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1. EINFUHRUNG

Eine der Hauptaufgaben der REACH-Verordnung (EG Nr.1907/2006) ist der Schutz der
menschlichen Gesundheit und der Umwelt. Um Uber die Einstufung und Kennzeichnung und/oder
Risikobeurteilung chemischer Stoffe entscheiden zu kénnen, sind ausreichende Informationen Uber
die Stoffeigenschaften erforderlich.

Die Registranten missen Informationen flr die Registrierung und Bewertung gemaf den Anhangen
VI-XI der REACH-Verordnung vorlegen.

Gemal Artikel 13 Absatz 1 und Artikel 25 Absatz 1 der REACH-Verordnung kénnen Informationen
durch andere Mittel als Versuche gewonnen werden, wahrend Wirbeltierversuche nur als letztes
Mittel durchgefuhrt werden dirfen. AuRerdem heild3t es in Artikel 13 Absatz 4 der REACH-
Verordnung, dass 6kotoxikologische und toxikologische Prufungen und Analysen gemaf Richtlinie
86/609/EWG durchzufihren sind.

Die REACH-Verordnung strebt auch die ertraglichere Gestaltung, Reduktion und Ersetzung von
Tierversuchen (,Refinement, Reduction and Replacement”, 3R-Strategie) sowie die Forderung
alternativer Prifmethoden (gem&R Richtlinie 86/609/EWG) an. Die Richtlinie 86/609/EWG des
Rates zur Anndherung der Rechts- und Verwaltungsvorschriften der Mitgliedstaaten zum Schutz
der fir Versuche und andere wissenschaftlichen Zwecke verwendeten Tiere fordert die
Unterstiitzung der Entwicklung, Validierung und Genehmigung von Methoden, die die Verwendung
von Versuchstieren reduzieren, ertraglicher gestalten oder ersetzen kénnten.

Im Zuge der Forderung von Alternativmethoden wurden mehrere in-vitro-Prifmethoden auf
internationaler Ebene validiert und fur die Verwendung gemaf der Verordnung anerkannt. Bei der
Validierung werden die Zuverlassigkeit und die Relevanz eines Verfahrens fir einen bestimmten
Zweck festgestellt.

In der EU ist das Europaische Zentrum fir die Validierung von Alternativmethoden (ECVAM) der
Generaldirektion Gemeinsame Forschungsstelle (GD GFS) fir die Koordinierung der
wissenschaftlichen Validierung neuer alternativer Prifmethoden zustandig. Bei der Entwicklung
neuer Prifmethoden gibt es funf festgelegte Schritte, némlich Versuchsentwicklung,
Vorvalidierungsphase, Validierungsphase, unabhangige Beurteilung und schlieBlich die
Anerkennung der Verwendung gemafd der Verordnung. Mit der Vorvalidierung wird sichergestellt,
dass jede Methode, die in eine formale Validierungsstudie aufgenommen wird, die fur die
Aufnahme in eine solche Studie festgelegten Kriterien in angemessener Weise erfullt.

Die Vorvalidierungs- und Validierungsgrundséatze und die Kriterien fur die Durchfihrung von
Validierungsstudien von neuen oder aktualisierten Prifmethoden sind in den REACH-Leitlinien zu
den Informationsanforderungen (R.4) beschrieben und wurden vom OECD-Leitliniendokument 34
Ubernommen.

Da die EU der Annahme von validierten und relevanten Alternativmethoden eine hohe Prioritat
einrdumt und die Abstimmung mit dem OECD-Prufrichtlinienprogramm zur Sicherstellung einer
globalen Harmonisierung und Zulassung Vorteile bietet, wird flur Projekte zu Alternativmethoden
vorzugsweise das OECD-Verfahren angewandt. Bei einer tUbermaRigen Verzégerung in diesem
Forum oder bei dringendem Bedarf in der EU kann die Arbeit zur Annahme einer neuen
Alternativmethode jedoch parallel dazu oder ausschlieBlich und unmittelbar im Rahmen des EU-



Verfahrens geftihrt werden. Wird die Methode spater in der OECD genehmigt, wird die EU-Methode
entsprechend aktualisiert.

