjalik
pbhjendus tuleb sisestada andmete esitamisest loobumise p&hjenduse valjale (Justification for
data waiving). P8hjendus oleneb konkreetsest juhtumist, naiteks voib kinnitada esitatud in
vitro uuringuandmete vastavust Xl lisa punkti 1.4 kriteeriumidele.

In vitro katseandmete kasutamist késitleti juhtregistreerijate 29. veebruari 2012
veebiseminaril ,,Kuidas kasutada in vitro andmeid REACH-teabe nduete taitmiseks”
(http://echa.europa.eu/et/view-article/-/journal_content/7def3c04-4b2b-4cfd-86d0-
5ce36797faad).



http://echa.europa.eu/et/view-article/-/journal_content/7def3c04-4b2b-4cfd-86d0-5ce36797faa8
http://echa.europa.eu/et/view-article/-/journal_content/7def3c04-4b2b-4cfd-86d0-5ce36797faa8
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4. LISATEAVE

3. praktiline juhend. Kuidas esitada uuringuaruannete kokkuvdotteid?
http://echa.europa.eu/documents/10162/13643/pg_report_robust study summaries_et.pdf

2. praktiline juhend. Kuidas esitada tdendite kaalukust?
http://echa.europa.eu/documents/10162/13655/pg_report weight of evidence et.pdf

Euroopa Komisjoni Teadusuuringute Uhiskeskuse (JRC) alternatiivsete katsemeetodite
ulevaatuse, valideerimise ja kinnitamise jargimissusteem (TSAR)
http://tsar.jrc.ec.europa.eu/

TSAR on vahend, millega antakse selge Ulevaade alternatiivmeetodite seisundi kohta nende
muutumisel eelvalideerimiseks esitatud puhtteaduslikest protokollidest aktiivse kasutamiseni
regulatiivkontekstis.

Euroopa Alternatiivsete Meetodite Valideerimise Keskus (ECVAM) http://ecvam.jrc.it/

OECD kemikaalide katsesuunised
http://www.oecd.org/department/0,3355,en 2649 34377 1 1 1 1 1,00.html

EU katsemeetodite maarus
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:L:2008:142:0001:0739:ET:PDF

IUCLID 5 I6ppkasutaja juhend
http://iuclid.echa.europa.eu/index.php?fuseaction=home.documentation&type=public



http://echa.europa.eu/documents/10162/13643/pg_report_robust_study_summaries_et.pdf
http://echa.europa.eu/documents/10162/13655/pg_report_weight_of_evidence_et.pdf
http://tsar.jrc.ec.europa.eu/
http://ecvam.jrc.it/
http://www.oecd.org/department/0,3355,en_2649_34377_1_1_1_1_1,00.html
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=OJ:L:2008:142:0001:0739:ET:PDF
http://iuclid.echa.europa.eu/index.php?fuseaction=home.documentation&type=public
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1. lisa. Naited

1. lisas on illustratiivsed naited, kuidas taita IUCLIDi naitaja uuringu kirje jargmistel
katsemeetodite kasutusjuhtudel:

1. Valideeritud in vitro katsemeetod v6tmeuuringuna
2. Eelvalideeritud in vitro katsemeetod vétmeuuringuna

3. Eelvalideerimata in vitro katsemeetod lisauuringuna

1. Valideeritud in vitro katsemeetod vétmeuuringuna

Administrative Data

'Purpnse flag ‘key study " ”ql robust study summary Dused for classification |:| used for MSDS
Drata waiving ‘ % ”q

Justification for
data waiving

|Study result type | experimental result “+ +| study period [Fram 22 to 28 August, 2002

Reliability |1 (reliable wmithout restriction) 5 ”;“

Rationale far reliability

GLP, Guideline study
incl. deficiencies

Data source

Reference
Reference type | Author Year Title Bibliographic s...| Testing Iaborat...| Report no. | Duier company [ Company study. Report date
study report Mustermann 2009 In witro Skin testing 1234567 z00%-09-12

