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Metoder: Sensibilisering

- Biologien - hva snakker viom? 10’

> Testene 15’

* Risikovurdering 5’

» Forskriften - definisjoner og
forutsetninger 10’

+ Spgrsmal og diskusjon 5’

Sensibilisering ====p Allergi

Toksisk reaksjon: alle er faglsomme

Sensibilisering: alle er falsomme,
men sveert stor individuell variasjon i
mottakelighet for noen typer

Allergier - 1

*® IgE-mediert allergi ("luftveisallergi”)
» allergisk astma
» allergisk rhinoconjunctivitt

» allergisk urticaria/kontakturticaria

Allergisk reaksjon: bare de - matallergi
sensibiliserte er falsomme
Allergier - 2
* ’Kjemisk allergi” (som ovenfor)
IgE-mediert

* |kke-allergisk astma

* Allergisk kontakteksem




1. Induction of allergy (sensitization)

2. Provocation -
triggering of symptoms
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Lachapelle J-M., Tennstedt D, Marot L. Atlas on Dermatology. UCB Pharma,
Briissel/Catholic University of Louvain, 1994




Allergisk Ikkje-allergisk

Spesifikk immunrespons: eosinofil astma Naturlege immunforsvar: neytrofil astma
Vms endotoxin,
Allergen
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Isocyanat-astma

% Isocyanat den langt mest studerte
stoffgruppa
% Toluen diisocyanat (TDI):

+» produksjon av polyuretan, i lim, lakk, maling etc

% Spesifikt IgE mot TDI-albumin-
konjugat er ikkje noe konstant funn




Kontaktallergener - egenskaper

Allel’giSk  Lavmolekyleere stoffer - "kjemikalier”
kontakteksem * Inkomplette allergener - haptener

* Blir komplette allergener ved a binde seg
til kroppens egne proteiner ("haptenisering”)

» Hapten + kroppseget protein oppfattes av
immunsystemet som et fremmed antigen

Contact sensitizing agent Langerhans' cells present self
Absorption of Xenobiotics penetrates the skin and binds to pepﬁdes haptenated with the
Stratum o L1 L self prgieiﬂ:, mr‘i']Oh are }laken up contact sensitizing agent to
corneum n '
barrier + + + + + * i gerhans' cells Tl cells
Hapten Prohapten
Metabotic
activation
conjugate Hapten
Fpidermis
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Immunogen Protein-hapten
conjugate
Immunogen
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Kontaktallergi mot plaster

(Holgate & Church)

TAbI VA TS e P R T

Lappetesting

(Holgate &
Church)




Positiv
lappetest

(patchtest)

Mygind et al,
1996

Sensibilisering; tester

* IgE-mediert allergi: ingen validerte
tester

* Kjemisk allergi: ingen validerte
tester
+ Kontaktdermatitt:

# Marsvin-tester
# Musetest

Sensibilisering; tester

Kontaktdermatitt:

Marsvin:
# Buehler test

# Guinea Pig Maximization test

Musetest:

# LLNA - lokale lymfeknuteassay

OECD Guidelines
OECD Guideline No. 406 (1992) Skin Sensitisation

OECD Draft Guideline No. 429 (2001) The Local
Lymph Node Assay

Local Lymph Node
Assay (LLNA)

* Grupper a 4 innavlede mus (stamme: CBA)

* Pensles (3 ulike konsentrasjoner) pa begge
grers bakside 3 dager pa rad med stoffet

* Dag 5: H3 thymidin intravenast, avliving
etter 5 timer, pooling pa gruppeniva av
retroaurikulare lymfeknuter, DNA-utfelling
(TCA) og maling av thymidininkorporering
som mal pa proliferasjon i cellene

Local Lymph Node
Assay (LLNA) - 2

+ Positiv test: 3x gkning eller mer i
proliferasjonen sammenlignet med vehicle
control

* Tillater potensgradering (EC3,
konsentrasjonen av stoffet som gir 3x
gkning i proliferasjonen)

