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(Retsakter hvis offentliggorelse er obligatorisk)

KOMMISSIONENS DIREKTIV 2000/32/EF

af 19. maj 2000

om 26. tilpasning til den tekniske udvikling af Ridets direktiv 67/548/EQF om tilneermelse af
lovgivning om Kklassificering, emballering og etikettering af farlige stoffer ()

(E@S-relevant tekst)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Europaiske
Fellesskab,

under henvisning til Radets direktiv 67/548/EQF af 27. juni
1967 om tilnaermelse af lovgivning om klassificering, emballe-
ring og etikettering af farlige stoffer (!), senest @ndret ved Euro-
pa-Parlamentets og Réddets direktiv 1999/33/EF (3), serlig arti-
kel 28, og

ud fra folgende betragtninger:

(1) Bilag I til direktiv 67/548EQF indeholder en liste over far-
lige stoffer samt retningslinjer for de enkelte stoffers klas-
sificering og etikettering; den nuvarende videnskabelige og
tekniske viden viser, at listen over farlige stoffer i navnte
bilag ber tilpasses; i nogle af direktivets sprogversioner ber
der foretages @ndringer i bestemte afsnit i forordet til og i
tabel A i bilag L.

(2) Bilag III til direktiv 67/548/EQF indeholder en liste over
setninger, som angiver hvilke serlige farer, der er forbun-
det med de farlige stoffer og praparater; bilag IV til direk-
tiv 67/548/EQF indeholder en liste over swtninger, som
angiver forsigtighedsregler for farlige stoffer og praparater;
bilag VI til direktiv 67/548/EQF indeholder kriterier for
klassificering og etikettering af farlige stoffer og praparater;
i nogle af direktivets sprogversioner ber der foretages
andringer i bestemte afsnit i bilag III, IV og VL

(3) Bilag V til direktiv 67/548/EQF indeholder metoderne til
bestemmelse af stoffers og praparaters fysisk-kemiske
egenskaber, toksicitet og gkotoksicitet; det er nedvendigt at
tilpasse dette bilag til den tekniske udvikling.

(*) Udstedt efter den 27. tilpasning.
() EFT 196 af 16.8.1967, s. 1.
() EFT L 199 af 30.7.1999, s. 57.

(4) Bilag IX til direktiv 67/548/EQF indeholder bestemmel-
serne om bernesikrede lukninger; disse bestemmelser ber
tilpasses og ajourferes; det er nedvendigt at udvide anven-
delsesomradet for bernesikrede lukninger.

(5) De i dette direktiv fastsatte foranstaltninger er i overens-
stemmelse med udtalelse fra Udvalget for Tilpasning til den
Tekniske Udvikling af Direktiverne om Fjernelse af Tekni-
ske Hindringer for Handelen med Farlige Stoffer og Praepa-
rater —

UDSTEDT FOLGENDE DIREKTIV:

Artikel 1

I direktiv 67/548/EDF foretages folgende andringer:

1) Bilag I endres séledes:

a) Note Q i bilag 1A til dette direktiv erstatter den tilsva-
rende note i forordet.

b) Rakkerne i bilag 1B til dette direktiv erstatter de tilsva-
rende rakker i tabel A.

) Stofferne i bilag 1C til dette direktiv erstatter de tilsva-
rende stoffer.

d) Stofferne i bilag 1D til dette direktiv indsttes.

2) Risikosatningen i bilag 2 til dette direktiv erstatter den til-
svarende satning i bilag IIL.

3) Bilag IV @ndres séledes:

a) Sikkerhedssetningerne i bilag 3A til dette direktiv
erstatter de tilsvarende satninger i bilag IV.
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b) De kombinerede sikkerhedssatninger i bilag 3B til dette
direktiv erstatter de tilsvarende setninger i bilag IV.

4) Del B i bilag V @ndres sdledes:
a) Bilag 4A til dette direktiv erstatter kapitel B.10.
b) Bilag 4B til dette direktiv erstatter kapitel B.11.
c¢) Bilag 4C til dette direktiv erstatter kapitel B.12.

d) Bilag 4D til dette direktiv erstatter kapitel B.13 og
B.14.

e) Bilag 4E til dette direktiv erstatter kapitel B.17.

f) Bilag 4F til dette direktiv erstatter kapitel B.23. Over-
skriften til kapitel B.23 i den forklarende bemarkning
andres tilsvarende.

g) Bilag 4G til dette direktiv tilfojes.

5) Fjerde led i den generelle indledning til del C i bilag V
udgdr.

6) Bilag 5 til dette direktiv erstatter den tilsvarende tekst i
bilag VL.

7) Bilag IX andres som anfert i bilag 6 til dette direktiv.

Artikel 2

1. Medlemsstaterne gennemfarer senest den 1. juni 2001 de
love og administrative bestemmelser, der er nedvendige for at
efterkomme dette direktiv. Medlemsstaterne underretter straks
Kommissionen herom.

Disse love og bestemmelser skal ved vedtagelsen indeholde en
henvisning til dette direktiv eller skal ved offentliggerelsen led-
sages af en sddan henvisning. De nermere regler for henvisnin-
gen fastseettes af medlemsstaterne.

2. Medlemsstaterne meddeler Kommissionen de vigtigste
nationale lovbestemmelser, som de vedtager pd det omrade,
der er omfattet af dette direktiv og en sammenligningstabel
mellem dette direktiv og de vedtagne nationale bestemmelser.

Artikel 3

Dette direktiv treeder i kraft pé tredjedagen for dets offentligge-
relse i De Europeiske Feellesskabers Tidende.

Artikel 4

Dette direktiv er rettet til medlemsstaterne.

Udfardiget i Bruxelles, den 19. maj 2000.

Pd Kommissionens vegne
Margot WALLSTROM

Medlem af Kommissionen
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BILAG 1A

FORORD TIL BILAG 1
Forklaring pa noterne vedrerende identificering, klassificering og etikettering af stoffer
DA:
Note Q:
Klassificeringen som kreeftfremkaldende kan udelades for fibre, som opfylder en af folgende betingelser:

— en kortvarig biopersistenspreve ved inhalation har vist, at fibre, der er leengere end 20 pm, har en vegtet halve-
ringstid pd mindre end 10 dage

— en kortvarig biopersistensprove ved intratrakeal instillation har vist, at fibre, der er lengere end 20 pm, har en
vagtet halveringstid pd mindre end 40 dage

— en egnet intra-peritoneal prove ikke har vist kraftfremkaldende virkning, eller

— en egnet langvarig inhalationspreve ikke har vist relevante sygdomsfremkaldende virkninger eller neoplastiske for-
andringer.

SV:
Note Q:
Amnet behéver inte klassificeras som cancerframkallande om det kan visas att det uppfyller ett av foljande villkor:

— ett korttidstest for att bestimma den biologiska bestindigheten vid inhalation har visat att fibrer lingre dn 20 pm
har en viktad halveringstid pd mindre dn 10 dagar

— ett korttidstest for att bestimma den biologiska bestindigheten vid intratrakeal instillation har visat att fibrer lingre
an 20 pm har en viktad halveringstid p& mindre 4n 40 dagar

— ett lampligt intraperitonealt test har inte givit beldgg for forhojd cancerogenitet

— frénvaro av relevant patogenitet eller neoplastiska fordndringar i ett limpligt ldngtids inhalationstest.

(Vedrarer ikke den ES version)
(Vedrorer ikke den DE version)
(Vedrorer ikke den EL version)
(Vedrerer ikke den EN version)
(Vedrorer ikke den FR version)
(Vedrerer ikke den IT version)
(Vedrorer ikke den NL version)
(Vedrorer ikke den PT version)

(Vedrerer ikke den FI version)
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BILAG 2

R 66

IT: L'esposizione ripetuta pud provocare secchezza e screpolature della pelle.

(Vedrorer ikke den ES version)
(Vedrorer ikke den DA version)
(Vedrorer ikke den DE version)
(Vedrerer ikke den EL version)
(Vedrorer ikke den EN version)
(Vedrorer ikke den FR version)
(Vedrorer ikke den NL version)
(Vedrorer ikke den PT version)
(Vedrorer ikke den FI version)

(Vedrorer ikke den SV version)
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$23

FR: Ne pas respirer les gaz/fumées/vapeursfaérosols [terme(s) approprié(s) a indiquer par le fabricant].

(Vedrorer ikke den ES version)
(Vedrorer ikke den DA version)
(Vedrorer ikke den DE version)
(Vedrorer ikke den EL version)
(Vedrorer ikke den EN version)
(Vedrorer ikke den IT version)
(Vedrgrer ikke den NL version)
(Vedrerer ikke den PT version)
(Vedrorer ikke den FI version)

(Vedrorer ikke den SV version)

S 26

DE: Bei Berithrung mit den Augen sofort griindlich mit Wasser abspiilen und Arzt konsultieren.

(Vedrorer ikke den ES version)
(Vedrerer ikke den DA version)
(Vedrorer ikke den EL version)
(Vedrgrer ikke den EN version)
(Vedrorer ikke den FR version)
(Vedrerer ikke den IT version)
(Vedrgrer ikke den NL version)
(Vedrorer ikke den PT version)
(Vedrorer ikke den FI version)

(Vedrgrer ikke den SV version)

S 56

BILAG 3A

DE: Diesen Stoff und seinen Behilter der Problemabfallentsorgung zufiithren.

EN: Dispose of this material and its container to hazardous or special waste collection point.

IT: Smaltire questo materiale e i relativi contenitori in un punto di raccolta di rifiuti pericolosi o speciali.

(Vedrerer ikke den ES version)
(Vedrerer ikke den DA version)
(Vedrorer ikke den EL version)
(Vedrorer ikke den FR version)
(Vedrerer ikke den NL version)
(Vedrerer ikke den PT version)
(Vedrorer ikke den FI version)

(Vedrarer ikke den SV version)
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DE: Bei Berithrung mit der Haut beschmutzte, getriankte Kleidung sofort ausziehen und Haut sofort mit viel ...

BILAG 3B

abwaschen (vom Hersteller anzugeben).

(Vedrorer ikke den ES version)
(Vedrorer ikke den DA version)
(Vedrorer ikke den EL version)
(Vedrorer ikke den EN version)
(Vedrgrer ikke den FR version)
(Vedrorer ikke den IT version)

(Vedrarer ikke den NL version)
(Vedrorer ikke den PT version)
(Vedrorer ikke den FI version)

(Vedrgrer ikke den SV version)

S 29/56

ES: No tirar los residuos por el desagiie; eliminese esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida ptblica de

residuos especiales o peligrosos.
Nicht in die Kanalisation gelangen lassen; diesen Stoff und seinen Behilter der Problemabfallentsorgung zufiihren.

Do not empty into drains, dispose of this material and its container to hazardous or special waste collection
Non gettare i residui nelle fognature; smaltire questo materiale e i relativi contenitori in un punto di raccolta di

Afval niet in de gootsteen werpen; deze stof en de verpakking naar een inzamelpunt voor gevaarlijk of bijzonder

DE:
EN:
point.
IT:
rifiuti pericolosi o speciali.
NL:
afval brengen.
SV:

Tém ej i avloppet, limna detta material och dess behallare till insamlingsstille for farligt avfall.

(Vedrarer ikke den DA version)
(Vedrorer ikke den EL version)
(Vedrerer ikke den FR version)
(Vedrerer ikke den PT version)

(Vedrorer ikke den FI version)
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BILAG 4A

»B.10. MUTAGENICITET — IN VITRO-TEST FOR KROMOSOMABERRATIONER I CELLER FRA PATTEDYR

1.1.

1.2

METODE

Denne metode er en gengivelse af OECD Test Guideline 473 In Vitro Mammalian Chromosome Aberration
Test (1997).

INDLEDNING

Formalet med in vitro-testen for kromosomaberrationer er at pavise, om et stof eller andet fordrsager struktu-
relle kromosomafvigelser i dyrkede pattedyrceller (1) (2) (3). Der er to typer strukturendringer, kromosomty-
pen og kromatidtypen. De fleste kemiske mutagener fordrsager @ndringer af kromatidtypen, men ogsd
andringer af kromosomtypen forekommer. Ploiditetsforagelse kan veare tegn p4, at et kemisk stof er i stand
til at fremkalde antalsafvigelser. Den foreliggende metode er imidlertid ikke beregnet til at pavise antalsafvigel-
ser og benyttes ikke rutinemaessigt til dette formdl. Kromosommutationer og lignende er arsag til mange gene-
tiske sygdomme hos mennesker, og meget tyder pd, at kromosommutationer og lignende, som @ndrer pa
onkogener og tumorsuppressorgener i somatiske celler, medvirker ved induktion af kraft hos mennesker og i
forsegsdyr.

I in vitro-testen for kromosomaberrationer kan der benyttes kulturer af etablerede cellelinjer, cellestammer
eller primare cellekulturer. Cellerne udvelges pa grundlag af deres vackstegenskaber ved dyrkning, karotypens
stabilitet, kromosomtal, kromosomdiversitet og hyppighed af spontane kromosomaberrationer.

Ved udferelse af in vitro-test er det i reglen nedvendigt at benytte en exogen kilde til metabolismeaktivering.
Et sddant metabolismeaktiveringssystem kan ikke fuldsteendig efterligne betingelserne i et levende pattedyr.
Man md omhyggeligt undgé betingelser, som forer til et positivt resultat, der ikke skyldes selve mutagenicite-
ten, men kan vere fordrsaget af @ndringer i pH eller osmolalitet eller hej cytotoksicitet (4) (5).

Testen benyttes til at screene for stoffer, der kan vare mutagene eller carcinogene hos pattedyr. Mange af de
stoffer, der giver positivt resultat med denne test, er kraftfremkaldende hos pattedyr, men der er ikke
fuldsteendig korrelation mellem testen og carcinogenicitet. Korrelationen afhenger af den kemiske sammen-
setning, og der er stadig tydeligere tegn pd, at nogle carcinogener ikke pévises ved denne test, fordi de lader
til at virke ved andre mekanismer end direkte beskadigelse af dna.

Se ogsa den generelle indledning til afsnit B.

DEFINITIONER

Aberration af kromatidtypen: beskadigelse af kromosomstrukturen i form af brud pa enkeltkromatider eller
brud pa og sammenfejning af kromatider.

Aberration af kromosomtypen: beskadigelse af kromosomstrukturen i form af brud pd — eller brud pa og
sammenfgjning af — begge kromatider pa samme sted.

Endofordobling: en proces, hvorved cellekernen efter en S-fase i dna-replikationen ikke fortsatter over i
mitosen, men pabegynder endnu en S-fase. Resultatet er kromosomer med 4, 8, 16, ... kromatider.

Gap: en akromatisk beskadigelse, som er mindre end ét kromatid bred, og hvor forskydning af kromatiderne
er minimal.

Mitoseindeks: forholdet mellem antallet af celler i metafase og det samlede antal celler i en population; det
viser populationens formeringsgrad.

Antalsafvigelse: @ndring i kromosomtallet i forhold til det for de pigeeldende celler normale antal.
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4.

Polyploidi: et multiplum af det haploide kromosomtal (n), som ikke er det diploide tal (dvs. 3n, 4n osv.).

Strukturel @ndring: andring i kromosomstrukturen, som kan iagttages ved mikroskopi i celledelingens
metafase i form af deletioner og fragmenter, intrachange og interchange.

TESTMETODENS PRINCIP

Cellekulturer udsaettes for teststoffet bdde med og uden metabolismeaktivering. Efter forud fastsatte tidsrum
efter at vare udsat for teststoffet behandles kulturerne med et metafasestandsende stof (f.eks. Colcemid® eller
colchicin), hvorefter de hastes og farves; dernaest undersoges metafasecellerne mikroskopisk for forekomst af
kromosomaberrationer.

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

Praeparater

Celler

Der kan benyttes en rakke forskellige cellelinjer, -stammer og primare cellekulturer, herunder humane celler
(f.eks. fibroblaster fra kinesisk hamster eller perifere blodlymfocytter fra det perifere blod hos mennesker eller
andre pattedyr).