Irritation: Human Labaratory
Skin Model

@ add.. | 1 & - | g seea | e

Data access

|data submitteris data owner . [;“ 4, |

Dara protection claimed

|yes, but willing to share 3, ||v|| 3, |

Materials and methods

Type of method

inwitro ., ||v

Test guidelinge

Qualifier | Guideline Deviations
according to other guideline: EU Method B.4& {Skin [rritation) no

B Add.. | i &

Principles of method if other than guideline

CLP compliance

[res M|

Identity of test material same as for substance defined in section 1 (it not read-across)

yes v|
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Test materials

Test material identity

Identifier

ldentity

CAS number

@ aoa. | ] &

1253456-78-9

Details on test material

| X

-State the analytical purity of the substance
- Lot/Batch number with expiration date

Test system

Type of coverage

Preparation of test site

Vehicle

|unchanged inowehicle)

I mount/concentration applied

e | X

10 ul applied to each tissue. Spread to match tissue size.

a &

Duration of treatment / exposure

15 min

|

Observation period

[

Mumber of animals

Mot applicable

[

Dretails on study design

| X%

Any other information on materials and methods incl. tables

0

0 E S EEEHCPOEEE EREEB T 2

Mormal | [Default fant “t0 ~a B s

u |

@ &

- positive and negative controls
- testiincubation conditions
- how many parallel samples

individual tissues is reduced helow 50% ofthe negative contral.

Invitro result
hean tissue viability =50%
Mean tizsue viahility = 50%

Inwivo prediction
Irritant , R38
Mon-irritant

State here how the testwas performed and whatwere the test conditions e.g.

- howwas the relative viahility of the tissue caleulated and used for classification

Forthe current test, an irritation potential of a testitem accarding to EU cla

ification R38 is predicted ifthe mean relative tissue viahility of three

The absolute 0D 570 nm of the negative control tissues inthe MTT testis an indicatar of tissue viability obtained after the shipping and storing
procedure and under specific canditions ofthe assay. Tissue viability meets the acceptance criterion ifthe mean OD of the two tissues is70.6.
An assay meets the acceptance criterion if mean relative tissue viability of the Positive Control is ==40%.

Results and discussions

Irritation [/ corrosion results

Irritatioh parameter | Basis

g ada. | q &

Time point score Max. score Reversibility Remarks
other: Absorbance (570 mean 10min 1.0z 107 ho data
nmy

Irritantfcarrosive response data

State here the relevant information of the results.
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Any other information on results incl. tables
B0 s B0 @O0 EE-DREEEEEMAY 2
|N0rmal vHAriaI == | @& #

o B or U

Results after the treatment with the test substance

Rel.
Dose Treatment || Absorbance | Absorbance || Absarbance Mean Absorhance
graup interval 870 nm 570 nm a70 nm Absarbance [% of
Tissue 1 Tissue 2 Tissue 3 of 3 Tissues Megative
contral]
Megative 15 min 1.2 14 1.2 1.3 100.00
control
FPositive 15 min 0.3 0.3 0.3 0.3 231
cantral
Test 15 min 0.85 1.08 0.495 0.95 T3
substance

Optical evaluation of the MTT-reducing capacity of the test itern after 1 hour incubation with MTT-reagent did not show hlue colour,

The decrease in relative absarbance values noted for the test substance was well helow the threshold for irritancy of relative absorbance=50%

Therefare the test substance is not considered to posses an irritant potential.

Applicant's summary and conclusion

Interpretation of results
|nnt irritating %, [v”
Criteria used for interpretation of results

i

Concluzions
Under the experimental conditions of this study,test substance is considered to be non-irritant to skin.

Executive summary
D0 & B24+D @O0 000 FO0000 BEBEEE T ¥
|N0rma| vHAriaI v||1D v|A' B r U IEESEEIEEE | BE

State here a brief description ofthe method, the results and the conclusions.

2. Eelvalideeritud in vitro katsemeetod vétmeuuringuna

NB! Kui soovite kasutada vétmeuuringuna naha sensibiliseerimise in vitro andmeid, peate
tehnilise terviklikkuse kontrolli labimiseks esitama naitaja taiendava uuringukirje in vivo
ndutava standardteabe esitamisest loobumise kohta koos pdhjendusega, nagu on tehtud

jargmises naites (VII lisa, jaotis 8.3, 2. veerQ).