+ "Stand-alone” test bare om positiv,
negative ma testes med marsvintest




Local Lymph Node
Assay (LLNA) -3

» Rask

* Fa dyr brukes

* Tar lite plass i dyrestallen
* Lite stoff behaves

+ Apner for mekanismestudier/er mer
vitenskapelig/basert pa mekanisme-
forstaelse

LOCAL LYMPH NODE ASSAY

Days1,2 &3 Day 6 - Inject
Apply Chemical 3H-Thymidine

o —

5 hours Later
Remove Lymph
® ® Nodes
Determine 3 H-Thymidine
@ Incorporation by Liquid Make Cell
Scintillation Counting Suspension

Basketter 2004

Tahle 1: Intralaboratory reproducibility of the LLNA

Chemlcal Test 1 Test 2 Test 3 Test 4 Test 5 Test 6
DNCB + + + ND ND ND
Hexyl cinnamic aldehyde * + + + + +
Isoeugenol + + + + ND ND
Eugenol + + + + + ND
Methyl salicylate - = . = ND ND
Benzocaine - - -

ND = No data

ﬁ‘able 3: Comparison of LLNA and guinea pig classifications

LLNA
Classification

Gulnea Pig Classification®
‘Guinca Pig Positive [Guinea Pig Negative] unclcar | toal

JLLNA Positive 86 L3 o o2
LLNA Negative 1n F ] o ET)
total 6 £ L] 130

table statistics for the shadowed 2 x 1 table

sensitiviry: 0% prevalence: 252
apecificiny: 2%

pasitive predictivity: 93

negarive predicriviry: T4%

accuracy: T

x 5938 (pet 01}

*Guinea pig classifications are based on GPMT or Buchler results - some of the results are derived from oa-
standard GPMT guinea pig tests,

Figure 1. LLNA Timeline

1984 1085 1986 1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1094 1995 1996 1997 1998

-
LLNA

conceived  First paper <t—————3
Interlaboratory development -
Publication of a standard protocol
Inerlaboratory validation studies (UK/USA)
- >
Comparison with guinca pig databases
-—
Comparison with human data »

Regulatory review




INDUCTION OF DIFFERENTIAL CYTOKINE EXPRESSION
BY CONTACT AND RESPIRATORY ALLERGENS
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Tan Kimber, 2004

The Guinea Pig

Maximization Test -1
(GPMT - adjuvant test)

« Marsvin, grupper pa 20 - 30 (10)

* Induksjon: kombinerer intradermale
injeksjoner av stoffet med og uten Freund’s
komplette adjuvans (FCA) (2x3 injeks;j.)
med enkelt applikasjon av stoffet pa huden
1 uke senere, med okklusjon i 48 timer over
stedet der et er injisert

* Challenge: to uker senere, okklusjon 24 t,
nytt sted. 24 og 48 timer. Gradering 0-3.

Table 2. Magnusson & Kligman's grading scale for the evaluation of challenge patch test reactions (8)

na visibla change

discrete or palchy erythema
modarate and eonfluent erythema
intense anythema and swelling

W -

M&K Maximization Test: Induction 1

* 6 intradermal injections
of test chemical in
combination with
Freund’s complete
adjuvant:

- 1:1 chemical/FCA

— 1:1 chemical/vehicle

— 1:1 FCA/vehicle

WEEK 1

Basketter 2004

M&K Maximization Test: Induction 2

48h irritant occluded
patch over id sites

WEEK 2

Basketter 2004 |

M&K Maximization Test: Challenge

WEEK 4

Basketter 2004




Buehlers test -1

(occluded patch test)
« Marsvin, grupper pa 20 (10)

* Induksjon: 3 x 6 timer eksponering samme
sted under tildekking med en ukes
mellomrom, marginalt irriterende
konsentrasjon

* Challenge: etter 2 uker, nytt sted, hgyeste
ikke-irriterende konsentrasjon

* Avlesning 24 og 48 timer

» Etanol, aceton som vehicle

Buehlers test - 2

» etterligner forbrukerens eksponering
* ~ realistisk
* mindre falsom enn adjuvanstestene