Substrater og dyrkningsforhold

Til vedligeholdelse af kulturerne benyttes der egnede dyrkningssubstrater og inkuberingsbetingelser (dyrk-
ningsflasker, CO,-koncentration, temperatur og luftfugtighed). Etablerede cellelinjer og -stammer kontrolleres
regelmassigt for stabilt karakteristisk kromosomtal og mycoplasmakontaminering; i tilfelde af kontaminering
anvendes kulturen ikke. Cellernes normale cyklustid og dyrkningsbetingelserne skal veere kendt.

Fremstilling af kulturer

Etablerede cellelinjer og -stammer: celler udtages fra stamkulturer og udsés i dyrkningssubstrat med en sidan
taethed, at kulturerne ikke flyder sammen inden hest, og inkuberes ved 37°C.

Lymfocytter: fuldblod, der er behandlet med antikoaguleringsmiddel (f.cks. heparin), eller lymfocytter fra
sunde individer tilseettes til dyrkningssubstratet, der indeholder et mitogen (f.eks. phytohemagglutinin), og
inkuberes ved 37°C.

Metabolismeaktivering

Cellerne udsaettes for teststoffet bdde med og uden et egnet metabolismeaktiveringssystem. Det mest alminde-
ligt anvendte system er en cofaktorsuppleret postmitokondriefraktion (S9), der fremstilles af levere fra rotter,
der har veeret behandlet med enzyminducerende stoffer sdsom Aroclor 1254 (6) (7) (8) (9), eller en blanding
af phenobarbiton og B-naphthoflavon (10) (11) (12).

Postmitokondriefraktionen anvendes normalt i en koncentration pa 1-10% (v/v) i det feerdige testsubstrat. Et
metabolismeaktiveringssystems beskaffenhed kan afthange af, hvilken kemisk klasse teststoffet tilhgrer. I nogle
tilfaelde vil det vaere hensigtsmassigt at benytte postmitokondriefraktion i mere end én koncentration.

Nogle udviklingstendenser, f.eks. genetisk konstruktion af cellelinjer, der udtrykker specifikke aktiverende
enzymer, kan rumme potentiale for endogen aktivering. Valget af en bestemt cellelinje skal begrundes sagligt
(f.eks. ved, at cytochrom P450-coenzymet er relevant for teststoffets metabolisme).
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1.4.1.5.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

1.4.2.3.

Teststof|testpreeparat

Teststoffer i fast form opleses eller opslemmes i passende oplesningsmidler eller barestoffer og fortyndes pas-
sende inden behandling af cellerne. Teststoffer i vaskeform kan enten tilsattes direkte til testsystemet eller for-
tyndes inden behandlingen. Der benyttes frisk fremstillede teststofpraparater, medmindre stabilitetsdata viser,
at opbevaring er acceptabel.

Testbetingelser

Oplesningsmiddel /beerestof

Der ma ikke veere mistanke om, at oplesningsmiddel/baerestof reagerer kemisk med teststoffet, og oplesnings-
middel/barestof mé hverken haemme cellernes overlevelse eller S9-aktiviteten. Benyttes der andre oplesnings-
midler/barestoffer end de velkendte, skal brugen af dem underbygges med kompatibilitetsdata. Det anbefales i
videst muligt omfang forst at forsege at benytte et vandigt oplesningsmiddel/barestofsystem. Ved underse-
gelse af stoffer, der er ustabile i vand, skal de organiske oplesningsmidler vere vandfrie. Vand kan fjernes
med tilsetning af molekylsi.

Eksponeringskoncentrationer

Stoffets cytotoksicitet, dets oplaselighed i testsystemet samt andringer i pH og osmolalitet er blandt de kriteri-
er, der skal tages hensyn til ved valg af hejeste koncentration.

Cytotoksiciteten bestemmes med og uden metabolismeaktivering i hovedforseget ved hjelp af en passende
indikator for celleintegritet og -veakst, f.eks. konfluens, antal levedygtige celler eller mitoseindeks. Der kan
vare hensigtsmassigt at bestemme cytotoksicitet og opleselighed ved et indledende forsag.

Der benyttes mindst 3 analyserbare koncentrationer. Hvis der er tale om cytoksicitet, skal koncentrationerne
dxkke et interval fra storste toksicitet til ringe eller ingen toksicitet; det betyder normalt, at koncentrationerne
hejst er adskilt med en faktor mellem 2 og V10. P4 hejsttidspunktet skal konfluens, celleantal eller mitosein-
deks vaere faldet signifikant ved den hejeste koncentration (mere end 50 %). Mitoseindekset er kun et direkte
mdl for cytotoksisk/cytostatisk virkning og afhaenger af, hvor lang tid der er forlgbet efter behandlingen. Mito-
seindeks er dog acceptabel for dyrkning i rystekolber, hvor andre toksicitetsmal er besvarlige eller ubrugelige
i praksis. Oplysninger om cellecyklens kinetik, sisom den gennemsnitlige generationstid (AGT), kan benyttes
som supplerende information. AGT er imidlertid et overordnet gennemsnit, der ikke altid afslorer forsinkede
subpopulationer, og selv en lille foregelse af den gennemsnitlige generationstid kan fere til en meget betydelig
forsinkelse af tidspunktet for optimalt udbytte af aberrationer.

For stoffer, der er forholdsvis ikke-cytotoksiske, méd testkoncentrationen hejst vere 5pl/ml, 5mg/ml eller
0,01 M (den laveste af de tre).

For forholdsvis uopleselige stoffer, der ikke er toksiske ved koncentrationer under opleselighedsgransen, skal
der som hgjeste dosis benyttes en koncentration, der er hgjere end opleselighedsgransen i det samlede dyrk-
ningssubstrat ved behandlingens afslutning. I nogle tilfeelde (f.eks. ndr toksicitet kun optrader over den laveste
koncentration med uopleselighed) tilrades det at gennemfore testen ved mere end én koncentration med syn-
lig udfeeldning. Det kan vere hensigtsmeassigt at bedemme opleseligheden bade ved behandlingens begyndelse
og afslutning, eftersom oplaseligheden kan andre sig under eksponeringen i testsystemet som folge af, at der
er celler $9, serum mwv. til stede. Uoploselighed kan iagttages med det blotte gje. Bundfald ma ikke have ind-
flydelse pa bedemmelsen.

Negative og positive kontrolprever

I alle forseg medtages der sidelobende bade positive og negative (oplosningsmiddel eller barestof) kontrolpre-
ver, savel med som uden metabolismeaktivering. Nar der benyttes metabolismeaktivering, ber der som posi-
tivt kontrolkemikalie anvendes et, der kreever aktivering for at virke mutagent.

I positive kontrolprever benyttes der et kendt clastogen i en mangde, der forventes at give reproducerbar og
paviselig foregelse i forhold til baggrundsvaerdierne, hvorved testsystemets folsomhed godtgeres.
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Der velges sddanne koncentrationer i de positive kontrolprever, at virkningerne er tydelige, uden dog at de
kodede objektglas's identitet umiddelbart afslores for den, der afleeser dem. Nedenfor er opregnet eksempler
pa positive kontrolstoffer:

Metabolismeaktivering Stof CAS nr. Einecs nr.

Ingen exogen metabolismeaktivering | Methylmethansulfonat 66-27-3 200-625-0
Ethylmethansulfonat 62-50-0 200-536-7
Ethylnitrosourea 759-73-9 212-072-2
Mitomycin C 50-07-7 200-008-6
4-Nitroquinoline-N-oxid 56-57-5 200-281-1

Exogen metabolismeaktivering Benzol[a]pyrene 50-32-8 200-028-5
Cyclophosphamid 50-18-0 200-015-4
Cyclophosphamidmonohydrat 6055-19-2

Der kan benyttes andre egnede stoffer til positiv kontrol. Hvis der er mulighed for det, ber der anvendes
kemisk beslegtede stoffer.

Der skal i hver hest indgd negative kontrolprever, hvor behandlingsmediet kun bestdr af oplesningsmiddel
eller barestof, og som behandles pa samme made som de gvrige kulturer. Desuden skal der vere ubehandlede
kontrolprever, medmindre der foreligger tidligere opndede kontroldata, der viser, at det valgte oplesningsmid-
del ingen skadelige eller mutagene virkninger har.

1.4.3.  Fremgangsmade

1.4.3.1.  Behandling med teststof

Celler under formering behandles med teststoffet med og uden tilstedevarelse af et metabolismeaktiverings-
system. Behandling af lymfocytter pabegyndes ca. 2 degn efter stimulering med mitogen.

1.4.3.2. Der benyttes normalt dobbeltbestemmelse ved hver koncentration, hvilket ogsd sterkt tilrddes for negative
kontrolprever (kontrolprever med oplesningsmiddel). Hvis det pd grundlag af tidligere forseg kan godtgeres,
at forskellen mellem dobbeltbestemmelser (13) (14) er minimal, kan enkeltbestemmelse ved hver koncentra-
tion accepteres.

Gasformige og flygtige stoffer testes ved en egnet metode, f.eks. i forseglede dyrkningsflasker (15) (16).

1.4.3.3. Host af kulturer

I det forste forseg udsettes cellerne for teststoffet bdde med og uden metabolismeaktivering i 3-6 timer, og
der udtages prove efter et tidsrum, der svarer til ca. 1,5 gange cellecykluslaengden, regnet fra behandlingens
begyndelse (12). Forer denne protokol til negativt resultat bide med og uden aktivering, udferes endnu et for-
sog, denne gang med kontinuerlig behandling indtil preveudtagning efter et tidsrum, der svarer til ca. 1,5
gange en normal cellecyklus. Nogle kemiske stoffer er det lettere at bestemme ved behandlings-/preveudtag-
ningstider pd mere end 1,5 gange cellecyklussen. Negativt resultat med metabolismeaktivering skal bekraftes i
hvert enkelt tilfeelde. Anses bekraftelse af negative resultater ikke for nedvendige, skal dette begrundes.
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1.4.3.4.

1.4.3.5.

2.1.

2.2.

Kromosompreparering

Cellekulturerne behandles med Colcemid® eller colchicin normalt 1-3 timer for hest. Hest og kromosom-
praparering skal forega seerskilt for hver enkelt kultur. Kromosompraepareringen bestdr i hypotonisk behand-
ling af cellerne, fiksering og farvning.

Analyse

Alle objektglas, herunder positive og negative kontrolprever, kodes uafhangigt inden mikroskoperingen. Da
fikseringen ofte medferer, at en del af metafasecellerne gar i stykker, og kromosomerne gar tabt, ber bedemte
celler indeholde et antal centromerer svarende til kromosomtallet 2 for alle celletyper. Der skal bedemmes
mindst 200 vel fordelte metafaser pr. koncentration og kontrolgruppe, ligeligt fordelt mellem eventuelle dob-
beltprover. Dette antal kan settes ned, hvis der iagttages heje aberrationstal.

Selv om testens formdl er at pavise @ndringer i kromosomstrukturen, er det vigtigt ogsd at notere polyploidi
og endofordobling, hvis dette konstateres.

DATA

BEHANDLING AF RESULTATER

Da cellen er forsogets maleenhed, bedemmes det, hvilken procentdel af cellerne der har andret kromosom-
struktur. Forskellige strukturendringer noteres med antal og hyppighed for bade forsegs- og kontrolkulturer.
Gaps noteres sarskilt og registreres, men medregnes normalt ikke i den samlede aberrationshyppighed.

Sidelobende madlinger af cytotoksicitet for alle behandlede og negative kontrolkulturer i hovedforseget regi-
streres ligeledes.

Dataene preesenteres for hver enkelt kultur. Desuden sammenfattes alle data i tabelform.

Der findes ingen krav til verifikation af et klart positivt resultat. Tvetydige resultater ber afklares ved yder-
ligere undersogelser, helst med @ndrede forsegsbetingelser. Der er redegjort for behovet for bekraftelse af
negative resultater i punkt 1.4.3.3. Ved opfelgende forsag kan man overveje at @ndre pa undersogelsens para-
metre, s& de bedomte forsegsbetingelser udvides. Blandt de undersogelsesparametre, der kan endres pd, er
koncentrationernes spredning og metabolismeaktiveringen.

EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Der findes en rakke kriterier for opnéelse af et positivt resultat, f.eks. en koncentrationsatheengig foregelse
eller en reproducerbar forggelse af antallet af celler med kromosomaberrationer. Der ber i forste rakke ses pé
resultaternes biologiske relevans. Statistiske metoder kan benyttes som hjalpemiddel ved evalueringen af
testresultaterne (3) (13). Statistisk signifikans ber ikke vare den eneste faktor, der afgor, om resultatet bedom-
mes som positivt.

En foregelse i antallet af polyploide celler kan vaere tegn p4, at teststoffet er i stand til at inhibere mitosepro-
cesser og fremkaldte kromosomantalsafvigelser. En forogelse af antallet af celler med endofordoblede kromo-
somer kan vare tegn p4, at teststoffet kan inhibere cellecyklussens forlgb (17) (18).

Et teststof, der ikke opfylder ovennaevnte kriterier, anses ikke for mutagent i dette system.

De fleste forseg giver klart positivt eller negativt resultat, men i sjeldne tilfelde giver dataene ikke mulighed
for en endegyldig bedommelse af teststoffets aktivitet. Resultatet kan stadig vaere tvetydigt eller tvivlsomt, uan-
set hvor mange gange forseget gentages.
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Et positivt resultat af en in vitro-test for kromosomaberrationer viser, at teststoffet fremkalder sendringer i
kromosomstrukturen i dyrkede somatiske celler fra pattedyr. Et negativt resultat viser, at teststoffet under test-
betingelserne ikke fremkalder endringer i kromosomstrukturen i dyrkede somatiske celler fra pattedyr.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT
Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:

Oplesningsmiddel/barestof:
— begrundelse for valg af baerestof

— teststoffets oplaselighed og stabilitet i oplesningsmiddel/barestof, hvis den kendes

Celler:

— celltype og -kilde

— den valgte celletypes karyotypiske karakteristika og egnethed

— eventuelt fravaer af mycoplasma

— oplysninger om cellecyklussens leengde

— bloddonorers ken, fuldblod eller fraseparerede lymfocytter samt benyttet mitogen
— eventuelt antal passager

— eventuelle metoder til vedligehold af cellekulturer

— normalt kromsomtal

Testbetingelser:
— det metafasestandsende stofs betegnelse og koncentration og leengden af cellernes udszttelse for stoffet

— begrundelse for valg af koncentrationer og antal kulturer, herunder f.eks. eventuelle cytotoksicitetsdata og
opleselighedsbegraensninger

— substratsammensztning og eventuel CO,-koncentration

— teststoffets koncentration

— volumen af tilsat barestof og teststof

— inkuberingstemperatur

— inkuberingstid

— behandlingens varighed

— celletaethed ved udsdning, hvis det er relevant

— metabolismeaktiveringssystemets type og sammensztning, herunder acceptkriterier
— positive og negative kontrolprever

— metoder til praparering af objektglas

— kriterier for bedemmelse af aberrationer
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antal analyserede metafaser
metoder til méling af toksicitet

kriterier for bedemmelse af undersegelsen som positiv, negativ eller tvetydig

Resultater:

tegn pa toksicitet, f.eks. konfluens, cellecyklusdata, celletzlling og mitoseindeks
tegn pé udfeldning

data om pH og osmolalitet i behandlingsmediet, hvis disse veerdier er malt
definitioner af aberrationer, herunder gaps

antal celler med kromosomaberrationer og typen af disse, anfort sarskilt for hver behandlet kultur og
kontrolkultur

eventuel iagttaget endring i ploidigrad

dosis/respons-sammenhang, nar det er muligt

eventuelle statistiske analyser

data for sidelobende negative (oplesningsmiddel/barestof) og positive kontrolprever

data for tidligere negative (oplesningsmiddel/barestof) og positive kontrolprever med angivelse af inter-
valler, gennemsnit og standardafvigelser

Diskussion af resultaterne

Konklusioner
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1.1.

1.2.

BILAG 4B

»B.11. MUTAGENICITET — IN VIVO-TEST FOR KROMOSOMABERRATIONER I KNOGLEMARYV HOS

PATTEDYR

METODE

Denne metode er en gengivelse af OECD Test Guideline 475 »Mammalian Bone Marrow Chromosome Aber-
ration Test« (1997).