Noutava standardteabe esitamisest loobumine

Administrative Data

L
g ||:| ["] robust study summary [ | used for classification [ | used for MSDS

Purpaose flag |

Data waiving |olherjustification
Annex Xl 14 We have provided the results from an in vitro study which covers the skin sensitisation endpoint. The method used is currently under vali

2]
Justification for 3,
data waiving | dation process ‘
Study result type | * |8| % | Study period . |
Reliability | N[l A |

Rationale for reliability
incl. deficiencies
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Vétmeuuring

Administrative Data

-

IPurpose flag |key study

[ata waiving |

obust study summary [ | used for classification [ | used for MSDE

Justification for

data waiving
Study result type |experimemal result 2, ”:“ Q | Study period [April 2009
Reliability |2 (reliable with restrictions) X ”;“

Rationale for reliability
incl. deficiencies

GLP, test method is under validation.

Data source

sensitisation Laboratory

= .

Reference
Reference type ‘ Author ear Title Biblingraphic s...| Testing laborat | Repart no. | Quimer company | Company study..]  Report date
study report Mustermann 2009 In vitro skin Testing 123456 2009-11-30

Data access

|data submitter iz data owner ”q‘ --.|

Materials and methods
Type of method

[inwitro A+ a
Type of study

|0ther: |M| |

Test guideline

Qualifier | Cuideline Deviations

according to other guideline: Human Cell Line Activation Test no
(h-CLAT) according publication

Frinciples of method if other than guideline

The method is based on the increase of CD86 and CD54 expression on THP-1 cell line. Both of these surface molecules are invalved in lekocyte
recruitment and activation. Expression in measured by Flow Cytometry.

CLP compliance

=1

Test materials

Identity of test material same as for substance defined in section 1 {if not read-across)

no w

Test material identity

|dentifier [ |dentity

CAS number 123456-78-9

Details ontest material

& | X L

If the test material is not completely the same as the registered substance, then youw need to give here the details of the test material e.g.
- molecular formula {of other than the submission substance)

-purity of the substance

-LotfBatch Mo
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LLNA

Wehicle

Concentration

State here the concentratios wsed in test system with justifications. The chemical should be used at a subtoxic concentrations

Mao. of animals per dose

THP-1 cell culture is used instead of animals.

Details on study design (LLNAY

i | X ¥

Fositive control substances)

other: positive control used e.g. DNCE

Any other information on materials and methods incl. tables

s B0 @O0 E00FF00EED @BCDEB T =

Protocol:

- Pre-culture of THP-1 cells far 48 hor 72 h

- Beed and culture atthe final cell counttwell with chemical being tested with 3 different concentration for 24 har 48 hin 24 well plate
- Divide test samples into 3 groups

- Treat cells with blockin agent for 14 min on ice to avoid non specific binding and wash the cells

- Btain cells with appropriate anti-CD86, anti-CDA54 and 196 antibodies for 30 min onice

-'Wash the cellz and resuspend them in to PBS and add PI

-Flow-cytametric analysis

The results are calculated using MFI {mean fluarescence intensity

IEl of chemical treated cells - MEI of chemical treated isotype control cells
MFI of vehicle control cells- MFI of vehicle isotype control cells

Clear positive results could be 2 to 3 -fold greater than the control value.

Any other information on results incl. tables

Dl s B0 RO 0000000 BEEA T L2
[Normal v”i\rial v][lD v]A' B 5 U | == 1 @& &

Fleasze give here the results of a given testincl. positive and negative contral values. Tahular form with all parallel values including mean values wauld
he appreciated.

Applicant’s surnmary and conclusion
Interpretation of results

sensitising ., ”q‘

Conclusions

Give here your conclusions.
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3. Eelvalideerimata in vitro katsemeetod lisauuringuna
(IUCLID, jaotis 7.1.1 , Toksikokineetika p6hiandmed”)

Administrative Data

P

I Purpose flag [suppaorting study

Drata waiving

[vl
=1
ad

robust study summary

uzed for classification

used for M505

Justification for

data waiving
Study result type |experimenta| result -»|v| | study period |April 2009 Q,
Reliability |2 (reliable with restrictions) @ v| Q,

Rationale for reliability
incl. deficiencies

peer reviewed publication

#

Data source

Reference

| Reference type Author ear Title

| Biblingraphic s...|Testing laborat...