* unngar overestimering av sensibiliserende
evne

* kan ogsa brukes pa ferdige produkter
+ USA

Table 6. Scoring system used in the Buehler method

0 = No reaction

+ = Slight patchy erythema

1 = Slight, concluent or moderate patchy erythema
2 = Moderate erythema

3 = Severe erythema with or without oedema

Table 7. Data indicating a clear-cut positive response to a theoretical
test material

Response grade

Experimental
group 0 05 1 2 3 Incidence  Severity
Test
(24 hr) 6 2 7 4 1 12/20 1.0-0.8
(48 hr) 8 2 6 4
Control
(24 hr) 7 3 0 0 0 0/10 0.2-0.1
(48 hr) 9 1 0 0 0

‘Table 8. Data indicating a borderline response to a test material

Response grade

Experimental

group 0 05 1 2.3 Incidence  Severity
Test
(24 hr) I 19 0 0 0 0/20 0.5-0.5
(48 hr) 1 19 0 0 0
Control
(24 hr) 5 5 00 0 0/10 0.3-0.2
(48 hr) 6 4 0 0 0

THE INDUCTION OF SKIN SENSITIZATION IS
DOSE-DEPENDENT

GROUP APPLICATION SITE SENSITIZING DOSE % SENSITIZED
diameter area total  concentration
(cm) (cn?) (ug)  (ugiem?d)

1 3 7.1 1000 142 100

2 3 7.1 500 71 100

3 3 7.1 250 354 83

4 3 7.1 125 17.7 63

5 3 71 - 625 8.8 8

lan Kimber, 2004




SENSITIZATION OF NORMAL SUBJECTS TO DNCB

Sematizing dos of DNCH (s

lan Kimber, 2004

WITHIN LIMITS THE INDUCTION OF SKIN SENSITIZATION IS
DEPENDENT UPON DOSE PER UNIT AREA

GROUP APPLICATION SITE SENSITIZING DOSE % SENSITIZED
*  diameter area total  concentration
(om) (en?) () (uglem?)
1 3 71 625 8.8 8
2 15 1.8 62.5 354 86
3 2.1 35 58 16.4 55
4 3 7.1 116 16.4 50
5 425 142 232 16.4 66

Tan Kimber, 2004

Skin Sensitisation (DNCB, Dinitrochlorobenzene)
rxposure Assessment - Influence of Area Exposed
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SENSITIZATION POTENCY

Stimulation Index
Stimalation Index

o oy o oz oz o 0 = = @ 0

Concentration (% wiv) Concentration (% wiv)

EC3= 0.05% EC3=7.9%

Tan Kimber

Toxicological risk assessment
paradigm

‘ Problem formulation ‘
1

|
Hazard identification
Does the substance have

the capacity to cause

Exposure assessment edue%(ifﬂ.éiﬂgffects?
Levels of allergen in food Inducg)of trigger allergy?
Amount consumed I

- intake over time Hazard characterization
- single meal Mechanism?

Co-factors?

Dose-response?

Vulnerable groups?
T

1
Risk characterization




Risk Assessment - Skin Sensitisation
Hazard Identification

= Step 1: Hazard Identification
= Determined from:
= Pre-clinical studies e.g. Guinea-Pig Tests, Local
Lymph Node Assay (LLNA)
= Human data (historical)
= Structure based predictive approach

Gerberick 2004

£

Risk Assessment - Skin Sensitisation
Dose Response

= Step 2: Dose response assessment:

= Takes into account key factors:

= Allergen potency
= No Observed Effect Level (NOEL)
= LLNA EC;

» Uncertainty factors (SUF)

Gerberick, 2004

Risikovurdering forts.