INDLEDNING

In vitro-testen for kromosomaberrationer hos pattedyr benyttes til at pavise, om et teststof fordrsager struktu-
relle kromosomafvigelser i knoglemarvceller hos dyr, normalt gnavere (1) (2) (3) (4). Der er to typer struk-
tureendringer, kromosomtypen og kromatidtypen. Ploiditetsforegelse kan vere tegn pd, at et kemisk stof er i
stand til at fremkalde antalsafvigelser. De fleste kemiske mutagener fordrsager @ndringer af kromosomtypen,
men ogsd andringer af kromatidtypen forekommer. Kromosommutationer og lignende er drsag til mange
genetiske sygdomme hos mennesker, og meget tyder pa, at kromosommutationer og lignende, som a@ndrer pa
onkogener og tumorsuppressorgener i somatiske celler, medvirker ved induktion af kraeft hos mennesker og i
forsogssystemer.

Der benyttes rutinemsssigt gnavere i denne test. Knoglemarv er mélvavet i denne test, da det er et veev med
hej vaskularisation og bestér af celler med kort cyklustid, som er lette at isolere og behandle. Metoden omfat-
ter ikke andre arter og vev.

Denne test for kromosomaberrationer er serlig relevant for en vurdering af risikoen for mutationsfremkaldel-
se, da den giver mulighed for at tage siddanne faktorer som in vivo-metabolisme, farmakokinetik og DNA-re-
parationsprocesser i betragtning, selv om de kan variere fra art til art og fra vaev til veev. En in vivo-test er
ligeledes nyttig til yderligere undersogelse af mutagene virkninger, der er pavist ved en in vitro-test.

Hvis der er grund til at tro, at teststoffet eller en reaktiv metabolit ikke vil nd frem til mélvaevet, er denne test
ikke egnet.

Se ogsd den generelle indledning til afsnit B.

DEFINITIONER

Aberration af kromatidtypen: beskadigelse af kromosomstrukturen i form af brud pé enkeltkromatider eller
brud pd og sammenfojning af kromatider.

Aberration af kromsomtypen: beskadigelse af kromosomstrukturen i form af brud pd — eller brud pd og
sammenfgjning af — begge kromatider pd samme sted.

Endofordobling: en proces, hvorved cellekernen efter en S-fase i DNA-replikationen ikke fortsatter over i
mitosen, men pabegynder endnu en S-fase. Resultatet er kromosomer med 4, 8, 16, ... kromatider.

Gap: en akromatisk beskadigelse, som er mindre end ét kromatid bred, og hvor misalignment af kromatiderne
er minimal.

Antalsafvigelse: &ndring af kromosomtallet i forhold til det for de pdgzldende celler normale antal.

Polyploidi: et multiplum af det haploide kromosomtal (n), som ikke er det diploide tal (dvs. 3n, 4n osv.).

Strukturel andring: @ndring i kromosomstrukturen, som kan iagttages ved mikroskopi i celledelingens me-
tafase i form af deletioner og fragmenter, intrachange og interchange.
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1.3. TESTMETODENS PRINCIP

Dyrene udsattes for teststoffet pd passende made og aflives efter passende tidsrum efter eksponeringen. Inden
aflivningen behandles dyrene med et metafasestandsende stof (f.eks. colchicin eller Colcemid®). Der fremstilles
derefter praeparater of knoglemarvceller, som farves, og metafasecellerne underseges for kromosomaberratio-
ner.

1.4. BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

1.4.1.  Praparater

1.4.1.1. Valg af dyreart

Der benyttes seedvanligvis rotter, mus og kinesiske hamstere, selv om andre egnede pattedyrarter kan benyttes.
Der ber anvendes almindeligt brugte laboratoriestammer af unge sunde voksne dyr. Ved undersggelsens
begyndelse ber vegtvariationen mellem dyrene vare mindst mulig og ikke over +20% af gennemsnitsveaegten
for hvert ken.

1.4.1.2. Milje og fordring

Der gelder de almindelige forhold som beskrevet i den generelle indledning til afsnit B, blot ber der tilstracbes
en fugtighed pd 50-60%.

1.4.1.3. Forberedelse af dyrene

Der udvealges tilfeldigt sunde unge voksne dyr til kontrol- og behandlingsgruppen. Burene ber anbringes pé
en sddan made, at deres placering fir mindst mulig indvirkning. Dyrene identificeres entydigt. Dyrene tilvaen-
nes til laboratorieforholdene i mindst fem dage.

1.4.1.4.  Fremstilling af doser

Teststoffer i fast form oplases eller opslemmes i passende oplesningsmidler eller barestoffer og fortyndes pas-
sende, inden de gives til dyrene. Teststoffer i veeskeform kan enten gives direkte til dyrene eller fortyndes forst.
Der benyttes frisk fremstillede teststofpraparater, medmindre stabilitetsdata viser, at opbevaring er acceptabel.

1.4.2.  Testbetingelser

1.4.2.1.  Oplosningsmiddel/beerestof

Oplesningsmiddel/barestof méd ikke have toksiske virkninger ved de benyttede doser og mé ikke mistaenkes
for at reagere kemisk med teststoffet. Benyttes der andre oplesningsmidler/barestoffer end de velkendte, skal
brugen af dem underbygges med kompatibilitetsdata. Det anbefales i videst muligt omfang ferst at forsege at
benytte et vandigt oplesningsmiddel/barestofsystem.

1.4.2.2.  Kontrolgrupper

[ alle forseg medtages der sidelobende bade positive og negative (oplesningsmiddel eller baerestof) kontrol-
grupper af begge ken. Bortset fra behandling med teststof skal dyrene i kontrolgrupperne behandles pé
samme mdde som dyrene i behandlingsgrupperne.

Positive kontrolprever skal frembringe strukturelle andringer in vivo ved en dosis, der forventes at give en
paviselig forogelse i forhold til baggrundsvardierne. Der velges sddanne doser i de positive kontrolprever, at
virkningerne er tydelige, uden dog at de kodede objektglas's identitet umiddelbart afsleres for den, der afleeser
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1.5.

dem. Det kan accepteres, at den positive kontrol indgives pd anden made end teststoffet, og at der kun foreta-
ges én proveudtagning. Hvis der er mulighed for det, ber der anvendes kemisk beslegtede stoffer. Nedenfor
er opregnet eksempler pa positive kontrolstoffer:

Stof CAS nr. Einecs nr.
Ethylmethansulfonat 62-50-0 200-536-7
Ethylnitrosourea 759-73-9 212-072-2
Mitomycin C 50-07-7 200-008-6
Cyclophosphamid 50-18-0 200-015-4
Cyclophosphamidmonohydrat 6055-19-2
Triethylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Der skal ved hver proveudtagning indgé negative kontrolgrupper, som kun er behandlet med oplesningsmid-
del eller baerestof, og ellers behandlet pd samme made som behandlingsgrupperne, medmindre tidligere kon-
troldata har vist en acceptabel variation mellem dyr og hyppighed af celler med kromosomafvigelser. Hvis der
kun udtages én negativ kontrolpreve, er det mest hensigtsmaessigt at gore det ved forste proveudtagning. Des-
uden skal der vare ubehandlede kontrolgrupper, medmindre der foreligger tidligere opndede eller offentlig-
gjorte kontroldata, der viser, at det valgte oplesningsmiddel/barestof ingen skadelige eller mutagene virknin-
ger har.

FREMGANGSMADE

Dyrenes antal og ken

Hver behandlet gruppe og kontrolgruppe skal bestd af mindst fem analyserbare dyr af hvert ken. Hvis der pa
det tidspunkt, hvor undersggelsen foretages, foreligger data fra undersogelser med samme dyreart og med
samme indgiftsmade, som viser, at der ikke er nogen vesentlig toksicitetsforskel mellem de to ken, er test
med kun ét ken tilstreekkeligt. Hvis udsaettelsen af mennesker for det kemiske stof er kensspecifik, som det
f.eks. er tilfeeldet med visse farmaceutiske stoffer, skal testen udferes med dyr af det pagaldende ken.

Behandlingsplan

Teststofferne indgives fortrinsvis i en enkelt dosis. De kan ogsd indgives i to deldoser, dvs. to behandlinger
samme dag med kun nogle f timers interval, hvorved det bliver lettere at indgive et storre materialevolumen.
Indgift pd anden made skal begrundes sagligt.

Der udtages prover pé to tidspunkter efter endagsbehandling. For gnavere udtages forste preve normalt 1,5
normal cellecykluslengde (som normalt er 12-18 timer) efter behandlingen. Da det optimale tidspunkt for
pavisning af kromosomaberrationer kan afhange af, hvor lang tid der er pdkravet for optagelse og metabo-
lisme af teststoffet, og af teststoffets indvirkning pa cellecyklussens kinetik, anbefales det at udtage endnu en
prove 24 timer efter den forste. Indgives stoffet over mere end én dag, udtages der blot én prove, nér der er
gdet 1,5 normal cellecykluslangde efter den sidste behandling.

Inden aflivningen gives dyrene en intraperitoneal injektion med en passende dosis metafasestandsende stof
(f.eks. Colcemid® eller colchicin). Der udtages preve af forsegsdyrene efter et passende tidsrum. For mus er
dette tidsrum ca. tre-fem timer, for kinesisk hamster ca. fire-fem timer. Cellerne hestes fra knoglemarven og
analyseres for kromosomaberrationer.
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1.5.3.

1.5.4.

2.1.

Dosisniveauer

Hvis der gennemfores en forprove til bestemmelse af dosisinterval, fordi der ikke foreligger nogen egnede
data, ber den udfores i samme laboratorium med samme art, stamme, kon og behandlingsméde, som agtes
benyttet i hovedundersogelsen (5). Er der tale om toksicitet, benyttes der tre dosisniveauer for forste proveud-
tagningstidspunkt. Disse dosisniveauer skal dakke et interval fra maksimal toksicitet til nasten ingen eller
ingen toksicitet. Ved den efterfolgende proveudtagning behoves kun den hgjeste dosis benyttet. Den hgjeste
dosis defineres som den dosis, der fremkalder sddanne tegn pé toksicitet, at hejere dosis med samme indgifts-
menster ma forventes at medfere ded. Stoffer med specifik biologisk aktivitet ved lav ikke-toksisk dosis (f.eks.
hormoner og mitogener) kan danne undtagelser fra disse dosisfastsattelseskriterier og ber evalueres individu-
elt. Hojeste dosis kan ogsa defineres som en dosis, der i nogen grad udviser tegn pé toksicitet i knoglemarven
(f.eks. mitoseindeks nedsat med mere end 50 %).

Greensetest

Hvis der ved en test med én dosis pd mindst 2 000 mg/kg legemsvagt indgivet pa én gang eller i to omgange
samme dag ikke kan iagttages nogen toksiske virkninger, og hvis man pd grundlag af data om strukturmaes-
sigt beslegtede stoffer ikke forventer gentoksicitet, kan en fuldsteendig undersegelse med tre dosisniveauer
anses for unedvendig. For leengerevarende undersegelser er gransedosis pd 2 000 mg pr. kg legemsvagt pr.
dag for behandlinger over hejst 14 dage og pd 1 000 mg pr. kg legemsvaegt pr. dag for behandlinger over
mere end 14 dage. Den forventede eksponering af mennesker kan foranledige, at der benyttes en hgjere dosis
i grensetesten.

Indgift af doser

Teststoffet indgives normalt ved tvangsfodring med sonde eller en passende intubationskanyle eller ved intra-
peritoneal injektion. Andre indgiftsmader kan accepteres, hvis de kan begrundes. Hvor stor en vaskemangde
der kan indgives ad gangen ved tvangsfodring eller injektion, athenger af forsegsdyrenes storrelse. Maengden
bor hejst veere pd 2 ml pr. 100 g legemsvagt. Anvendelse af storre rumfang skal begrundes. Bortset fra lokal-
irriterende og «tsende stoffer, som normalt vil have kraftigere virkninger ved hejere koncentrationer, ber test-
volumenet variere sd lidt som muligt, idet koncentrationen justeres, s volumenet bliver det samme ved alle
dosisniveauer.

Praeparering af kromosomer

Umiddelbart efter aflivningen udtages knoglemarven, som udsattes for hypotonisk vaske og fikseres. Derefter
stryges cellerne ud pa objektglas og farves.

Analyse

Mitoseindekset bestemmes som udtryk for cytotoksiciteten i mindst 1 000 celler pr. dyr for alle behandlede
dyr (inkl. positive kontroldyr) og ubehandlede (negative) kontroldyr.

For hvert dyr ber mindst 100 celler analyseres. Dette antal kan settes ned, hvis der iagttages et stort antal
aberrationer. Alle objektglas, herunder positive og negative kontrolpraver, kodes uathengigt inden mikrosko-
peringen. Da prapareringen af objektglas ofte medferer, at en del af metafasecellerne gar i stykker og kromo-
somerne gar tabt, ber bedemte celler indeholde et antal centromerer svarende til kromosomtallet 2n # 2.

DATA

BEHANDLING AF RESULTATER

Data for de enkelte dyr prasenteres i tabelform. Forsegsenheden er et dyr. For hvert dyr registreres antallet af
bedomte celler, antallet af aberrationer pr. celle og den procentdel af cellerne, der har kromosomaberrationer.
Forskellige typer strukturelle kromosomeandringer skal anferes med antal og hyppighed for behandlingsgrup-
per og kontrolgrupper. Gaps registreres sarskilt og oplyses, men medregnes ikke generelt i den totale aberra-
tionshyppighed. Hvis der ikke er tegn pa forskellig reaktion hos de to ken, kan dataene samles med henblik
pa statistisk analyse.
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2.2.

EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Der findes en rakke kriterier for afgere, om et resultat er positivt, f.eks. en dosisathangig foregelse af andelen
af celler med kromosomaberrationer eller en tydelig foragelse af antallet af celler med aberrationer hos en
enkeltdosisgruppe pé et bestemt proveudtagningstidspunkt. Der bor i forste rakke ses pa resultaternes biologi-
ske relevans. Statistiske metoder kan benyttes som hjelpemiddel ved evalueringen af testresultaterne (6). Sta-
tistisk signifikans bar ikke vare den eneste faktor, der afger, om resultatet bedemmes som positivt. Tvetydige
resultater bor afklares ved yderligere test, helst med endring af forsegsbetingelserne.

En foregelse af ploiditetsgraden kan veare tegn pé, at teststoffet er i stand til at fremkalde kromosomantalsafvi-
gelser. En foreget endofordobling kan veare tegn p4, at teststoffet kan inhibere cellecyklussens forleb (7) (8).

Et teststof, der ikke opfylder ovennavnte kriterier, anses ikke for mutagent i dette system.

De fleste forseg giver klart positivt eller negativt resultat, men i sjeldne tilfelde giver dataene ikke mulighed
for en endegyldig bedemmelse af teststoffets aktivitet. Resultatet kan stadig vaere tvetydigt eller tvivlsomt, uan-
set hvor mange gange forseget gentages.

Et positivt resultat af en in vivo-test for kromosomaberrationer viser, at teststoffet fremkalder kromosomaber-
rationer i knoglemarven hos den undersogte art. At negativt resultat viser, at teststoffet under testbetingelserne
ikke fremkalder kromosomaberrationer i knoglemarven hos den undersggte art.

Sandsynligheden for, at teststoffet eller dets metabolitter nar frem til det almindelige kredslab eller specifikt til
malvavet (f.eks. systemisk toksicitet), ber diskuteres.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:

Oplesningsmiddel/barestof:
— begrundelse for valg af baerestof

— teststoffets opleselighed og stabilitet i oplesningsmiddel/barestof, hvis den kendes

Forsogsdyr:

— anvendt art/stamme

— antal dyr samt deres alder og ken
— oprindelse, miljg, fode mv.