2. VERWENDUNG VON IN-VITRO-METHODEN UND IN-VITRO-
DATEN GEMASS REACH

Die durch In-vitro-Prifmethoden gewonnenen Daten kdonnen gemél3 REACH dann verwendet
werden, wenn die Informationen fir den jeweiligen Endpunkt fur die Zwecke der Einstufung und
Kennzeichnung und/oder Risikobeurteilung ausreichen. Solche Daten kodnnen geforderte
Informationen, die andernfalls aus In-vivo-Daten gewonnen werden mussten, vollstdndig oder
teilweise ersetzen. In-vitro-Daten, einschlief3lich solcher, die durch Methoden gewonnen werden,
die den international anerkannten Validierungskriterien fir einen spezifischen Endpunkt nicht
entsprechen (Angemessenheit und Eignung), werden in dem Registrierungsdossier als Teil aller
zusammengetragenen verfigbaren Informationen bzw. zur Verwendung bei einem Weight-of-
Evidence-Ansatz (Beweiskraft der Daten) (Anhang XI Abschnitt 1.2) oder zur Unterstitzung der
Gruppierung von Stoffen (Anhang XI Abschnitt 1.5) bertcksichtigt und vorgelegt.

Es gibt drei Kategorien von In-vitro-Methoden und -Daten, die fir die Zwecke der Registrierung von
Stoffen gemaR der REACH-Verordnung verwendet werden kénnen, néamlich validierte In-vitro-
Methoden (angemessen), vorvalidierte In-vitro-Methoden (geeignet) und andere In-vitro-Daten, die
mittels nicht-vorvalidierter In-vitro-Methoden gewonnen wurden.

Validierte In-vitro-Methoden

Sobald sie gemal den international anerkannten Validierungsgrundséatzen (R4 und OECD GD 34)
wissenschaftlich anerkannt sind, konnen validierte In-vitro-Methoden eine In-vivo-Prifung
vollstandig oder teilweise ersetzen, je nachdem fur welchen Zweck die Methode validiert und
angenommen wurde. Einige In-vitro-Prifmethoden gehdren zu den Standardinformationen, die bei
verschiedenen Mengenbereichen erforderlich sind (z. B. In-vitro-Assays fir Hautreizung, In-vitro-
Assays zur Beurteilung der Mutagenitét). Dabei handelt es sich um validierte Methoden, die sich als
angemessen und geeignet erwiesen haben, um Informationen fir die Einstufung und
Kennzeichnung und/oder Risikobeurteilung zu liefern.

Vorvalidierte In-vitro-Methoden

Auch In-vitro-Prifungen, die die international anerkannten Vorvalidierungskriterien (R4 und
OECD GD 34) erflllen, gelten als fir die Verwendung gemal REACH geeignet, wenn die
Ergebnisse dieser Prifungen auf eine bestimmte gefahrliche Eigenschaft schlieRen lassen. Lassen
die Ergebnisse vorvalidierter Methoden jedoch nicht auf eine geféhrliche Eigenschaft schlie3en
(Negativergebnisse), missen diese Ergebnisse durch die Prifung bestétigt werden, die in Anhang
VII-X fur den jeweiligen Endpunkt festgelegt ist (Anhang XI Abschnitt 1.4). Wenn Daten aus
vorvalidierten In-vitro-Methoden verwendet werden, missen die ECVAM-Kriterien zur Aufnahme
der Vorvalidierungsphase, einschlieBlich des Nachweises der Reproduzierbarkeit der Methode,
ihrer mechanistischen Relevanz und ihres Vorhersagevermégens, in dem Registrierungsdossier
angegeben werden.