Eksponering

« areal og relativ konsentrasjon
(handsape, deodorant,
intimspray, body lotion, etc etc)

« sikkerhetsfaktorer

FOR 2002-07-16 nr 1139: Forskrift om
klassifisering, merking mv. av farlige

| | 1D )

kiemikalier.
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Forskriften

§ 3 Definisjoner
k) Allergifremkallende kjemikalier:

1 Kjemikalier somer i stand til & fremkalle
allergi eller overfglsomhet i gynene eller i
luftveiene, eller

ii Kjemikalier som kan gi allergi ved
hudkontakt

Ved ytterligere eksponering for kjemikaliet
oppstar det karakteristiske symptomer

Forskriften

§ 6 Plassering av farlige kjemikalier i
fareklasser

Farlige kijemikalier plasseres i en eller flere av
folgende fareklasser:

(--)
- irriterende
- allergifremkallende

- kreftfremkallende

--)




Forskriften:

Vedlegg I. Kriterier for klassifisering av
farlige kjemikalier

1. Testing og innhenting av opplysninger

* Helsefarlige stoffer skal bestemmes ved hjelp av
metoder som er angitt i Annex V, del B til direktiv
67/548/EQF

+ OECDs testmetoder, "7OECD Guidelines for
Testing of Chemicals”, med tillegg, kan eventuelt
benyttes

« Kjemikalier skal klassifiseres ut fra virkningen pa
mennesker eller virkningen av dyreforsgk

Forskriften:

Vedlegg I. Kriterier for klassifisering av
farlige kjemikalier

3.1.1. Grunnlaget for klassifisering

* Kjemikalier skal klassifiseres ut fra virkningen pa
mennesker eller virkningen av dyreforsgk

« Ved ulikt resultat i mennesker og dyr, skal klassifisering
skje ut fra toksiske effekter pa mennesker

« Positive funn hos mennesker skal ikke svekkes av
negative resultater i dyreforsgk

* Forsgk pa mennesker frarades og skal normalt ikke
benyttes til & svekke reultater i dyreforsgk

Forskriften:

Vedlegg I. Kriterier for klassifisering av
farlige kjemikalier

Data fra mennesker - forutsetninger:

* Effektene er pavist ved epidemiologiske studier

- Effektene er pavist gjennom vitenskapelig validerte
kasusrapporter (enkeltundersgkelser)

- Effektene er pavist gjennom statistisk underbygde
erfaringer (f. eks. giftinformasjonssentraler eller data
vedrgrende yrkessykdommer)

Forskriften:

3.5 Allergifremkallende egenskaper

R42 Kan gi allergi ved innanding
R43 Kan gi allergi ved hudkontakt

Definisjon ut fra eksponeringsveg, ikke ut fra
mekanisme! Bade R42 og R43 kan i prinsippet
omfatte bade IgE-mediert allergi ("Type I”) og
allergisk kontakteksem ("Type IV”)

Forskriften:

3.5 Allergifremkallende egenskaper

R42 Kan gi allergi ved innanding
R43 Kan gi allergi ved hudkontakt

Definisjon ut fra eksponeringsveg, ikke ut fra
mekanisme! Bade R42 og R43 kan i prinsippet
omfatte bade IgE-mediert allergi ("Type I”) og
allergisk kontakteksem ("Type IV”)

R42 Kan gi allergi ved innanding

"Stoffer og stoffblandinger som kan gi allergi eller
annen overfglsomhet i luftveiene eller gynene, skal
klassifiseres allergifremkallende og tildeles symbolet
Xn med farebetegnelsen 'Helseskadelig’ ”

R43 Kan gi allergi ved hudkontakt

"Stoffer eller stoffblandinger som klassifiseres som
allergifremkallende ved hudkontakt skal tildeles

symbolet Xi, farebetegnelsen ”Irriterende” - -




Grunnlaget for klassifisering
R42 Kan gi allergi ved innanding
R43 Kan gi allergi ved hudkontakt

- "kroppens felsomhet for et bestemt stoff er
forhayet i et eller flere av kroppens organer”

- "reagerer pa stoffer som normalt ikke gir slike
reaksjoner - - eller betydelig mindre doser -~

- "spesifikke immunologiske mekanismer (allergi)
eller ikke-immunologiske mekanismer (annen
overfglsomhet)”

R42 Kan gi allergi ved innanding

- dokumentasjon pa at stoffet eller stoffblandingen
kan forarsake spesifikk overfglsomhet ved
innanding, eller

- hvis det er positive resultater fra relevante
dyreforsgk, eller

- hvis stoffet er et isocyanat, unntatt (-dokumentert
ufarlig ved innanding)