— de enkelte dyrs vegt ved testens begyndelse, samt interval, gennemsnit og standardafvigelse for
legemsvagten for hver enkelt gruppe

Testbetingelser:

— positive og negative (barestof/oplesningsmiddel) kontrolgrupper
— data fra en eventuel forprove til bestemmelse af dosisinterval

— begrundelse for valg af dosisniveau

— detaljerede oplysninger om praparering af teststoffet
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detaljerede oplysninger om indgift af teststoffet
begrundelse for indgiftsvej
eventuelle metoder til kontrol af, at teststoffet er ndet frem til det almindelige kredslgb eller mélvavet

eventuel omregning fra teststofkoncentration (ppm) i fede/drikkevand til faktisk dosis (mg pr. kg
legemsvaegt pr. dag)

detaljerede oplysninger om fode- og vandkvalitet

detaljeret beskrivelse af behandlings- og preveudtagningsplan

metoder til maling af toksicitet

det metafasestandsende stofs betegnelse og koncentration og behandlingens varighed
metoder til praparering af objektglas

kriterier for bedemmelse af aberrationer

antal analyserede celler pr. dyr

kriterier for bedemmelse af undersegelsen som positiv, negativ eller tvetydig

Resultater:

tegn pé toksicitet

mitoseindex

antal aberrationer og type, anfort serskilt for hvert dyr

samlet antal aberrationer pr. gruppe med gennemsnit og standardafvigelse

antal celler med aberrationer pr. gruppe med gennemsnit og standardafvigelse

eventuel iagttaget eendring i ploiditetsgrad

dosis/respons-sammenhang, nar det er muligt

eventuelle statistiske analyser

data for sidelobende negative kontrolprover

data for tidligere negative kontrolprever med angivelse af intervaller, gennemsnit og standardafvigelser

data for sidelobende positive kontrolprover

Diskussion af resultaterne

Konklusioner
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1.1.

1.2

BILAG 4C

»B.12. MUTAGENICITET — IN VIVO-TEST FOR MIKROKERNER I ERYTHROCYTTER HOS PATTEDYR

METODE

Denne metode er en gengivelse af OECD Test Guideline 474 »Mammalian Erythrocyte Micronucleus Test«
(1997).

INDLEDNING

In vivo-testen for mikrokerner hos pattedyr benyttes til pavisning af skader, som teststoffet har forvoldt pa
kromosomer eller mitoseapparatet i erythroblaster, ved analyse af erythrocytter i prover fra knoglemarv og/el-
ler det perifere blod hos dyr, seedvanligvis gnavere.

Formalet med mikrokernetesten er at pavise stoffer, der forvolder cytogenetiske skader, som medferer dan-
nelse af mikrokerner indeholdende tiloversblevne kromosomfragmenter eller hele kromosomer.

Nér en erythroblast i knoglemarven udvikler sig til en polykromatisk erythrocyt, udstedes cellekernen, og en
eventuel dannet mikrokerne kan blive tilbage i det ellers kernefri cytoplasma. I disse celler er mikrokerner let
synlige, da de ellers ikke har nogen kerne. Forgget forekomst af polykromatiske erythrocytter med mikrokerne
hos behandlede dyr er tegn pa inducerede kromosomskader.

I denne test benyttes der rutinemassigt knoglemarv hos gnavere, da der i dette veev produceres polykromati-
ske erythrocytter. Maling af umodne (polykromatiske) erythrocytter med mikrokerne i det perifere blod kan
ogsd accepteres i andre arter, hvor det er vist, at milten ikke kan fjerne erythrocytter med mikrokerner, eller
at deres folsomhed over for stoffer, der forarsager strukturelle eller antalsmeessige kromosomaberrationer, er
tilstreekkelig. Mikrokerner kan genkendes pa en rakke kriterier, bla. om der er en DNA-centromer til stede.
Det vigtigste endpoint er hyppigheden af umodne (polykromatiske) erythrocyter med mikrokerne. Det antal
modne (normokromatiske) erythrocytter i det perifere blod, som indeholder mikrokerner, ud af et givet antal
modne erythrocytter kan ogsd benyttes som endpoint for testen, ndr dyrene behandles kontinuerligt i mindst
fire uger.

Denne in vivo-test for mikrokerner hos pattedyr er sarlig relevant for vurdering af den reelle mutagenitetsfare,
idet den tager hejde for sddanne faktorer som in vivo-metabolisme, farmakokinetik og DNA-reparationspro-
cesser, selv om disse kan variere fra art til art, veev til veev og genetisk endpoint til genetisk endpoint. En in
vivo-test er ligeledes nyttig til yderligere undersogelse af mutagene virkninger, der er pévist ved en in vitro-
test.

Hvis der er grund til at tro, at teststoffet eller en reaktiv metabolit ikke vil nd frem til mélvaevet, er denne test
ikke egnet.

Se ogsa den generelle indledning til afsnit B.

DEFINITIONER

Centromer: region(er) af et kromosom, hvortil tentrddene er pahaftet under celledeling, saledes at datterkro-
mosomerne kan ordnes i forhold til dattercellernes poler.

Mikrokerner: smé ekstrakerner, der er adskilt fra cellens hovedkerne, og som dannes under mitosens telofase
(meiose) ud fra efterladte kromosomfragmenter eller hele kromosomer.

Normochromatisk erythrocyt: moden erythrocyt, der mangler ribosomer og kan skelnes fra umodne poly-
kromatiske erythrocytter ved ribosomselektiv farvning.
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1.3.

1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

Polychromatisk erythocyt: umoden erythrocyt pé et udviklingsmellemstadium, som stadig indeholder ribo-
somer og derfor kan skelnes fra modne normokromatiske erythrocytter ved ribosomselektiv farvning.

TESTMETODENS PRINCIP

Dyrene udszttes for teststoffet pd passende méade. Hvis der benyttes knoglemarv, aflives dyrene pé et passende
tidspunkt efter behandlingen, hvorefter knoglemarven udtages, og der fremstilles praparater og farves (1) (2)
(3) (4) (5) (6) (7). Hvis der benyttes perifert blod, tages der blodprever pa et passende tidspunkt efter behand-
lingen, hvorefter der fremstilles udstrygningspraparater og farves (4) (8) (9) (10). I undersogelser med perifert
blod ber der ga sd kort tid som muligt mellem sidste eksponering og cellehest. Praparaterne analyseres for til-
stedevaerelse af mikrokerner.

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

Praeparater

Valg af dyreart

Der anbefales mus eller rotter, hvis der bruges knoglemarv, selv om andre egnede pattedyrarter kan benyttes.
Bruges der perifert blod, anbefales mus. Dog kan enhver egnet pattedyrart benyttes, hvis dens milt ikke kan
fjerne erythrocytter med mikrokerne, eller hvis den er vist at vere tilstraeekkelig folsom til at pévise stoffer, der
forarsager strukturelle eller antalsmassige kromosomaberrationer. Der ber anvendes almindeligt brugte labo-
ratoriestammer af unge sunde dyr. Ved undersogelsens begyndelse ber vagtvariationen mellem dyrene veere
mindst mulig og ikke over +20% af gennemsnitsvagten for hvert kon.

Miljo og fodring

Der galder de almindelige forhold som beskrevet i den generelle indledning til afsnit B, blot ber der tilstracbes
en fugtighed pa 50-60%.

Forberedelse af dyrene

Der udvzlges tilfeldigt unge sunde voksne dyr til kontrol- og behandlingsgruppen. Dyrene identificeres enty-
digt. Dyrene tilveennes til laboratorieforholdene i mindst fem dage. Burene ber anbringes pa en sddan méde,
at deres placering fr mindst mulig indvirkning.

Fremstilling af doser

Teststoffer i fast form oplases eller opslemmes i passende oplesningsmidler eller barestoffer og fortyndes pas-
sende, inden de gives til dyrene. Teststoffer i veeskeform kan enten gives direkte til dyrene eller fortyndes forst.
Der benyttes frisk fremstillede teststofpraeparater, medmindre stabilitetsdata viser, ot opbevaring er acceptabel.

Testbetingelser

Oplosningsmiddel [beerestof

Oplesningsmiddel baerestof ma ikke have toksiske virkninger ved de benyttede doser og ma ikke mistenkes
for at reagere kemisk med teststoffet. Benyttes der andre oplesningsmidler/barestoffer end de velkendte, skal
brugen af dem underbygges med kompatibilitetsdata. Det anbefales i videst muligt omfang forst at forsege at
benytte et vandigt oplesningsmiddel/barestofsystem.

Kontrolgrupper

[ alle forseg medtages der sidelobende bide positive og negative (oplesningsmiddel eller bearestof) kontrol-
grupper af begge keon. Bortset fra behandling med teststof skal dyrene i kontrolgrupperne behandles pa
samme mdde som dyrene i behandlingsgrupperne.
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Positive kontrolprever skal frembringe mikrokerner in vivo ved en dosis, der forventes at give en péviselig
foregelse i forhold til baggrundsveerdierne. Der velges sddanne doser i de positive kontrolprever, at virknin-
gerne er tydelige, uden dog at de kodede objektglas's identitet umiddelbart afslores for den, der afleser dem.
Det kan accepteres, at den positive kontrol indgives pa anden made end teststoffet, og at der kun foretages én
proveudtagning. Hvis der er mulighed for det, ber der anvendes kemisk beslaegtede stoffer. Nedenfor er opreg-
net eksempler pé positive kontrolstoffer:

Stof CAS nr. Einecs nr.
Ethylmethansulfonat 62-50-0 200-536-7
N-ethyl-N-nitrosourea 759-73-9 212-072-2
Mitomycin C 50-07-7 200-008-6
Cyclophosphamid 50-18-0 200-015-4
Cyclophosphamidmonohydrat 6055-19-2
Triethylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Der skal ved hver proveudtagning indgd negative kontroldyr, som kun er behandlet med oplesningsmiddel
eller barestof og ellers behandlet pd samme méde som behandlingsgrupperne, medmindre tidligere kontrol-
data har vist en acceptabel variation mellem dyr indbyrdes og acceptabel hyppighed af celler med mikroker-
ner. Hvis der kun udtages én negativ kontrolpreve, er det mest hensigtsmeassigt at gore det ved forste pro-
veudtagning. Desuden skal der vere ubehandlede kontrolgrupper, medmindre der foreligger tidligere opnéede
eller offentliggjorte kontroldata, der viser, at det valgte oplesningsmiddel ingen skadelige eller mutagene virk-
ninger har.

Hvis der benyttes perifert blod, kan en forbehandlingspreve ogsd accepteres som sidelobende negativ kontrol-
prove, men kun i de korte undersogelser (f.eks. 1-3 behandlinger), nir de opnédede resultater ligger inden for
det forventede interval for den forudgdende kontrolprove.

FREMGANGSMADE

Dyrenes antal og ken

Hver behandlet gruppe og kontrolgruppe skal bestd af mindst fem analyserbare dyr af hvert ken (11). Hvis
der pa det tidspunkt, hvor undersegelsen foretages, foreligger data fra undersggelser med samme dyreart og
med samme indgiftsmade, som viser, at der ikke er nogen vasentlig toksicitetsforskel mellem de to ken, er
test med kun ét ken tilstraekkelig. Hvis udsattelsen af mennesker for det kemiske stof er kensspecifik, som
det f.eks. er tilfeeldet med visse farmaceutiske stoffer, skal testen udferes med dyr af det pagaldende kon.

Behandlingsplan

Der kan ikke anbefales nogen standardbehandlingsplan (dvs. 1, 2 eller flere behandlinger med 24 timers mel-
lemrum). Prover fra leengdervarende indgiftsplaner er acceptable, nar blot der i undersegelsen er pévist en
positiv virkning eller — for en negativ undersegelse — der er pévist toksicitet, eller greensedosis har veeret
anvendt, og ndr indgiften er fortsat indtil preveudtagningen. Provestoffet kan ogsé indgives i to deldoser, dvs.
to behandlinger samme dag med kun nogle fd timers interval, hvorved det bliver lettere at indgive et storre
materialevolumen.

Testen kan udferes pa folgende to méder:

a) Dyrene behandles med teststoffet én gang. Der udtages prover af knoglemarv mindst to gange, forste
gang tidligst 24 timer efter behandlingen, med passende intervaller mellem preverne, sidste prove dog
senest 48 timer efter behandlingen. Proveudtagning tidligere end 24 timer efter behandlingen skal
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begrundes. Der udtages prover af perifert blod mindst to gange, tidligst 36 timer efter behandlingen og
med passende intervaller efter den forste prove, sidste prove dog senest efter 72 timer. Nér der i en prove
er konstateret positiv reaktion, er yderligere proveudtagning ikke nedvendigt.

b) Benyttes der to eller flere daglige behandlinger (f.eks. to eller flere behandlinger med 24 timers mellem-
rum) udtages der for knoglemarvs vedkommende prover én gang mellem 18 og 24 timer efter den sidste
behandling, og for perifert blods vedkommende én gang mellem 36 og 48 timer efter den sidste behand-
ling (12).

Derudover kan der udtages prover pd andre tidspunkter, hvis det er relevant.

Dosisniveauer

Hvis der gennemfores en forprove til bestemmelse af dosisinterval, fordi der ikke foreligger nogen egnede
data, ber den udferes i samme laboratorium med samme art, stamme, kon og behandlingsméide som agtes
benyttet i hovedundersegelsen (13). Er der tale om toksicitet, benyttes der tre dosisniveauer for forste pro-
veudtagningstidspunkt. Disse dosisniveauer skal dakke et interval fra maksimal toksicitet til nasten ingen eller
ingen toksicitet. Ved den efterfolgende proveudtagning behoves kun den hgjeste dosis benyttet. Den hgjeste
dosis defineres som den dosis, der fremkalder sddanne tegn pé toksicitet, at hejere dosis med samme indgifts-
menster ma forventes at medfere ded. Stoffer med specifik biologisk aktivitet ved lav ikke-toksisk dosis (f.eks.
hormoner og mitogener) kan danne undtagelser fra disse dosisfastsattelseskriterier og ber evalueres individu-
elt. Hojeste dosis kan ogsa defineres som en dosis, der i nogen grad udviser tegn pé toksicitet i knoglemarven
(f.eks. en nedsettelse af andelen af umodne erythrocytter i forhold til totale erythrocytter i knoglemarv eller
perifert blod).

Greensetest

Hvis der ved en test med én dosis pd mindst 2 000 mg p. kg legemsveagt indgivet pd én gang eller i to
omgange samme dag ikke kan iagttages nogen toksiske virkninger, og hvis man pa grundlag af data om struk-
turmaessigt beslegtede stoffer ikke forventer gentoksicitet, kan en fuldsteendig undersogelse med tre dosis-
niveauer anses for unedvendig. For lengerevarende undersogelser er gransedosis pdi 2 000 mg pr. kg
legemsvagt pr. dag for behandlinger over hejst 14 dage og pd 1000 mg pr. kg legemsvaegt pr. dag for
behandlinger over mere end 14 dage. Den forventede eksponering af mennesker kan foranledige, at der benyt-
tes en hgjere dosis i gransetesten.

Indgift af doser

Teststoffet indgives normalt ved tvangsfodring med sonde eller en passende intubationskanyle eller ved intra-
peritoneal injektion. Andre indgiftsmader kan accepteres, hvis de kan begrundes. Hvor stor en vaskemangde,
der kan indgives ad gangen ved tvangsfodring eller injektion, athanger af forsegsdyrenes storrelse. Mangden
bor hejst veere pd 2 ml pr. 100 g legemsvagt. Anvendelse af storre rumfang skal begrundes. Bortset fra lokal-
irriterende og @tsende stoffer, som normalt vil have kraftigere virkninger ved hejere koncentrationer, ber test-
volumenet variere sd lidt som muligt, idet koncentrationen justeres, si volumenet bliver det samme ved alle
dosisniveauer.

Praeparering af knoglemarv/blod

Knoglemarvceller udtages normalt fra larben eller skinneben umiddelbart efter aflivningen. Seedvanligvis udta-
ges cellerne fra larben eller skinneben, hvorefter de prapareres og farves med velkendte metoder. Perifert blod
udtages fra halevenen eller et andet egnet blodkar. Blodlegemerne farves straks supravitalt (8) (9) (10), eller
der fremstilles udstrygningspraparater, der derefter farves. Ved at bruge en DNA-specifik farvning (f.eks. acri-
dinorange eller Hoechst 33258 plus pyronin-Y (15)) kan man undgd nogle af de artifakter, der optrader ved
ikke-DNA-specifik farvning. Denne fordel udelukker ikke, at der benyttes konventionelle farvestoffer (f.eks.
Giemsa). Supplerende systemer (f.eks. cellulosekolonner til fiernelse af kerneindeholdende celler (16)) kan ogsa
benyttes, forudsat at de er pavist at fungere tilfredsstillende ved praparering af mikrokerner i laboratoriet.