Nicht vorvalidierte In-vitro-Methoden

Ferner kénnen beim Zusammentragen von Informationen Daten aus vorvalidierten Methoden und
andere In-vitro-Daten (nicht vorvalidiert) verwendet werden, um zusétzliche Daten fir die



Auswertung und Interpretation von In-vivo- oder In-vitro-Daten als Teil der Wirkweise/des
Wirkmechanismus zu liefern (z. B. kinetische In-vitro-Daten, Toxikogenomik, Metabolomik), und um
Abweichungen von den Standardprifprogrammen gemalfd Anhang XI zu unterstutzen (Verwendung
bestehender Daten, Analogie und Gruppierung von chemischen Stoffen, Beweiskraft von Daten).
Der Zweck der Verwendung derartiger Methoden muss jedoch in jedem Fall in dem
Registrierungsdossier klar erkenntlich, begrindet und gut dokumentiert sein. Falls zutreffend (z. B.
bei vorvalidierten Methoden, die als unterstiitzende Belege verwendet werden), missen die in den
Leitlinien festgelegten Kriterien fur die Eignung angegeben werden.

3. FRAGEN ZUR VERWENDUNG UND
DOKUMENTATION/MELDUNG VON IN-VITRO-DATEN UND -IN-
VITRO-METHODEN FUR DIE REGISTRIERUNG GEMASS
REACH

3.1. Welche REACH-Leitlinien sollten gelesen werden?

Leitlinien zur Verwendung von In-vitro-Methoden im Rahmen von REACH sind in den Leitlinien zu
den Informationsanforderungen (Kapitel R.4.3.1.1 In-vitro-Daten) sowie in den Leitlinien zu den
Informationsanforderungen und zur Stoffsicherheitsbeurteilung (R7a und R7b) fur jeden
(6ko)toxikologischen Endpunkt zu finden.

3.2. Wie sind die Angemessenheit und die Eignung der In-vitro-
Methode und In-vitro-Daten zur Verwendung gemal REACH zu
beurteilen und zu melden?

Wird eine validierte In-vitro-Prifmethode mit dem Registrierungsdossier eingereicht, missen die in
dem EG- oder OECD-Protokoll fir den entsprechenden Endpunkt festgelegten Qualitatskriterien
beurteilt und in dem jeweiligen IUCLID-Endpunktstudienbericht gemeldet werden. Ist die Methode
in der EG-Verordnung zur Festlegung von Prifmethoden oder in den OECD-Prifrichtlinien
aufgeflhrt, ist die Angemessenheit fiir die Verwendung fur einen spezifischen Endpunkt bereits auf
internationaler Ebene beurteilt worden, und die Methode kann verwendet werden, um Tierversuche
vollstandig oder teilweise zu ersetzen. Beschrankungen, die gegebenenfalls in dem Protokoll der
Prifmethode oder in den technischen Leitliniendokumenten beschrieben werden, sind zu beachten
Zum Beispiel sind manche In-vitro-Methoden nur fiir die Vorhersage von Positivergebnissen
(Hinweis auf eine gefahrliche Eigenschaft), jedoch nicht fir Negativergebnisse angemessen.
Wenn ein Registrant  vorvalidierte In-vitro-Methoden  verwenden mdochte, um
Informationsanforderungen gemald REACH zu erfiullen, kann dies nur unter den in Anhang Xl
Abschnitt 1.4 festgelegten Bedingungen erfolgen. Die Eignung der Methode gemald den ECVAM-
Kriterien muss beurteilt und in das einzureichende IUCLID-Dossier aufgenommen werden.

Was die Verwendung aller anderen In-vitro-Methoden als Teil des Weight-of-Evidence-Ansatzes
betrifft, so missen Qualitatsfragen in Bezug auf die Methode wie z. B. Relevanz des Prifmaterials,



biologische Relevanz, Qualitatsstandards (Reproduzierbarkeit von Prifergebnissen) beurteilt und
als Teil des Endpunktstudienberichts in das IUCLID-Dossier aufgenommen werden.