R42 Kommentar - 1
- normalt basert pa erfaring fra mennesker

- normalt som astma, men andre
overfglsomhetsreaksjoner som rhinitt (hgysnue) eller
alveolitt

- skal ha klinisk karakter av en allergisk reaksjon

- ikke ngdvendig a pavise immunologiske
mekanismer

R42 Kommentar - 2

Menneske:

- klinisk forhistorie og lungefunksjonsprgver satt i
relasjon til eksponeringen

- bekreftet ved annen stgttende dokumentasjon som

* strukturlikhet med kjente
overfglsomhetsfremkallende stoffer

* in vivo immunologi (prikktest)
* serologi
* andre undersgkelser - spesifikk effekt

* bronkial provokasjonstest

R42 Kommentar - 3
Dyreforsgk:
- kan omfatte IgE-malinger for eksempel hos mus

- kan omfatte spesifikke lungereaksjoner hos
marsvin

R43 Kan gi allergi ved hudkontakt

- praktiske erfaringer viser at stoffet kan forarsake
overfglsomhet ved hudkontakt hos et betydelig antall
personer

- positive resultater fra relevante dyreforsgk




R43 Kommentar - 1

Dokumentasjon fra mennesker:

- positive data fra lappetester, normalt fra mer enn
en dermatologisk klinikk (kliniske materialer)

- epidemiologiske undersgkelser (andelen av de
eksponerte som far symptomer tillegges stor vekt,
selv om antallet er lite)

- positive data fra eksperimentelle undersgkelser pa
mennesker

R43 Kommentar - 2

Dokumentasjon fra mennesker:

Folgende er nok nar det er stgttende
dokumentasjon:

- isolerte tilfeller av allergisk kontaktdermatitt

- epidemiologiske undersgkelser der bias og
confounders (feilkilder) ikke helt kan utelukkes

R43 Kommentar - 3

Stettende dokumentasjon:

- data fra dyreforsgk som ikke helt tilfredsstiller
kvalitetskriteriene, men som ligger naer grensen

- data fra ikke-standardiserte metoder

- struktur-aktivitetsstudier/databaser

R43 Dyreforsok

Som positive forsgk regnes:

- reaksjon hos minst 30% av dyrene ved metoder av
adjuvanstypen

- reaksjon hos minst15% av dyrene ved enhver
annen undersogkelsesmetode

R42 Kan gi allergi ved innanding

- ingen standardiserte, godkjente dyremodeller

Immunologisk kontakturticaria
For stoffer som gir kontakturticaria:

* Tilfredsstilles kriteriene for R42, bar opplysninger
om kontakturticaria gis i form av relevante S-
setninger (- -) og utdypes i helse, miljg og
sikkerhetsdatabladet

* Oppfylles ikke kriteriene for R42, ber klassifisering
med R43 vurderes

* Ingen aksepterte dyremodeller finnes, vil matte
dokumenteres med data fra mennesker lik R43




Tabell 7

Stoffblandingers klassifisering ut fra
stoffets/stoffenes klassifisering og

Stoffblandinger

* Hvert stoff betraktes for seg

- Blandingen klassifiseres som allergifremkallende konsentrasjon
om ett eller flere stoffer er klassifisert allergi- - -
fremka"ennede Og Konsentrasjon Klassifisering av stoffet

(vektprosent) av stoffet

— har konsentrasjon lik eller stgrre enn angitt i :
tabell 7 0% < kons. < 1%
[1% = kons. %n (R42) Xi (R43)

Xn (R42) Xi (R43)

— er stoffet oppfart i Stofflisten med spesifikk
klassifiseringsgrense skal denne benyttes

Tabell 7

Stoffblandingers klassifisering ut fra
stoffets/stoffenes klassifisering og
konsentrasjon

Konsentrasjon Klassifisering av stoffet
(vektprosent) av stoffet

i stoffblandingen

Xn (R42) Xi (R43)

0% < kons. < 1%
[1% = kons. %n (R42) Xi (R43)

Flower Seller. Diego Rivera, 1926