Analyse

For hvert dyr bestemmes andelen af umodne erythrocytter i forhold til det samlede antal (umodne og modne)
erythrocytter, idet der telles mindst 200 erythrocytter i alt for knoglemarv og 1 000 erythrocytter for perifert
blod (17). Alle objektglas, herunder positive og negative kontrolprever, kodes uathangigt inden mikroskope-
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2.2.

ringen. For hvert dyr bedemmes mindst 2 000 umodne erythrocytter for forekomst af umodne erythrocytter
med risikokerner. Der kan opnds yderligere information ved bedemmelse af modne erythrocytter for indhold
af mikrokerner. Ved analyse af objektglas mé andelen af umodne erythrocytter i forhold til totale erythrocytter
ikke veere mindre end 20% af kontrolvardien. Nar dyrene behandles kontinuerligt i fire uger eller derover,
kan ogsd mindst 2 000 modne erythrocytter pr. dyr bedemmes for forekomst af mikrokerner. Systemer til
automatisk analyse (billedanalyse og flow-cytometri af celleopslemninger) er acceptable som alternativer til
manuel evaluering, hvis de er beherigt begrundet og valideret.

DATA

BEHANDLING AF RESULTATER

Data for de enkelte dyr prasenteres i tabelform. Forsegsenheden er et dyr. For hvert dyr registreres antallet af
bedomte umodne erythrocytter, antallet af umodne erythrocytter med mikrokerne og antallet af umodne
erythrocytter i forhold til det samlede antal erythrocytter. Hvis dyrene behandles kontinuerligt i mere end fire
uger, anfores ogsd dataene for modne erythrocytter, hvis de foreligger. Andelen af umodne erythrocytter i for-
hold til totale erythrocytter oplyses for hvert dyr, og, hvis det skonnes hensigtsmessigt, procentdelen af ery-
throcytter med mikrokerne. Hvis der ikke er tegn pé forskellig reaktion hos de to ken, kan dataene samles
med henblik pa statistisk analyse.

EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Der findes en rakke kriterier for at afgere, om et resultat er positivt, f.eks. en dosisathangig foregelse af antal-
let af celler med mikrokerner eller en tydelig foregelse af antallet af celler med mikrokerner hos en enkelt-
dosisgruppe pa et bestemt proveudtagningstidspunkt. Der ber i forste raekke ses pd resultaternes biologiske
relevans. Statistiske metoder kan benyttes som hjelpemiddel ved evalueringen af testresultaterne (18) (19). Sta-
tistisk signifikans ber ikke vare den eneste faktor, der afger, om resultatet bedemmes som positivt. Tvetydige
resultater ber afklares ved yderligere test, helst med andring af forsegsbetingelserne.

Et teststof, der ikke opfylder ovennavnte kriterier, anses ikke for mutagent i dette system.

De fleste forseg giver klart positivt eller negativt resultat, men i sjeldne tilfeelde giver dataene ikke mulighed
for en endegyldig bedommelse af teststoffets aktivitet. Resultatet kan stadig veere tvetydigt eller tvivlsomt, uan-
set hvor mange gange forseget gentages.

Et positivt resultat af mikrokernetesten viser, at teststoffet fremkalder mikrokerner, som folge af beskadigelse
af kromosomer eller mitoseapparat hos erythroblaster i den undersegte art. Et negativt resultat viser, at test-
stoffet under testbetingelserne ikke fremkalder mikrokerner hos umodne erythrocytter i den undersogte art.

Sandsynligheden for, at teststoffet eller dets metabolitter ndr frem til det almindelige kredsleb eller specifikt til
maélvavet (f.eks. systemisk toksicitet), ber diskuteres.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:

Oplesningsmiddel/barestof:
— begrundelse for valg af beerestof

— teststoffets opleselighed og stabilitet i oplesningsmiddel/bzrestof, hvis den kendes
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Forsogsdyr:

— anvendt art/stamme

— antal dyr samt deres alder og ken
— oprindelse, miljo, fode mv.

— de enkelte dyrs vegt ved testens begyndelse, samt interval, gennemsnit og standardafvigelse for
legemsvagten for hver enkelt gruppe

Testbetingelser:

— positive og negative (barestof/oplasningsmiddel) kontrolgrupper

— data fra en eventuel forprove til bestemmelse af dosisinterval

— begrundelse for valg af dosisniveau

— detaljerede oplysninger om praparering af teststoffet

— detaljerede oplysninger om indgift af teststoffet

— begrundelse for indgiftsvej

— eventuelle metoder til kontrol af, at teststoffet er ndet frem til det almindelige kredslgb eller mélvavet

— eventuel omregning fra teststofkoncentration (ppm) i fode/drikkevand til faktisk dosis (mg pr. kg
legemsvagt pr. dag)

— detaljerede oplysninger om fode- og vandkvalitet

— detaljeret beskrivelse af behandlings- og preveudtagningsplan

— metoder til praparering af objektglas

— metoder til maling af toksicitet

—  kriterier for bedemmelse af umodne erythrocytter med mikrokerner
— antal analyserede celler pr. dyr

— kriterier for bedemmelse af undersegelsen som positiv, negativ eller tvetydig

Resultater:

— tegn pé toksicitet

— andel af umodne erythrocytter i forhold til total erythrocytter

— antal umodne erythrocytter med mikrokerner, anfort sarskilt for hvert dyr

— gennemsnit * standardafvigelse for umodne erythrocytter med mikrokerner for hver gruppe
— dosis/respons-sammenhaeng, nar det er muligt

— anvendte statistiske analyser og metoder

— data for sidelobende og tidligere negative kontrolprever

— data for sidelobende positive kontrolprever
Diskussion af resultaterne

Konklusioner
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BILAG 4D

»B.13/14. MUTAGENICITET — TILBAGEMUTATIONSTEST MED BAKTERIER

METODE

Denne metode er en gengivelse af OECD Test Guideline 471 »Bacterial Reverse Mutation Test« (1997).

INDLEDNING

I tilbagemutationstesten med bakterier benyttes der aminosyrekreevede stammer af Salmonella typhimurium
og Escherichia coli til at pavise punktmutationer med substitution, addition eller deletion af et eller nogle fa
DNA-basepar (1) (2) (3). Princippet i denne tilbagemutationstest med bakterier er, at den pdviser mutationer,
som tilbagemuterer mutationer i teststammerne og dermed setter bakterien i stand til at syntetisere en essen-
tiel aminosyre. Revertantbakterierne pavises ved deres evne til at vokse uden den aminosyre, som den oprin-
delige teststamme kreever.

Punktmutationer er drsagen til mange genetiske sygdomme hos mennesker, og der er meget, der tyder pé, at
punktmutationer i onkogener og tumorsuppressorgener i somatiske celler spiller en rolle for dannelse af
tumorer hos mennesker og i forsagsdyr. Tilbagemutationstesten med bakterier er hurtig, billig og forholdsvis
let at udfere. Mange teststammer har forskellige egenskaber, der gor dem mere folsomme til pévisning af
mutationer, bla. responsive DNA-sekvenser pé reversionsstedet, hej cellepermeabilitet for store molekyler og
manglende DNA-reparationssystemer eller forsteerkede fejlbehaftede DNA-reparationsprocesser. Teststammer-
nes specificitet kan give nyttige oplysninger om, hvilke typer mutationer et gentoksisk stof inducerer. Der fin-
des en meget stor database med resultater for en lang rakke strukturer med tilbagemutationstest med bakteri-
er, og der er udviklet veletablerede metodologier for test af kemikalier med forskellige fysiske og kemiske
egenskaber, herunder flygtige forbindelser.

Se ogsd den generelle indledning til afsnit B.

DEFINITIONER

En tilbagemutationstest med enten Salmonella typhimurium eller Escherichia coli pviser mutation i en ami-
nosyrekreevende stamme (histidin eller tryptophan) til en stamme, der er uathengig af tilfersel af aminosyren
udefra.

Mutagener for baseparsubstitution er stoffer, der fordrsager en baseandring i DNA'et. I en tilbagemuta-
tionstest kan denne a@ndring ske samme sted som den oprindelige mutation eller et andet sted i bakteriens
genom.

Laeserammemutagener er stoffer, der medferer insertion eller deletion af et eller flere basepar i DNA'et, sale-
des at RNA'ets leeseramme andres.

INDLEDENDE OVERVEJELSER

I tilbagemutationstesten med bakterier benyttes der prokaroytiske celler, som adskiller sig fra pattedyrceller
med hensyn til f.eks. optagelse, metabolisme, kromosomstruktur og DNA-reparationsprocesser. In vitro-test
kraever normalt en exogen kilde til metabolismeaktivering. In vitro-metabolismeaktiveringssystemer kan ikke
fuldsteendig efterligne in vivo-forholdene i pattedyr. Testen vil derfor ikke give direkte oplysninger om et stofs
mutagene og carcinogene potentiale i pattedyr.

Tilbagemutationstesten med bakterier anvendes generelt til en indledende screening for gentoksiske virkninger
og, is@r, punktmutationsinducerende aktivitet. Det er ved hjelp af en omfattende database pavist, at mange
kemiske stoffer, som giver positivt resultat i denne test, ogsd har mutagen virkning i andre test. Der findes
mutagene stoffer, der ikke er pdvist ved denne test; drsagen hertil kan tilskrives det paviste endpoints speci-
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fikke karakter, forskelle i metabolismeaktivering og forskelle i biotilgaengelighed. P4 den anden side kan fakto-
rer, der oger tilbagemutationstestens folsomhed, fore til et for hejt sken over stoffets mutagene aktivitet.

Tilbagemutationstesten med bakterier kan veere uegnet til evaluering af bestemte klasser af kemiske stoffer,
f.eks. staerkt baktericide forbindelser (f.eks. visse antibiotika) og forbindelser, der antages (eller vides) at gribe
specifikt ind i pattedyrcellers replikationssystem (f.eks. visse topoisomeraseinhibitorer og visse nucleosidanalo-
ger). [ sddanne tilfeelde kan mutationstest i pattedyr vare mere velegnede.

Selv om mange af de stoffer, der er positive i denne test, er kraftfremkaldende hos pattedyr, er korrelationen
ikke fuldsteendig. Den athanger af den kemiske klasse, og der findes carcinogener, der ikke pévises ved denne
test, fordi de virker via andre ikke-gentoksiske mekanismer eller mekanismer, der ikke findes i bakterieceller.

TESTMETODENS PRINCIP

Opslemninger af bakterieceller udszttes for teststoffet med og uden et exogent metabolismeaktiveringssystem.
Ved pladeinkorporeringsmetoden blandes disse opslemninger med en topagar og haldes ud pa et minimal-
substrat. Ved prainkubationsmetoden inkuberes behandlingsblandingen, hvorefter den blandes med topagar
inden udheldning pd minimalsubstrat. For begge metoders vedkommende tzlles revertantkolonierne efter 2-3
dages inkubation, og der sammenlignes med antallet af spontane revertantkolonier pd kontrolpladerne med
oplesningsmiddel.

Der er beskrevet en rakke fremgangsmider for udforelse af tilbagemutationstesten med bakterier. Blandt de
mest almindeligt benyttede er pladeinkorporeringsmetoden (1) (2) (3) (4), preinkubationsmetoden (2) (3) (5)
(6) (7) (8), fluktuationsmetoden (9) (10) og suspensionsmetoden (11). Der er beskrevet modifikationer til test
af gasser og dampe (12).

De i denne metode beskrevne fremgangsmdader vedrerer is@r pladeinkorporeringsmetoden og prainkubations-
metoden. De er begge acceptable til udferelse af forsegene bdde med og uden metabolismeaktivering. Nogle
stoffer, bl.a. kortkaedede alifatiske nitrosaminer, divalente metaller, aldehyder, azofarvestoffer og diazoforbin-
delser, pyrollizidinalkaloider, allylforbindelser og nitroforbindelser (3), kan mest effektivt pavises ved praeinku-
bationsmetoden. Det er ogsd kendst, at visse klasser af mutagener ikke altid pavises ved standardmetoder som
f.eks. pladeinkorporeringsmetoden og przinkubationsmetoden. Sddanne tilfelde ber betragtes som
sseertilfalde, og det anbefales kraftigt at anvende alternative metoder til pavisning i disse tilfelde. Folgende
sseertilfelde« er konstateret (samt eksempler pa fremgangsmaéder, der kan benyttes til pavisning): azofarvestof-
fer og diazoforbindelser (3) (5) (6) (13), gasser og flygtige stoffer (12) (14) (15) (16) og glycosider (17) (18).
Afvigelser fra standardmetoden skal begrundes sagligt.

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

Praparater

Bakterier

Friske bakteriekulturer fremdyrkes til den sidste del af den eksponentielle fase eller til begyndelsen af den sta-
tionzre fase (ca. 10° celler pr. ml). Kulturer sidst i den stationare fase bor ikke benyttes. Det er vigtigt, at de
kulturer, der benyttes i forsegene, har et hejt indhold af levedygtige bakterier. Titeren kan godtgeres enten
ved hjelp af tidligere kontroldata for vakstkurver eller ved bestemmelse af antallet af levedygtige celler i det
enkelte forseg ved udpladning.

Som inkubationstemperatur anbefales 37 °C.

Der skal benyttes mindst fem bakteriestammer, deriblandt fire stammer af S. typhimurium (TA1535, TA98,
TA100 samt TA1537, TA97a eller TA97), som er pavist at vare palidelige, og hvis respons er reproducerbar
mellem laboratorier. Disse fire S. typhimurium-stammer har GC-basepar pé de primzre reversionssted, og det
vides, at de ikke altid paviser visse oxiderende mutagener, tveerbindende stoffer og hydraziner. Sddanne stoffer
kan pévises med E. coli WP2—stammer eller S. typhimurium TA102 (19), som har AT-basepar pd det primare
reversionssted. Derfor kan folgende kombination af stammer anbefales:
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— S. typhimurium TA 1535

— S. typhimurium TA 1537, TA97 eller TA97a
— S. typhimurium TA98

— S. typhimurium TA100

— E. coli WP2 uvrA, E. coli WP2 uvrA (pKM101) eller S. typhimurium TA102.

For at kunne pévise tvarbindende mutagener kan det foretraekkes at valge TA102 eller at tilfoje en DNA-re-
parationsdygtig stamme af E. coli (f.eks. E. coli WP2 eller E. coli WP2 (pKM101)).

Der benyttes anerkendte metoder til stamkulturfremstilling, markerverifikation og opbevaring. For hver enkelt
frosset kulturpraeparat pavises den aminosyrebetingede veekst (histidin for S. typhimurium-stammer og trypt-
ophan for E. coli-stammer). Andre feenotypiske egenskaber skal kontrolleres pd lignende made, saledes tilste-
devaerende eller manglende R-faktorplasmider, ndr det er relevant (dvs. ampicillinresistens hos TA98-stammen,
TA-100- og TA97a- eller TA97-stammen, WP2 uvrA-stammen og WP2 uvrA (pKM101)-stammen, samt
ampicillin- og tetracyclinresistens hos TA102-stammen), tilstedeverelse af karakteristiske mutationer (dvs. rfa-
mutation hos S. typhimurium ved hjelp af folsomhed over for krystalviolet og uvrA-mutation hos E. coli eller
uvrB-mutation hos S. typhimurium ved hjelp af felsomhed over for ultraviolet lys) (2) (3). Stammerne skal
ligeledes give kimtal for spontane revertanter inden for den hyppighed, der méd forventes ud fra laboratoriets
hidtidige kontroldata, og helst inden for den hyppighed, der er angivet i litteraturen.

Substrat

Der benyttes en egnet minimalager (f.eks. med Vogel-Bonner minimalsubstrat E og glucose) og en topagar
med histidin og biotin eller tryptophan, sa der tillades nogle fa celledelinger (1) (2) (9).