3.3. Konnen In-vitro-Methoden und In-vitro-Daten fir die Einstufung
und Kennzeichnung und/oder Risikobeurteilung verwendet
werden?

Es kdnnen nur validierte und vorvalidierte In-vitro-Methoden unter speziellen Bedingungen fir die
Einstufung und Kennzeichnung und/oder Risikobeurteilung verwendet werden. Wird eine validierte,
in den Anhangen VII-X festgelegte In-vitro-Methode oder eine vorvalidierte Prifmethode verwendet,
die auf gefahrliche Eigenschaften eines Stoffes schlieRen lasst, kdnnen die Ergebnisse als
ausreichend fiur die Einstufung und Kennzeichnung und/oder Risikobeurteilung angesehen werden.
Andere In-vitro-Daten kdnnen nur als Teil des Weight-of-Evidence-Ansatzes verwendet werden, um
die Entscheidungsfindung zu unterstitzen.

3.4. Wie sind In-vitro-Methoden und In-vitro-Daten als Teil des Weight-
of-Evidence-Ansatzes zu verwenden?

Durch In-vitro-Methoden gewonnene Informationen kdnnen nitzlich sein, um zusatzliche Belege
zur besseren Erklarung von In-vivo-Prifergebnissen zu liefern. Insbesondere kénnen in vitro
erzeugte metabolische und kinetische Daten bei der Ermittlung der Wirkweise helfen, wenn sie mit
Daten aus In-vivo-Prufungen kombiniert werden, und sie konnen auch bei der Entwicklung
kinetischer Modelle hilfreich sein.

Fortgeschrittene Methoden wie die Toxikogenomik kénnen aufRerdem die Risikobeurteilung
unterstitzen und bei der Entscheidungsfindung in Bezug auf die Entwicklung effizienter und
wirkungsvoller Prifstrategien helfen. Daruber hinaus kdnnen solche Methoden die mechanistische
Grundlage flr die Wirkweise, fir die biologische Relevanz der in den In-vivo-Studien beobachteten
Effekte und fur die Relevanz fir den Menschen bilden.

Werden In-vitro-Daten in dem Registrierungsdossier als Teil des Weight-of-Evidence-Ansatzes
(,WoE") verwendet, sind die Leitlinien in den Praxisanleitungen 2 zur Verwendung des WoE
(Practical Guide 2, How to report weight of evidence) zu befolgen. Vor allem missen die Daten
ausreichend beschrieben werden, damit bei der Risikobeurteilung die Relevanz bewertet werden
kann, und die Relevanz dieser Daten muss fir den speziellen Fall gut dokumentiert und in das
Registrierungsdossier aufgenommen werden.

3.5. Wie kénnen In-vitro-Daten im Rahmen des Analogiekonzepts und
der Bildung von Stoffgruppen verwendet werden?

Mit Daten, die durch In-vitro-Prifmethoden gewonnen werden, kénnen Datenliicken geschlossen
werden, wenn Daten aus &hnlichen Stoffen extrapoliert (Analogiekonzept) oder Stoffgruppen
gebildet werden. In solchen Fallen kodnnen In-vitro-Daten mechanistische Betrachtungen
verdeutlichen und dabei helfen, die Robustheit des Analogiekonzepts im Zusammenhang mit
gangigen metabolischen Erzeugnissen aus ahnlichen Stoffen (Anwendung des metabolischen



Profiling) zu erhéhen. Dariber hinaus koénnen In-vitro-Daten verwendet werden, um den
biologischen Wert der in (Q)SAR-Modellen verwendeten ,mechanistischen Terminologie* zu
belegen, z. B. um die Festlegung des Anwendungsbereichs eines (Q)SAR-Modells zu unterstiitzen.