Repaort no.

| Cramer company| Com paty study. l

Report date

publication Mustermann et al Z009 In vitro liver cell
metabolism of

chemical A

| K Pul

In witra cell
Biolagy Journal

A

Data access

|data publizhed 2,

Materials and methods

Type of method

invitro

Ohjective of study

metabalizm - |V|

Test guideline

Qualifier [

Guideline

Deviations

no guideline followed

o] o) &

Principles of method if otherthan guideline

by wsing PICM-19H cell line.

Explain here the principle of the method e.g. Measurements of the induced activities of Cytochrome P450 isozymes in the presence of SUBSTANCE A

GLP compliance

yes

lden of test material same as for substance defined in section 1 {if not read-across)

Test material identity

Identifier

Identity

CAS number

(B J[ & i

12345-67-5

Radiolabelling

(e

Test materials

Details on test material

& | %

Provide details on test material based on the information available.

Confidential details on test material

| X

Test animals

Species

other: ] [w][Prem-19 cen

line
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Administration f exposure

Route of administration

|other: ”q|call culture |
Vehicle

[unchanged o vehicle) ”;“ 3]

Details on exposure

| X ¥

Duration and frequency of treatment f exposure

Provide information on cell culture and reagents {ncluding sources)

Doses f concentrations

provide information on the preparation of doses, and the actual concentrations tested.

Any otherinformation on materials and methods incl. tables

D0 s B0 @O O0D00FPCO0000 BEFEETI 2
[Normal v”AriaI v” V]A' [0 : A | == 1 & #

Frovide information on the assays employed in the study, giving the basis of the assay and description of the
procedure followed.

State here the detailed protocol of a method used e.g.

- cell culture conditions and reagents used e.g. the passage number

- exposure doses and duration exposure

- cellviability assay e.g. plate reader and what was the wave lenght used

- Induction of CYP450 & 9. how were the cells treated

- Assay of induced phase | and Il activities e.g. treatment time, how were the samples analysed (wave lenght measured
etc.)

-Protein determination (how it was measured)

- LC-MS e.q. how the samples were treated before measurement, what were the measurement conditions etc )

- any other relevant information on test conditions

B Information

[im Information |/~\—’-:l Modification histary |’g, Access |/ ﬁ Conzultation |/ f% Attachments |/' ~ Anhnatations |/ rﬁ Validation

B3 1n witro Cell Biology Voll p. 25-28.doc / 23.5 KB

e AT i,

=

Metabolite characterisation studies

Metabolites identified

yes -

Detailz on metabolites

Provide details on the metabolites formed, the analytical techniques for detection, statistical methods, quality criteria if available.

14y other information on results incl. tables

OB s @0 @O0 D00 F0O0D0E0 EEEET 4
[Normal v”AriaI v][lD v]A' B 7 U IEEEIEZ | B #

Frovide availahle tables here with the results obtained from the study.
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Owverall remarks, attachments

werall remarks

NE S B40E @R OO0 DE0M OO EBEEREE T ¥
[Normal v”&rial v][lD v]A' B 7 U | == 1 B £

Provide an evaluation ofthe findings of the study including their relevance to the toxicalogical profile of the registered substance.

Underthe section lllustration {picturefgraph) you can upload graphs of the results if available.

Attached background material

Attached document Remarks

Add... [ Pl 3

Attached full study report

Attached full study report

Add... | P 1

Nustration (picture fgraph)

Load... [ Pl

Applicant's summary and conclusion
Interpretation of results
& a

other. %

Caonclusions

Provide conclusions on the findings of the study.

Executive summary

O & BR+o @ HAH EEFTOEDEE EEEBET ¥
== B #

[Normal v”AgencyFB v][B v] a ' B 5 U |E

Cross-reference to other study

Report the studies where the information from this study summary can be used: e.g. Repeated dose toxicity study.
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