Metabolismeaktivering

Bakterierne udsettes for teststoffet bade med og uden et egnet metabolismeaktiveringssystem. Det mest almin-
deligt anvendte system er en cofaktorsuppleret postmitokondriefraktion (S9), der fremstilles af levere fra rot-
ter, der har varet behandlet med enzyminducerede stoffer sdsom Aroclor 1254 (1) (2) eller en blanding af
phenobarbiton og B-naphthoflavon (18) (20) (21). Postmitokondriefraktionen anvendes normalt i en koncen-
tration pd 5-30% (v[v) i S9-blandingen. Valg af metabolismeaktiveringssystem og dets beskaffenhed kan
athange af, hvilken kemisk klasse teststoffet tilhorer. I nogle tilfaelde vil det vare hensigtsmaessigt at benytte
postmitokondriefraktion i mere end én koncentration. For azofarvestoffer og diazoforbindelser kan et reduk-
tivt metabolismeaktiveringssystem vare mere velegnet (6) (13).

Teststof]testpreeparat

Teststoffer i fast form opleses eller opslemmes i passende oplesningsmidler eller barestoffer og fortyndes pas-
sende inden behandling af bakterierne. Teststoffer i vaskeform kan enten tilsattes direkte til testsystemet eller
fortyndes inden behandlingen. Der benyttes frisk fremstillede teststofpraeparater, medmindre stabilitetsdata
viser, at opbevaring er acceptabel.

Der mé ikke vare mistanke om, at oplesningsmiddel/barestof reagerer kemisk med teststoffet, og oplesnings-
middel/barestof skal vare kompatibel med bakteriernes overlevelse og S9-aktiviteten (22). Benyttes der andre
oplesningsmidler/barestoffer end de velkendte, skal brugen af dem underbygges med kompatibilitetsdata. Det
anbefales i videst muligt omfang forst at forsege at benytte et vandigt oplesningsmiddel/barestofsystem. Ved
undersagelse af stoffer, der er ustabile i vand, skal de organiske oplesningsmidler vaere vandfrie.

Testbetingelser

Teststammer (se punkt 1.5.1.1)

Eksponeringskoncentration

Stoffets cytotoksicitet og dets opleselighed i den endelige testblanding er blandt de kriterier, der skal tages
hensyn til ved valg af hejeste koncentration.
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Det kan vere hensigtsmeassigt at bestemme toksicitet og opleselighed ved et indledende forseg. Cytotoksicitet
kan pévises ved et fald i antallet af revertantkolonier, ved en opklaring eller hamning af baggrundsvaksten
eller ved graden af overlevelse i de behandlede kulturer. Et stofs cytotoksicitet kan @ndres ved, at der er meta-
bolismeaktiveringssystemer til stede. Uopleselighed bedemmes ved, at der med det blotte gje kan iagttages
udfeldning i slutblandingen under de faktiske forsegsbetingelser.

Der anbefales en maksimal testkoncentration af opleselige ikke-cytotoksiske stoffer pd 5 mg/plade eller
5 pl/plade. For ikke-cytotoksiske stoffer, der ikke er opleselige med 5 mg/plade eller 5 plfplade, skal en eller
flere af de undersegte koncentrationer vare uopleselig i slutblandingen. Teststoffer, der er cytotoksiske alle-
rede under 5 mg/plade eller 5 pl/plade, testes op til den cytotoksiske koncentration. Bundfald mé ikke have
indflydelse pa bedemmelsen.

Der benyttes mindst fem forskellige analyserbare koncentrationer af teststoffer med en afstand pa ca. en halv
logaritme (,/10) mellem koncentrationerne i det indledende forsag. Ved undersogelse af en koncentration/res-
pons-sammenhang kan mindre intervaller vere hensigtsmassigt. Test ved koncentrationer over 5 mg/plade
eller 5 pl/plade kan tages under overvejelse, ndr bedemmelsen vedrerer stoffer med et betydeligt indhold af
potentielt mutagene urenheder.

Negative og positive kontrolpraver

[ alle forsog medtages der sidelobende bade positive og negative (oplosningsmiddel eller barestof) stamme-
specifikke kontrolprever, sdvel med som uden metabolismeaktivering. Der valges en sidan koncentration i
den positive kontrol, at det enkelte forseg effektivitet godtgeres.

Ved forseg med metabolismeaktivering udvzlges positive kontrolreferencestoffer ud fra den valgte type bakte-
riestamme.

Nedenfor er der eksempler pd stoffer, som er egnede som positive kontrolstoffer i forseg med metabolismeak-
tivering:

Stof CAS nr. Einecs nr.
9,10-dimethylanthracen 781-43-1 212-308-4
7,12-dimethylbenz[a]anthracen 57-97-6 200-359-5
benzo[a]pyren 50-32-8 200-028-5
2-aminoanthracen 613-13-8 210-330-9
cyclophosphamid 50-18-0 200-015-4
cyclophosphamidmonohydrat 6055-19-2

Folgende stof er egnet som positivt kontrolstof ved reduktiv metabolismeaktivering:

Stof CAS nr. Einecs nr.

Congo-rodt 573-58-0 209-358-4

2-aminoanthracen ber ikke anvendes som eneste indikator for, om S9-blandingen er effektiv. Hvis der benyt-
tes 2-aminoanthracen, skal hver batch af S9 tillige karakteriseres med et mutagen, der kreever metabolismeak-
tivering med mikrosomenzymer, f.eks. benzo[a]pyren eller dimethylbenzanthracen.
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Nedenfor er der eksempler pa stoffer til brug som stammespecifikke positive kontrolstoffer i forseg uden exo-
gen metabolismeaktivering:

Stof CAS nr. Einecs nr. Stamme

natriumazid 26628-22-8 247-852-1 TA 1535 og TA 100
2-nitrofluoren 607-57-8 210-138-5 TA 98
9-aminoacridin 90-45-9 201-995-6 TA 1537, TA 97 og TA 97a
ICR 191 17070-45-0 241-129-4 TA 1537, TA 97 og TA 97a
cumenhydroperoxid 80-15-9 201-254-7 TA 102
mitomycin C 50-07-7 200-008-6 WP2 uvrA og TA 102
N-ethyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin 70-25-7 200-730-1 WP2, WP2uvrA og

WP2uvrA(pKM101)
4-nitroquinolin-1-oxid 56-57-5 200-281-1 WP2, WP2uvrA og

WP2uvrA(pKM101)
{urylguramid 3688-53-7 plasmidholdige stammer
AF2

Der kan benyttes andre egnede referencestoffer til positiv kontrol. Hvis der er mulighed for det, ber der
anvendes kemisk beslegtede stoffer.

Der skal indgd negative kontrolprever, der kun bestdr af oplesningsmiddel eller barestof uden teststof, og
som behandles pd samme mide som de evrige testgrupper. Desuden skal der vere ubehandlede kontrolpre-
ver, medmindre der foreligger tidligere opndede kontroldata, der viser, at det valgte oplesningsmiddel ingen
skadelige eller mutagene virkninger har.

Fremgangsmade

Ved pladeinkorporeringsmetoden (1) (2) (3) (4) uden metabolismeaktivering blandes normalt 0,05 ml eller
0,1 ml testoplesning, 0,1 ml frisk bakteriekultur (indeholdende ca. 103 levedygtige celler) og 0,5 ml steril buf-
fer med 2,0 ml topagar. Ved forseg med metabolismeaktivering blandes normalt ca. 0,5 ml metabolismeak-
tiveringsblanding, indeholdende en passende mangde postmitokondriefraktion (5-30% (v/v) i metabolismeak-
tiveringsblandingen), med topagaren (2,0 ml), bakterierne og teststoffet/testoplesningen. Indholdet i de enkelte
glas blandes og haldes ud over overfladen pd en minimalagarplade. Topagaren henstilles til storkning inden
inkubering.

Ved prainkubationsmetoden (2) (3) (5) (6) forinkuberes teststof/testoplosning sammen med teststammen (in-
deholdende ca. 108 levedygtige celler) og steril buffer eller metabolismeaktiveringssystemet (0,5 ml) normalt i
20 minutter ved 30-37°C, inden der blandes med topagaren, og blandingen haldes ud pa overfladen af en
minimalagarplade. Normalt blandes 0,05 ml eller 0,1 ml teststof/testoplasning, 0,1 ml bakteriekultur og
0,5 ml S9-blanding eller steril buffer med 2,0 ml topagar. Glassene ber under forinkuberingen beluftes i ryste-
apparat.

Til forsvarlig bestemmelse af variationen udferes der tredobbelt udpladning ved hvert dosisniveau. Dobbelt
udpladning kan accepteres, hvis den begrundes sagligt. Tab af en plade af og til ger ikke nedvendigvis testen
ubrugelig.

Gasformige og flyttige stoffer testes ved en egnet metode, f.eks. i forseglede dyrkningsflasker (12) (14) (15)
(16).
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Inkubering

Alle plader i hvert forsgg inkuberes ved 37°C i 48-72 timer. Efter inkuberingen telles antallet af revertantko-
lonier pr. plade.

DATA

BEHANDLING AF RESULTATER

Dataene forelegges som antallet af revertantkolonier pr. plade. Ogsd antallet af revertantkolonier pd bide
negative (oplesningsmiddelkontrol og en eventuel ubehandlet kontrol) og positive kontrolplader oplyses. Tal-
lene for hver enkelt plade, gennemsnittet af revertantkolonier pr. plade og standardafvigelsen opgives for test-
stoffet og for positive og negative kontrolplader (ubehandlede og/eller med oplasningsmiddel).

Der findes ingen krav til verifikation af et klart positivt resultat. Tvetydige resultater ber afklares ved yder-
ligere undersagelser, helst med andrede forsagsbetingelser. Negative resultater bekraftes efter en vurdering af
de enkelte tilfelde. Anses bekraftelse af negative resultater ikke for nedvendige, skal dette begrundes. Ved
opfelgende forsgg kan man overveje at @ndre pd undersogelsens parametre, si de bedemte forsegsbetingelser
udvides. Blandt de undersogelsesparametre, der kan andres pa, er koncentrationernes spredning, behandlings-
metoden (pladeinkorporering eller vaske-prainkubation) og metabolismeaktiveringen.

EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Der findes en rakke kriterier for, om der er opndet et positivt resultat, f.eks. en koncentrationsathaengig fore-
gelse af antallet af revertantkolonier pr. plade i det undersogte interval ogfeller en reproducerbar foragelse af
antallet af revertantkolonier pr. plade ved en eller flere koncentrationer, for mindst én stamme med eller uden
metabolismeaktivering (23). Der ber i forste rakke ses pa resultaternes biologiske relevans. Statistiske metoder
kan benyttes som hjelpemiddel ved evalueringen af testresultaterne (24). Statistisk signifikans ber dog ikke
vaere den eneste faktor, der afger, om resultatet bedemmes som positivt.

Et teststof, der ikke opfylder ovennavnte kriterier, anses ikke for mutagent i denne test.

De fleste forseg giver klart positivt eller negativt resultat, men i sjeldne tilfelde giver dataene ikke mulighed
for en endegyldig bedemmelse af teststoffets aktivitet. Resultatet kan stadig vaere tvetydigt eller tvivlsomt, uan-
set hvor mange gange forseget gentages.

Et positivt resultat af en tilbagemutationstest med bakterier viser, at teststoffet fremkalder punktmutationer
ved basesubstitution eller laeserammeforskydning i genomet hos Salmonella typhimurium og/eller Escherichia
coli. Et negativt resultat viser, at teststoffet under testbetingelserne ikke er mutagent i den undersgge organis-
me.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT
Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:

Oplesningsmiddel/barestof:
— begrundelse for valg af baerestof

— teststoffets oploselighed og stabilitet i oplesningsmiddel/barestof, hvis den kendes

Stammer:
— anvendte stammer
— antal celler pr. kultur

— karakteristika for stammen
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Testbetingelser:

mangde teststof pr. plade (mg/plade eller pl/plade) med begrundelse for valg af dosis og pladeantal pr.
koncentration

anvendte substrater
metabolismeaktiveringssystemets type og sammensatning, herunder acceptkriterier

behandlingsmetoder

Resultater:

tegn pé toksicitet

tegn péd udfeldning

kimtal for de enkelte plader

gennemsnitligt antal revertantkolonier pr. plade og standardafvigelsen
dosis[respons-sammenhang, ndr det er muligt

eventuelle statistiske analyser

data for sidelobende negative (oplesningsmiddel/barestof) og positive kontrolprever med angivelse af

intervaller, gennemsnit og standardafvigelser

data for tidligere negative (oplesningsmiddel/barestof) og positive kontrolprever med angivelse af inter-

valler, gennemsnit og standardafvigelser

Diskussion af resultaterne

Konklusioner
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BILAG 4E

»B.17. MUTAGENICITET — IN VITRO-TEST FOR GENMUTATION I PATTEDYRCELLER

METODE

Denne metode er en gengivelse af OECD Test Guideline 476 »In Vitro Mammalian Cell Gene Mutation Test«
(1997).

INDLEDNING

In vitro-testen for genmutation i pattedyrceller kan benyttes til at pavise genmutationer, som induceres af
kemiske stoffer. Blandt egnede cellelinjer er muselymfomceller L5178Y, cellelinjerne CHO, CHO-AS52 og
V79 fra kinesisk hamster og humane lymfoblastceller TK6 (1). I disse cellelinjer benyttes som genetiske end-
points almindeligvis bestemmelse af mutationer ved thymidin-kinase (TK), hypoxantin-guanin-fosforibosyl-
transferase (HPRT) og et transgen af xanthin-guanin-fosforibosyl-transferase (XPRT). I TK-, HPRT- og XPRT-
mutationstestene pavises forskellige spektre af genetiske haendelser. Med TK og XPRT kan der pd grund af
deres autosomale placering pavises genetiske haendelser (f.x. storre deletioner), der ikke kan pavises ved HPRT-
locus'et p& X-kromosomer (2) (3) (4) (5) (6).

[ in vitro-testen for genmutation i pattedyrceller kan der benyttes kulturer af etablerede cellelinjer eller celle-
stammer. Cellerne udvzlges pa grundlag af deres vakstegenskaber ved dyrkning og den spontane mutations-
frekvens's stabilitet.

Normalt kraver en in vitro-test, at der benyttes en exogen metabolismeaktivering. Et sddant metabolismeak-
tiveringssystem kan ikke fuldstaendigt efterligne forholdene i pattedyr in vivo. Man ma omhyggeligt undgé for-
hold, der forer til resultater, der ikke afspejler egentlig mutagenicitet. Positive resultater, der ikke afspejler
egentlig mutagenicitet, kan vare forarsaget af @ndringer i pH eller osmolalitet eller hej cytotoksicitet (7).

Testen benyttes til screening for stoffer, der kan vare mutagene eller carcinogene hos pattedyr. Mange af de
stoffer, der er positive ved denne test, er carcinogene hos pattedyr, men korrelationen mellem denne test og
carcinogenicitet er ikke fuldsteendig. Den afhanger af den kemiske klasse, og stadig mere tyder p4, at der fin-
des carcinogener, der ikke pavises ved denne test, fordi de tilsyneladende virker gennem andre ikke-gentoksi-
ske mekanismer eller mekanismer, der ikke findes i bakterieceller (6).

Se ogsa den generelle indledning til afsnit B.

DEFINITIONER

Fremadmutation: En genmutation fra foreeldretypen til mutanten, som medferer @ndring i eller tab af det
kodede proteins enzymaktivitet.

Basesubstitutionsmutagen: Et stof, der fremkalder substitution af et eller flere DNA-basepar.

Leserammemutagen: Et stof, der fremkalder addition eller deletion af et eller flere basepar i DNA-molekylet.

Faenotypeekspressionsperiode: Et tidsrum, hvorunder uzndrede genprodukter gradvis forsvinder fra nylig
muterede celler.

Mutanthyppighed: Antallet af observerede mutantceller divideret med antallet af levedygtige celler.

Relativ total veekst: Forggelsen af celleantallet i et tidsrum, sammenlignet med en kontrolpopulation af cel-
ler; beregnes som produktet af suspensionsvaksten i forhold til den negative kontrol og klondannelseseffekti-
viteten i forhold til den negative kontrol.

Relativ suspensionsvakst: Forogelsen af celleantallet i ekspressionsperioden i forhold til den negative kon-
trol.
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Levedygtighed: De behandlede cellers klondannelseseffektivitet pa tidspunktet for selektiv udpladning efter
ekspressionsperioden.

Overlevelse: De behandlede cellers klondannelseseffektivitet ved udpladningen efter behandlingsperioden;
overlevelsen udtrykkes normalt i forhold til overlevelsen i kontrolcellepopulationen.