3.6. Wie sind In-vitro-Methoden und In-vitro-Daten in IUCLID 5 zu
melden?

Werden validierte In-vitro-Methoden zur Erflllung der REACH-Anforderungen in einem
Registrierungsdossier verwendet, miussen die qualifizierte Studienzusammenfassung oder die
Studienzusammenfassung im IUCLID-Dossier enthalten sein. In diesem Fall missen die
Praxisanleitungen zur Meldung der qualifizierten Studienzusammenfassung (,Robust Study
Summary*, ,RSS") (Practical Guide 3: How to report robust study summaries) und die IUCLID-
Leitlinien (Nutzerhandbuch IUCLID 5) befolgt, und die Prifbedingungen sowie die Ergebnisse und
die Interpretation fiir die Entscheidungsfindung in Bezug auf die Einstufung und Kennzeichnung
und/oder Risikobeurteilung missen ausreichend beschrieben werden.

Werden die Ergebnisse einer vorvalidierten In-vitro-Methode als Schliisselstudie eingereicht, um
Datenanforderungen fir einen spezifischen Endpunkt zu erfiillen, muss die Relevanz der Methode
klar ersichtlich sein. Zusatzlich zu den Anforderungen bezlglich einer RSS (siehe Practical
Guide 3: How to report robust study summaries und Nutzerhandbuch IUCLID 5) muss in dem
Registrierungsdossier die Erfullung der Kriterien fur die Eignungsbeurteilung gemal? den ECVMA-
Kriterien dokumentiert werden, damit beurteilt werden kann, ob die Methode geeignet ist und fir die
Einstufung und Kennzeichnung und/oder Risikobeurteilung akzeptiert werden kann. In diesem
Zusammenhang sei darauf hingewiesen, dass, falls die durch solche Methoden gewonnenen
Ergebnisse auf keine bestimmten geféahrlichen Eigenschaften fiir den jeweiligen spezifischen
Endpunkt schlieBen lassen, die relevante Prifung durchgefihrt werden muss, um die
Negativergebnisse zu bestatigen, es sei denn, es kann aufgrund der besonderen und allgemeinen
Bestimmungen fur Abweichungen von den Standardprifprogrammen (Anhange VII-XI) auf die
Prifung verzichtet werden.

Werden die Ergebnisse aus einer vorvalidierten In-vitro-Methode oder einer nicht vorvalidierten In-
vitro-Methode als unterstitzende Studien oder als Teil eines WoE-Ansatzes oder als nicht
beriicksichtigte Studien eingereicht, muss dies in dem Registrierungsdossier unter Verwendung der
entsprechenden IUCLID-Felder in den Endpunktstudienberichten klar angegeben und begriindet
werden. Weitere Informationen zur Verwendung von Informationen im Rahmen eines WOoE-
Ansatzes sind auch in den Praxisanleitungen 2 tber WoE zu finden (Practical Guide 2. How to
report weight of evidence). Bei Verwendung solcher Informationen im Rahmen des WoE-Ansatzes
missen im IUCLID-Format fir qualifizierte Studienzusammenfassungen genaue Angaben Uber die
Methode gemacht werden. Zudem muss die Relevanz der Studienergebnisse hinsichtlich der aus
dem gesamten Datensatz gezogenen Schliisse ausfuhrlich dokumentiert werden. Eine ausfuhrliche
Beschreibung kann aber auch fur andere mdglicherweise relevante Studien erforderlich sein. Vor
allem bei Studien, die fehlerhaft sind, aber auf kritische Ergebnisse schlielen lassen, missen
qualifizierte Studienzusammenfassungen erstellt werden, die die Schwachen der Studien
aufzeigen. Solche Studien kénnen im Feld ,Purpose flag“ in IUCLID als ,disregarded study“
gekennzeichnet werden.



WEITERE INFORMATIONEN

Practical Guide 3: How to report robust study summaries
(Praxisanleitungen 3: Melden von qualifizierten Studienzusammenfassungen)

Practical Guide 2: How to report weight of evidence
(Praxisanleitungen 2: Melden der Beweiskraft von Daten)

Tracking System for alternative test methods review (TSAR) von GD GFS
http://tsar.jrc.ec.europa.eu/

Das Tool TSAR bietet eine transparente Ansicht des Status von Alternativmethoden, von rein
wissenschatftlichen Protokollen, die zur Vorvalidierung eingereicht werden, bis zur aktiven
Verwendung gemaf der Verordnung.