TESTMETODENS PRINCIP

Celler, som mangler thymidin-kinase TK pi grund af fremadmutationen TK*/~ — TK™/, er resistente over for
de cytotoksiske virkninger af pyridinanalogen trifluorthymidin (TFT). Celler, som har thymidin-kinase, er fol-
somme over for TFT, som inhiberer cellemetabolismen og standser den videre celledeling. Det betyder, at
mutantceller kan formere sig under tilstedevarelse af TFT, mens normale celler, der indeholder thymidin-kina-
se, ikke kan. P4 tilsvarende made kan celler, der mangler HPRT eller XPRT, udvzlges ved deres modstandsdyg-
tighed over for henholdsvis 6-thioguanin (TG) og 8-azaguanin (AG). Hvis der i en af genmutationstestene
med pattedyrceller testes et stof, der er baseanalogt med det selektive stof eller besleegtet hermed, mé der forst
ses noje pd teststoffets egenskaber. Eksempelvis ber enhver mistanke om, at teststoffet har selektiv toksicitet
over for mutantceller og ikke-mutantceller, undersgges. Det vil sige, at det selektive system/stofs egnethed skal
bekreftes, nir der testes stoffer, der kemisk er beslagtet med det selektive stof (8).

Celler i suspensionskultur eller enkeltlagskultur udsattes for teststoffet bdde med og uden metabolismeaktive-
ring i et passende tidsrum, hvorefter der ved dyrkning i subkultur pavises cytotoksicitet og gives mulighed for
fenotypeekspression, inden mutanterne udvalges (9) (10) (11) (12) (13). Cytotoksiciteten bestemmes saedvan-
ligvis ved at méle kulturernes relative klondannelseseffektivitet (overlevelse) eller deres relative totale veakst
efter behandlingsperioden. De behandlede kulturer holdes s lang tid i vakstmediet, atheengigt af hvert valgt
locus og celletype, at fanotypeekspressionen af inducerede mutationer bliver nasten optimal. Mutanthyppig-
heden bestemmes ved udsining af et kendt antal celler i et medium, der indeholder det selektive stof, til pavis-
ning af mutantceller og i et medium uden selektivt stof til bestemmelse af klondannelseseffektiviteten (levedyg-
tigheden). Efter en passende inkuberingstid talles kolonierne. Mutanthyppigheden afledes af antallet af
mutantkolonier i det selektive medium og antallet af kolonier i det ikke-selektive medium.

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

Praeparater

Celler

En lang raekke cellelinjer lader sig anvende i denne test, herunder subkloner af L5178Y, CHO, CHO-AS52,
V-79 og TK6-celler. For de celletyper, der benyttes i denne test, bor der vaere pavist folsomhed over for kemi-
ske mutagener, hej klondannelseseffektivitet og stabil spontan mutationshyppighed. Cellerne ber kontrolleres
for forurening med mycoplasma og ber ikke anvendes, hvis de er forurenet.

Testen ber tilretteleegges med forud fastlagt folsomhed og styrke. Antallet af celler, kulturer og koncentratio-
ner af teststof ber afspejle disse valgte parametre (14). Det mindste antal levedygtige celler, der overlever
behandling og benyttes i testens faser, baseres pa den spontane mutationshyppighed. Som rettesnor kan der
anvendes et celleantal, der er mindst ti gange den reciprokke spontane mutationshyppighed. Det anbefales
dog, at der mindst anvendes 10° celler. Der skal foreligge tilstrakkelige historiske data om cellesystemet til at
dokumentere, at testen har konstant hej effektivitet.

Medier og dyrkningsbetingelser

Der benyttes egnede dyrkningsmedier og inkuberingsbetingelser (dyrkningsbeholdere, temperatur, CO,-kon-
centration, luftfugtighed). Medier velges efter, hvilke selektive systemer og celletyper der benyttes i testen. Det
er isar vigtigt at vaelge sddanne dyrkningsbetingelser, at bdde mutantcellers og ikke-mutantcellers vackst og
kolonidannelse bliver optimal under ekspressionsperioden.
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Fremstilling af kulturer

Cellerne opformeres fra stamkulturer, udsds i dyrkningsmedium og inkuberes ved 37°C. Det kan vare ned-
vendigt at rense kulturerne for allerede-eksisterende mutanter, inden de benyttes i denne test.

Metabolismeaktivering

Cellerne udsettes for teststoffet bide med og uden et egnet metabolismeaktiveringssystem. Det mest alminde-
ligt anvendte system er en cofaktorsuppleret postmitokondriefraktion (S9), der fremstilles af levere fra rotter,
der har veret behandlet med enzyminducerende stoffer sdsom Aroclor 1254 (15) (16) (17) (18) eller en blan-
ding af phenobarbiton og B-naphthoflavon (19) (20).

Postmitokondriefraktionen anvendes normalt i en koncentration pa 1-10% (v/v) i det ferdige testsubstrat. Val-
get af metabolismeaktiveringssystem og dets beskaffenhed kan afhange af, hvilken kemisk klasse teststoffet til-
herer. I nogle tilfeelde vil det veere hensigtsmaessigt at benytte postmitokondriefraktion i mere end én koncen-
tration.

Nogle udviklingstendenser, f.eks. genetisk konstruktion af cellelinjer, der udtrykker specifikke aktiverende
enzymer, kan rumme potentiale for endogen aktivering. Valget af en bestemt cellelinje skal begrundes sagligt
(f.eks. ved, at cytochrom P450-coenzymet er relevant for teststoffets metabolisme).

Teststof|testpreeparat

Teststoffer i fast form oplases eller opslemmes i passende oplesningsmidler eller barestoffer og fortyndes pas-
sende inden behandling af cellerne. Teststoffer i vakseform kan enten tilsattes direkte til testsystemet eller for-
tyndes inden behandlingen. Der benyttes frisk fremstillede teststofpraparater, medmindre stabilitetsdata viser,
at opbevaring er acceptabel.

Testbetingelser

Oplosningsmiddel [beerestof

Der mé ikke vare mistanke om, at oplesningsmiddel/barestof reagerer kemisk med teststoffet, og oplesnings-
middel/barestof mé hverken haemme cellernes overlevelse eller S9-aktiviteten. Benyttes der andre oplesnings-
middel/barestoffer end de velkendte, skal brugen af dem underbygges med kompatibilitetsdata. Det anbefales
i videst muligt omfang forst at forsege at benytte et vandigt oplesningsmiddel/barestofsystem. Ved underse-
gelse af stoffer, der er ustabile i vand, skal de organiske oplesningsmidler vare vandfrie. Vand kan fjernes ved
tilsaetning af molekylsi.

Eksponeringskoncentrationer

Stoffets cytotoksicitet, dets opleselighed i testsystemet samt @ndringer i pH og osmolalitet er blandt de kriteri-
er, der skal tages hensyn til ved valg af hejeste koncentration.

Cytotoksiciteten bestemmes med og uden metabolismeaktivering i hovedforseget ved hjalp af en passende
indikator for celleintegritet og -veakst, f.eks. relativ klondannelseseffektivitet (overlevelse) eller relativ total
vaekst. Det kan vere hensigtsmeassigt at bestemme cytotoksicitet og opleselighed ved et indledende forseg.

Der benyttes mindst fire analyserbare koncentrationer. Hvis der er tale om cytotoksicitet, skal koncentratio-
nerne dakke et interval fra storste toksicitet til ringe eller ingen toksicitet; det betyder normalt, at koncentra-
tionerne hejst er adskilt med en faktor mellem 2 og 10. Hvis den hgjeste koncentration er baseret pd cyto-
toksicitet, bar den fore til en relativ overlevelse (relativ klondannelseseffektivitet) eller relativ total vaekst pa ca.
10-20% (ikke under 10 %). For stoffer, der er forholdsvis ikke-cytotoksiske, mé testkoncentrationen hejst vaere
5 pl/ml, 5 mg/ml eller 0,01 M (den laveste af de tre).

Forholdsvis uopleselige stoffer testes op til eller over opleselighedsgransen ved dyrkningsbetingelserne. Tegn
pa uopleselighed bar konstateres i det endelige behandlingsmedium, som cellerne udsattes for. Det kan veare
hensigtsmassigt at bedemme opleseligheden bade ved behandlingens begyndelse og afslutning, eftersom ople-
seligheden kan andre sig under eksponeringen i testsystemet som folge af, at der er celler, S9, serum mv. til
stede. Uoplaselighed kan iagttages med det blotte gje. Bundfald ma ikke have indflydelse pd bedemmelsen.
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Kontrolprover

[ alle forseg medtages der sidelobende bide positive og negative (oplesningsmiddel eller barestof) kontrolpre-
ver, sdvel med som uden metabolismeaktivering. Nir der benyttes metabolismeaktivering, ber der som posi-
tivt kontrolkemikalie anvendes et, der kreever aktivering for at virke mutagent.

Nedenfor er opregnet eksempler pé positive kontrolstoffer.

Metabolismeaktivering Locus Stof CAS nr. Ei;lrecs
Ingen exogen metabolis- HPRT Ethylmethansulfonat 62-50-0 200-536-7
meaktivering

Ethylnitrosourea 759-73-9 212-072-2
TK (smd og | Methylmethansulfonat 66-27-3 200-625-0
store kolonier)
XPRT Ethylmethansulfonat 62-50-0 200-536-7
Ethylnitrosourea 759-73-9 212-072-2
Exogen metabolismeaktive- HPRT 3-methylcholanthren 56-49-5 200-276-4
ring
N-nitrosodimethylamin 62-75-9 200-549-8
7,12-dimethylbenzanthracen 57-97-6 200-359-5
TK (smé og | Cyclophosphamid 50-18-0 200-015-4
store kolonier)
Cyclophosphamidmonohydrat | 6055-19-2
Benzo[a]pyren 50-32-8 200-028-5
3-methylcholanthren 56-49-5 200-276-5
XPRT N-nitrosodimethylamin (ved 62-75-9 200-549-8
hejt indhold af S-9)
Benzo[a]pyrene 50-32-8 200-028-5

Der kan benyttes andre egnede stoffer til positiv kontrol, f.eks. kan et laboratorium, der har en historisk data-
base over 5-brom-2'-deoxyuridin (CAS nr. 59-14-3, Einecs nr. 200-415-9), ogsd benytte dette referencestof.

Hvis der er mulighed for det, bor der anvendes kemisk beslegtede stoffer.

Der skal indgd negative kontrolprever, hvor behandlingsmediet kun bestar af oplesningsmiddel eller baerestof,
og som behandles pd samme méde som de evrige kulturer. Desuden skal der vere ubehandlede kontrolpre-
ver, medmindre der foreligger tidligere opndede kontroldata, der viser, at det valgte oplesningsmiddel ingen

skadelige eller mutagene virkninger har.

Fremgangsmade

Behandling med teststof

Celler under formering udszttes for teststoffet bdde med og uden metabolismeaktivering. Eksponeringen skal
vare en passende tid (normalt har tre-fem timer den fornedne virkning). Eksponeringen kan strakke sig over

én eller flere cellecyklusser.
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1.4.3.2.

2.1.

2.2

Ved hver undersegt koncentration benyttes der enten en eller to behandlede kulturer. Benyttes der kun én kul-
tur, eges antallet af koncentrationer, siledes at der bliver tilstrackkeligt mange kulturer til analyse (dvs. mindst
otte analyserbare koncentrationer). Der ber anvendes to negative kontrolkulturer (oplesningsmiddel).

Gasformige og flygtige stoffer testes ved en egnet metode, f.eks. i forseglede dyrkningsflasker (21) (22).

Maling af overlevelse, levedygtighed og mutanthyppighed

Efter eksponeringen vaskes cellerne og dyrkes med henblik pa at bestemme overlevelsen og give mulighed for
ekspression af mutantfenotypen. Méling af cytotoksicitet ved bestemmelse af kulturernes relative klondannel-
seseffektivitet (overlevelse) eller relative totale vaekst pdbegyndes normalt efter behandlingsperioden.

Hvert locus har et fast mindste tidsrum, som kreeves til ner optimal fenotypeekspression af nyligt inducerede
mutanter (HPRT og XPRT kraver mindst seks-otte dage og TK mindst to dage). Cellerne dyrkes i medier med
og uden selektivt stof med henblik pd bestemmelse af henholdsvis antallet af mutanter og klondannelseseffek-
tiviteten. Maling af levedygtigheden (der benyttes til beregning af mutanthyppigheden) pdbegyndes efter eks-
pressionstiden ved udpladning pé ikke-selektivt medium.

Hvis teststoffet reagerer positivt i L5178Y TK*I"-testen, bestemmes kolonistgrrelsen i mindst en af testkul-
turerne (den hejeste positive koncentration) og i de positive og negative kontrolkulturer. Hvis teststoffet reage-
rer negativt i L5178Y TK'/"-testen, bestemmes kolonisterrelsen i de positive og negative kontrolkulturer. Ogsd
ved undersogelser med TK6TK*/~ kan kolonistorrelsen bestemmes.

DATA

BEHANDLING AF RESULTATER

Dataene skal omfatte bestemmelse af cytotoksicitet og levedygtighed, kimtalling og mutanthyppighed for de
behandlede kulturer og kontrolkulturerne. I tilfelde af positiv reaktion i L5178Y TK'/"-testen, bedemmes
kolonierne ud fra kriterier om smé og store kolonier ved mindst én koncentration af teststoffet (hojeste posi-
tive koncentration) og med den negative og positive kontrol. Den molekylere og cytogenetiske natur af
mutanter i bide store og smi kolonier er udforsket detaljeret (23) (24). I TK*/-testen bedemmes kolonierne
efter kriterier for normalt voksende (store) og langsomt voksende (smé) kolonier (25). De mutantceller, der
har de mest alvorlige genetiske skader, har laengere fordoblingstider og danner derfor mindre kolonier.
Sadanne skader ligger typisk fra tab af hele genet til karyotypisk synlige kromosomaberrationer. Induktion af
mutanter i sma kolonier har veret tilskrevet kemikalier, der fremkalder kromosomaberrationer, der kan ses
med det blotte oje (26). Mindre alvorligt bererte mutantceller vokser med omtrent samme hastighed som
modercellerne og danner store kolonier.

Overlevelsen (den relative klondannelseseffektivitet) eller den relative totale vaekst skal oplyses. Mutanthyppig-
heden opgives som antallet af mutantceller i forhold til antallet af overlevende celler.

Der anfores data for hver enkelt kultur. Derudover sammenfattes alle data i tabelform.

Der findes ingen krav til verifikation af et klart positivt resultat. Tvetydige resultater ber afklares ved yder-
ligere undersegelser, helst med @ndrede forsegsbetingelser. Negative resultater bekraftes efter en vurdering af
de enkelte tilfeelde. Anses bekraftelse af negative resultater ikke for nedvendigt, skal dette begrundes. Ved for-
sog til opfelgning af tvetydige eller negative resultater bor man overveje at @ndre pa undersegelsens parame-
tre, sa de bedemte forsagsbetingelser udvides. Blandt de undersegelsesparametre, der kan andres pa, er kon-
centrationernes spredning og metabolismeaktiveringen.

EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Der findes en rakke kriterier for, om der er opndet et positivt resultat, f.eks. en koncentrationsatheengig eller
reproducerbar forogelse af mutanthyppigheden. Der ber i forste rakke ses pd resultaternes biologiske rele-
vans. Statistiske metoder kan benyttes som hjelpemiddel ved evalueringen af testresultaterne. Statistisk signifi-
kans ber ikke vaere den eneste faktor, der afger, om resultatet bedemmes som positivt.
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Et teststof, der ikke opfylder ovennavnte kriterier, anses ikke for mutagent i denne test.

De fleste forseg giver klart positivt eller negativt resultat, men i sjeldne tilfelde giver dataene ikke mulighed
for en endegyldig bedommelse af teststoffets aktivitet. Resultatet kan stadig vaere tvetydigt eller tvivlsomt, uan-
set hvor mange gange forseget gentages.