Européaisches Zentrum flr die Validierung von Alternativmethoden ECVAM
http://ecvam.jrc.it/

OECD-Prifrichtlinien fur Chemikalien
http://www.oecd.org/department/0,3355,en 2649 34377 1 1 1 1 1.00.html

EG-Verordnung zur Festlegung von Prifmethoden
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:L:2008:142:0001:0739:DE:PDF

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

Anhang 1: Beispiele

Anhang 1 enthéalt erlauternde Beispiele zum Ausfillen eines IUCLID-Endpunktstudienberichts,
wenn:

1. eine validierte In-vitro-Prifmethode als Schliisselstudie verwendet wird;
2. eine vorvalidierte In-vitro-Priifmethode als Schliisselstudie verwendet wird;
3. eine nicht vorvalidierte In-vitro-Prifmethode als unterstliitzende Studie verwendet wird.

1. Validierte In-vitro-Prifmethode als Schliisselstudie
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Materials and methods
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Details on study design
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The absolute 0D 570 nm of the negative control tissues in the MTT testis an indicator of tissue viahility obtained after the shipping and staring
pracedure and under specific canditions of the assay. Tissue viahility meets the acceptance criterion ifthe mean OD ofthe twa tissues is™0.6.
An assay meets the acceptance criterion if mean relative tissue viahility of the Positive Control is ==40%

Results and discussions

Irritation / corrosion results

B add. | ] ]

Irritation param eter | Basis Time point score Max. score Reversibility Remarks
other: Absorbance (570 mean 10min 102 107 ho data
nm}

Irritantfcarrosive response data

State here the relevant information of the results.

Any other information on results incl. tables

Pl & @Ren @ 00 B0@E *PODEE EEEBE T A
=== 19 2

|N0rma| vHAriaI v||1D v| A B F U |

Results after the treatment with the test substance

Rel.
Dose Treatment || Absorbance || Absarbance || Absarbance Mean Absarhance
graup interval A70nm a70nm a70 nm Absarbance [% of
Tizsue 1 Tizsue 2 Tiszue 3 of 3 Tissues Megative
cantral]
Megative 15 min 1.2 1.5 1.2 1.3 100.00
control
Positive 15 min 0.3 0.3 0.3 0.3 231
control
Test 15 min 0.8s 1.05 0.95 0.95 731
substance

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

The decrease in relative absorhance values noted for the test substance was well below the threshaold far irritancy of relative absarbance=50%.
Therefore the test substance is not considered to posses an irritant potential.




Applicant’s summary and conclusion
Interpretation of results

|not irritating [v“ |

Criteria used for interpretation of results
| | ]

Conclusions

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

Executive summary
O S Ben @ o 00000 n EEEE T ¥
(==

|Normal vHAriaI v||10 v| A lB 5 U lE

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

2. Vorvalidierte In-vitro-Prifmethode als Schlisselstudie

Wenn Sie In-vitro-Daten Uber die Sensibilisierung durch Hautkontakt als Schlusselstudie
missen Sie
einen zusatzlichen Endpunktstudienbericht vorlegen und, wie im nachstehenden Beispiel gezeigt,
den Verzicht der In-vivo-Prifung mit einer Begriindung angeben (Anhang VII Abschnitt 8.3

verwenden mdchten, um die technische Vollstandigkeitsprifung (TCC) zu bestehen,

Spalte 2).

Verzicht

Administrative Data

P

Purpose flag | “ H:| Drobust study summary Dused for classification |:| used for MSDS

Data waiving |Dther]usl|f|cat|nn L ”Z]

Justification for
data waiving

Annex Xl 14 have provided the results from an in vitro study which covers the skin sensitisation endpoint. The method used is currently under vali
dation process.

Study result type | % ”ﬂ‘ % | Study period

Reliability | i)

Rationale for reliability
incl. deficiencies
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Schlisselstudie

Administrative Data

[P

IPuerse flag |key study

Data waiving |

obust study summary [ | used for classification [ | used for MSD3

Justification for

data waiving
Study result type |experimental result ”q| “o| Study period |[April 2009
Reliability |2 (reliable with restrictions) |M| Y

Rationale far reliability
incl. deficiencies

GCLR, test method is under validation.

Clata source

(e J[

.

Reference
Reference type | Author Year Title Bibliographic ... Testing Iaborat..l Report no. | Cramer companleompany study..l Report date
study report Mustermann 2009 Inwitro skin Testing 123456 Z009-11-30
sensitisation Labaratory

Data access

|datasuhm|tter|s data ouner 5, |M|

Materials and methods
Type of method

|in vitro |M|

Type of study

|DIhEI’Z -, |M|

Test guideline

Qualifier |

Guideline Deviations

according to

[ Ao ][ @

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

Principles of method if other than guideline

The method is based on the increase of CDE6 and CD54 expression on THP-1 cell line. Both of these surface molecules are involved in lekocyte
recruitment and activation. Expression in measured by Flow Cytometry.

CLP compliance

Test materials

no -

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

Test material identity

ldentifier

Identity

CAS humber

[ B [ B

123456-75-9

Details on test material

| X

- molecular formula {of other than the submission substance)
-purity of the substance
-Lot/Batch Ma.

If the test material is not completely the same as the registered substance, then you need to give here the details of the test material e.g

11




LLNA
Wehicle

Concentration

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

Mo. of animals per dose

THP-1 cell culture is used instead of animals.

Dretails on study design (LLMNAY

e | X ¥

Fositive control substance(s)

other: positive contral used e.g. DNCE

Any other information on materials and methods incl. tables

U5 340 @ 90 0000000 BEOEE T A

Protocol:

- Pre-culture of THP-1 cellsfor 48 har 72 h

- Seed and culture at the 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 15 min on ice to avoid non specific binding and wash the cells

- Btain cells with appropriate anti-CDA6, anti-CD454 and (a6 antibodies for 30 min onice

-Wash the cellz and resuspend them inta PES and add PI

-Flow-cytometric analysis

The results are calculated using MFI {mean fluarescence intensity)

MEl 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 contral value.

Ay other information on results incl. tables

OB S B0 @O NEEAFCODNED EEEE T ¥
[Normal v”AriaI v][lD ']A' Br oy U E = | i= | & &

Flease give here the results of a given test incl. pasitive and negative control values. Tabular form with all parallel values including mean values would

be appreciated.

Applicant’'s summary and conclusion
Interpretation of results

sensitising % |M|

Conclusions

Give here your conclusions.
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3. Nicht vorvalidierte In-vitro-Prifmethode als unterstiitzende Studie
(IUCLID Abschnitt 7.1.1. Elementare Toxikokinetik)

Administrative Data
el |

I Purpaoce flag |SUpporting study

2

[V1I robust study summary used for classification used for M5DS
]
-

Data waiving o

Justification for
data waiving

Study result type |exper\memal result Q |v| “o| study perind [April 2002 -,

#

Reliability |2 (reliable with restrictions) @

M

Rationale for reliability

peet reviewed publication %
incl. deficiencies

[lata source

Reference

‘ Reference type Author “fear Title | Bibliographic s...|Tasting laborat.. Report no. | Craner com pany | Com pany study..l Report date
{|publication Mustermann et al 2009 In witrao liver cell  Inwitro cell [RFE

metabalizsm of  Biology Journal

chemical A

| lixd il : - e e

Dataaccess

|datapub|ished @

&l X

IMaterials and methods
Type of method

inwitra @

Chjective of study

L "

metabalizm - [V| -

Test guideline

Qualifier | Guideline Deviations
o guideline followed

o} o) &

Principles of method if other than guideline

Explain here the principle of the method e.g. Measurements of the induced activities of Cytochrome P450 isozymes in the presence of SUBSTANCE A
by wsing PICM-19H cell line.

GLP compliance

yes 3,

13



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

Test material identity

Identifier Identity
CAS number 12345-67-5
Radiolabelling
o] <

Test materials

Details on test material

i | X

Pravide details on test material bazed on the infarmation available.

Confidential detailz an test material

& | X

Test animals

Species

other: [+ [rem-10 celrline Q

Administration f exposure

Route of administration

|other: a M|cell culture 4,
Wehicle

|unchanged(n0 wehicle) @ M| %,

Details on exposure

i | X

Duration and frequency of Treatment / exposure

Provide information on cell culture and reagents {including sources)

Doses f concentrations

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

14



Ary other information on materials and methods incl. tables

OIS I B24+E @E S0 D00 FO0DEOED EEEE T 3
[Normal v”AriaI v][ v] A B o5 U ==

Provide 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

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

- Induction of CYP450 e.g. how were the cells treated

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

-Protein determination (how it was measured)

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

- any other relevant information on test conditions

B Information

|‘i|3 Infarmation rZ) Modification history r&f Access rﬁ Consultation r (% Attachments r' ~ Annatations r rﬁ Walidation

|TE_] Inwitro Cell Biology voll p. 25-28.doc / 23.5 KB

FETIT AT

Metabolite characterisation studies
Metabolites identified

yes -

Detailz on metabalites

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

14y other information on results incl. tables
O s @2+0 @O OO0M0FO00DEE0 E@BEEET v
== 1 @ &

[Normal v”AriaI v][lD V] A B 5 U |

Frovide available tables here with the results abtained from the study.

Overall remarks, attachments

Cverall remarks

il i e~ = O 2 = o 2 i 5 5 ¥
[Normal -”&r\al v][lD ']A' [ : T S | = |§E = &

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

Under the section llustration {picturefgraph) you can upload graphs ofthe results if available.

Attached background material

Attached document Remarks

e ][ =

Attached full study report

Attached full study report

[ Haee. [ ®

Mustration {picture/graph)

(e ][
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Applicant's summary and conclusion

Interpretation of results
~

ather: 4,

Concluzions

Provide conclusions an the findings of the study.

Executive summary

AE & B4R @O DoOME FoDEDEE EEEE T ¥

[Norma\ v”AgencyFB v][S v] a B F ol

Cross-reference to other study

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

16




Eurcpean Chemicals Agency
P.C. Boog 400 FI-00121 Helsinki
http:ffecha.europasu




	1. EINFÜHRUNG
	2. VERWENDUNG VON IN-VITRO-METHODEN UND IN-VITRO-DATEN GEMÄSS REACH
	3. FRAGEN ZUR VERWENDUNG UND DOKUMENTATION/MELDUNG VON IN-VITRO-DATEN UND -IN-VITRO-METHODEN FÜR DIE REGISTRIERUNG GEMÄSS REACH
	3.1. Welche REACH-Leitlinien sollten gelesen werden?
	3.2. Wie sind die Angemessenheit und die Eignung der In-vitro-Methode und In-vitro-Daten zur Verwendung gemäß REACH zu beurteilen und zu melden?
	3.3. Können In-vitro-Methoden und In-vitro-Daten für die Einstufung und Kennzeichnung und/oder Risikobeurteilung verwendet werden?
	3.4. Wie sind In-vitro-Methoden und In-vitro-Daten als Teil des Weight-of-Evidence-Ansatzes zu verwenden?
	3.5. Wie können In-vitro-Daten im Rahmen des Analogiekonzepts und der Bildung von Stoffgruppen verwendet werden?
	3.6. Wie sind In-vitro-Methoden und In-vitro-Daten in IUCLID 5 zu melden?