Et positivt resultat af en in vitro-test for genmutation i pattedyrceller viser, at teststoffet fremkalder genmuta-
tioner i de benyttede dyrkede pattedyrceller. En positiv koncentrationsathangig reproducerbar respons er mest
sigende. Et negativt resultat viser, at teststoffet under testbetingelserne ikke fremkalder genmutationer i de
benyttede dyrkede pattedyrceller.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT
Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:

Oplesningsmiddel/barestof:
— begrundelse for valg af oplesningsmiddel/beerestof

— teststoffets opleselighed og stabilitet i oplesningsmiddel/barestof, hvis den kendes.

Celler:

— celletype og -kilde

— antal cellekulturer

— eventuelt antal passager

— eventuelle metoder til vedligehold af cellekultur

— fravaer af mycoplasma

Testbetingelser:

— Dbegrundelse for valg af koncentrationer og antal kulturer, herunder f.eks. eventuelle cytotoksicitetsdata og
opleselighedsbegraensninger

— substratsammensztning og eventuel CO,-koncentration

— teststoffets koncentration

— volumen af tilsat barestof og teststof

— inkuberingstemperatur

— inkuberingstid

— behandlingens varighed

— celletathed under behandlingen

— metabolismeaktiveringssystemets type og sammensztning, herunder acceptkriterier
— positive og negative kontrolpregver

— ckspressionsperiodens langde (herunder antal udséede celler, subkulturer og eventuel feeding)
— sclektive agenser

—  kriterier for bedemmelse af undersegelsen som positiv, negativ eller tvetydig
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metoder til telling af levedygtige celler og mutantceller

definition af kolonier, hvor sterrelse og type laeegges til grund (herunder kriterier for, hvilke kolonier der
er »sma« 0g »store)

Resultater:

tegn pé toksicitet

tegn pé udfeldning

data om pH og osmolalitet under udsettelsen for teststoffet, hvis disse veerdier er malt
kolonisterrelse, hvis den er bedemt, i hvert fald for negative og positive kontrolkulturer
laboratoriets kapacitet til at pdvise mutanter i sma kolonier med L5178Y TK*/~-systemet
dosis/respons-sammenhang, ndr det er muligt

eventuelle statistiske analyser

data for sidelobende negative (oplesningsmiddel/barestof) og positive kontrolpraver

data for tidligere negative (oplesningsmiddel/barestof) og positive kontrolprever med angivelse af inter-
valler, gennemsnit og standardafvigelser

mutanthyppighed

Diskussion af resultaterne

Konklusioner
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1.1.

1.2.

BILAG 4F

»B.23. TEST FOR KROMOSOMABERRATIONER I SPERMATOGONIER HOS PATTEDYR

METODE

Denne metode er en gengivelse af OECD Test Guideline 483 »Mammalian Spermatogonial Chromosome
Aberration Test« (1997).

INDLEDNING

Formalet med in vivo-testen for kromosomaberrationer i spermatogonier hos pattedyr er et pavise, om et stof
forarsager strukturelle kromosomafvigelser i spermatogonier fra pattedyr (1) (2) (3) (4) (5). Der er to typer
struktureendringer, kromosomtypen og kromatidtypen. De fleste kemiske mutagener fordrsager andringer af
kromatidtypen, men ogsé andringer af kromosomtypen forekommer. Den foreliggende metode er ikke bereg-
net til at pavise antalsafvigelser og benyttes ikke rutinemssigt til det formal. Kromosommutationer og lig-
nende er drsag til mange genetiske sygdomme hos mennesker.

Ved denne test méles kromosomhandelser i spermatogonier, og den forventes derfor at kunne forudsige
induktion af arvelige mutationer i kimceller.

Der benyttes rutinemassigt gnavere i denne test. Ved denne cytogenetiske in vivo-test pavises kromosomaber-
rationer ved spermatogoniers mitose. Metoden omfatter ikke andre malceller.

For at pévise aberrationer af kromatidtypen i spermatogonier md den forste mitotiske celledeling efter
behandlingen undersages, inden eventuelle skader gér tabt ved efterfolgende celledelinger. Der kan indhentes
yderligere information fra behandlede spermatogonstamceller ved meiotisk kromosomanalyse for aberrationer
af kromosomtypen ved diakinese-metafase I, nir de behandlede celler bliver til spermatocytter.

Denne in vivo-test er tilrettelagt til at vise, om stoffer, der er mutagene over for somatiske celler, ogsd er
aktive i kimceller. Derudover er spermatogontesten relevant for en vurdering af den reelle mutagenicitetsfare,
idet der tages hensyn til sidanne faktorer som in vivo-metabolisme, farmakokinetik og DNA-reparationspro-
cesser.

I testiklerne er der flere generationer af spermatogonier til stede, som udviser forskellig folsomhed over for
kemisk behandling. P4 denne made repraesenterer de paviste aberrationer den samlede reaktion fra behandlede
spermatogonpopulationer, hvor resultatet domineres af de mere talrige differentierede spermatogonier. For-
skellige generationer af spermatogonier er, alt efter deres placering i testiklerne, i varierende grad i bergring
med det almindelige kredsleb pd grund af den fysiske og fysiologiske Sertoli-cellebarriere og blod-testikelbar-
rieren.

Hvis der er grund til at tro, at teststoffet eller en reaktiv metabolit ikke vil nd frem til mélvavet, er denne test
ikke egnet.

Se ogsé den generelle indledning til afsnit B.

DEFINITIONER

Aberration af kromatidtypen: beskadigelse af kromosomstrukturen i form af brud pé enkeltkromatider eller
brud pa og sammenfojning af kromatider.

Aberration af kromosomtypen: beskadigelse af kromosomstrukturen i form af brud pd — eller brud pé og
sammenfgjning af — begge kromatider pd samme sted.

Gap: en kromatisk beskadigelse, som er mindre end ét kromatid bred, og hvor misalignment af kromatiderne
er minimal.

Antalsafvigelse: @ndring i kromosomtallet i forhold til det for de pigaldende dyr normale antal.
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1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

Polyploidi: et multiplum af det haploide kromosomtal (n), som ikke er det diploide tal (dvs. 3n, 4n, osv.).

Strukturel sndring: @ndring i kromosomstrukturen, som kan iagttages ved mikroskopi i celledelingens
metafase i form af deletioner, intrachange og interchange.

TESTMETODENS PRINCIP

Dyrene udsattes for teststoffet pd passende mdde og aflives efter passende tidsrum efter eksponeringen. Inden
aflivningen behandles dyrene med et metafasestandsende stof (f.eks. colchicin eller Colcemid®). Der fremstilles
derefter praparater af kimceller, som farves, og metafasecellerne underseges for kromosomaberrationer.

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

Praeparater

Valg af dyreart

Der benyttes sedvanligvis hanmus og -hamstere, selv om hanner af andre egnede pattedyrarter kan benyttes.
Der ber anvendes almindeligt brugte laboratoriestammer af unge sunde voksne dyr. Ved undersegelsens
begyndelse ber vegtvariationen mellem dyrene vere mindst mulig og ikke over +20% af gennemsnitsvagten.

Miljo og fodring

Der gelder de almindelige forhold som beskrevet i den generelle indledning til afsnit B, blot ber der tilstracbes
en fugtighed pd 50-60%.

Forberedelse af dyrene

Der udvelges tilfeldigt sunde unge voksne handyr til kontrol- og behandlingsgruppen. Burene ber anbringes
pd en sidan mdde, at deres placering fir mindst mulig indvirkning. Dyrene identificeres entydigt. Dyrene
tilveennes laboratorieforholdene i mindst fem dage.

Fremstilling af doser

Teststoffer i fast form opleses eller opslemmes i passende oplesningsmidler eller barestoffer og fortyndes pas-
sende, inden de gives til dyrene. Teststoffer i veeskeform kan enten gives direkte til dyrene eller fortyndes forst.
Der benyttes frisk fremstillede teststofpraparater, medmindre stabilitetsdata viser, at opbevaring er acceptabel.

Testbetingelser

Oplosningsmiddel [beerestof

Oplesningsmiddel/barestof méd ikke have toksiske virkninger ved de benyttede doser og mé ikke mistankes
for at reagere kemisk med teststoffet. Benyttes der andre oplesningsmidler/barestoffer end de velkendte, skal
brugen af dem underbygges med kompatibilitetsdata. Det anbefales i videst muligt omfang forst at forsege at
benytte et vandigt oplesningsmiddel/barestofsystem.

Kontrolgrupper

[ alle forseg medtages der sidelobende bdde positive og negative (oplesningsmiddel eller bearestof) kontrol-
grupper. Bortset fra behandling med teststof skal dyrene i kontrolgrupperne behandles pd samme made som
dyrene i behandlingsgrupperne.
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Positive kontrolprever skal frembringe strukturelle andringer i spermatogonier in vivo ved en dosis, der for-
ventes at give en paviselig foragelse i forhold til baggrundsvardierne.

Der velges sddanne doser i de positive kontrolprever, at virkningerne er tydelige, uden dog at de kodede
objektglas's identitet umiddelbart afsleres for den, der afleeser dem. Det kan accepteres, at den positive kontrol
indgives pd anden mdde end teststoffet, og at der kun foretages én proveudtagning. Hvis der er mulighed for
det, bor der anvendes kemisk beslaegtede stoffer. Nedenfor er opregnet eksempler pa positive kontrolstoffer:

Stof CAS nr. Einecs nr.
Cyclophosphamid 50-18-0 200-015-4
Cyclophosphamidmonohydrat 6055-19-2
Cyclohexylamin 108-91-8 203-629-0
Mitomycin C 50-07-7 200-008-6
Monomer acrylamid 79-06-1 201-173-7
Triethylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Der skal ved hver proveudtagning indgd negative kontroldyr, som kun er behandlet med oplesningsmiddel
eller barestof og ellers behandlet pd samme méde som behandlingsgrupperne, medmindre tidligere kontrol-
data har vist en acceptabel variation mellem dyr indbyrdes og acceptabel hyppighed af celler med kromosom-
afvigelser. Desuden skal der vare ubehandlede kontrolgrupper, medmindre der foreligger tidligere opnéede
eller offentliggjorte kontroldata, der viser, at det valgte oplesningsmiddel ingen skadelige eller mutagene virk-
ninger har.

FREMGANGSMADE

Dyrenes antal

Hver behandlet gruppe og kontrolgruppe skal bestd af mindst fem analyserbare handyr.

Behandlingsplan

Teststofferne indgives fortrinsvis ad én eller to gange (dvs. som én behandling eller to behandlinger). De kan
ogsd indgives i to deldoser, dvs. to behandlinger samme dag med kun nogle fa timers interval, hvorved det
bliver lettere at indgive et storre materialevolumen. Indgift pd anden mdde skal begrundes sagligt.

I gruppen med hejeste dosis udtages der prover pa to tidspunkter efter behandling. Da teststoffet kan indvirke
pa cellecyklussens kinetik, udtages der er tidlig og en sen prove, nemlig ca. 24 timer og ca. 48 timer efter
behandlingen. For alle andre doser end den hgjeste dosis udtages en prove 24 timer eller 1,5 gange cellecy-
klus efter behandlingen, medmindre et andet proveudtagningstidspunkt vides at vaere bedre egnet til pavisning
af virkninger (6).

Der kan desuden udtages prover pa andre tidspunkter. For kemikalier, der kan fremkalde kromosom-lagging
eller have S-uatheengige virkninger, kan tidligere preveudtagning vaere hensigtsmaessigt (1).

Det vurderes i det enkelte tilfelde, om en behandlingsplan med gentagen indgift er velegnet. Ved behandling
med gentagen indgift aflives dyrene 24 timer (1,5 cellecykluslaengde) efter sidste behandling. Der kan udtages
yderligere prover, hvis det er hensigtsmassigt.

Inden aflivningen gives dyrene en intraperitoneal injektion med en passende dosis metafasestandsende stof
(f.eks. Colcemid® eller colchicin). Der udtages prover af forsegsdyr efter et passende tidsrum. For mus er dette
tidsrum ca. tre-fem timer, for hamster ca. fire-fem timer.
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2.1

Dosisniveauer

Hvis der gennemfores en forpreve til bestemmelse af dosisinterval, fordi der ikke foreligger nogen egnede
data, ber den udferes i samme laboratorium med samme art, stamme og behandlingsmade, som agtes benyt-
tet i hovedundersogelsen (7). Er der tale om toksicitet, benyttes der tre dosisniveauer for forste proveudtag-
ningstidspunkt. Disse dosisniveauer skal dakke et interval fra maksimal toksicitet til naesten ingen eller ingen
toksicitet. Ved den efterfolgende proveudtagning behoves kun den hejeste dosis benyttet. Den hgjeste dosis
defineres som den dosis, der fremkalder sidanne tegn pé toksicitet, at hgjere dosis med samme indgiftsmen-
ster ma forventes at medfore ded.

Stoffer med specifik biologisk aktivitet ved lav ikke-toksisk dosis (f.eks. hormoner og mitogener) kan danne
undtagelser fra disse dosisfastsattelseskriterier og ber evalueres individuelt. Hojeste dosis kan ogsd defineres
som en dosis, der i nogen grad udviser tegn pé toksicitet i spermatogonier (f.cks. et lavere forhold mellem
spermatogonmitoser og forste og anden meiosemetafaser; faldet ma ikke vere storre end 50 %).

Graensetest

Hvis der ved en test med én dosis pd mindst 2 000 mg pr. kg legemsveegt indgivet ved én eller i to behandlin-
ger pd samme dag, ikke kan iagttages nogen toksiske virkninger, og hvis man pd grundlag af data om struk-
turmeassigt beslaegtede stoffer ikke forventer gentoksicitet, kan en fuldstendig undersogelse med tre dosis-
niveauer anses for unedvendig. Den forventede eksponering af mennesker kan foranledige, at der benyttes en
hejere dosis i greensetesten.

Indgift af doser

Teststoffet indgives normalt ved tvangsfodring med sonde eller en passende intubationskanyle eller ved intra-
peritoneal injektion. Andre indgiftsmader kan accepteres, hvis de kan begrundes. Hvor stor en vaskemangde,
der kan indgives ad gangen ved tvangsfodring eller injektion, athanger af forsegsdyrenes storrelse. Mangden
ber hejst vaere pd 2 ml pr. 100 g legemsvaegt. Anvendelse af storre rumfang skal begrundes. Bortset fra lokal-
irriterende og @tsende stoffer, som normalt vil have kraftigere virkninger ved hejere koncentrationer, ber test-
volumenet variere sd lidt som muligt, idet koncentrationen justeres, sd volumenet bliver det samme ved alle
dosisniveauer.

Praeparering af kromosomer

Umiddelbart efter aflivningen udtages der celleopslemninger fra en eller begge testikler, som udsattes for hyp-
tonisk vaske og fikseres. Derefter stryges cellerne ud pa objektglas og farves.

Analyse

For hvert dyr ber mindst 100 godt fordelte metafaseceller analyseres (dvs. mindst 500 metafaseceller pr. grup-
pe). Dette antal kan settes ned, hvis der iagttages et stort antal aberrationer. Alle objektglas, herunder positive
og negative kontrolpregver, kodes uathangigt inden mikroskoperingen. Da fikseringen ofte medferer, at en del
af metafasecellerne gar i stykker, og kromosomerne gr tabt, ber bedemte celler indeholde et antal centrome-
rer svarende til kromosomtallet 2n 2.

DATA

BEHANDLING AF RESULTATER

Data for de enkelte dyr prasenteres i tabelform. Forsegsenheden er et dyr. For hvert dyr registreres antallet af
celler med strukturelle kromosomaberrationer, og antallet af kromosomaberrationer pr. celle bedemmes. For-
skellige typer strukturelle kromosomaberrationer skal anferes med antal og hyppighed for behandlingsgrupper
og kontrolgrupper. Gaps registreres sarskilt og oplyses, men medregnes ikke generelt i den totale aberrations-
hyppighed.

Hvis der iagttages sdvel mitose som meiose, bestemmes forholdet mellem spermatogonmitoser og ferste og
anden meiosemetafase som et mal for cytotoksiciteten for alle behandlede dyr og negative kontroldyr i en
samlet prove pa 100 celler under deling for hvert dyr. Hvis der kun iagttages mitose, bestemmes mitoseindek-
set i mindst 1 000 celler for hvert dyr.
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EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Der findes en rakke kriterier for at afgere, om et resultat er positivt, f.eks. en dosisathengig foregelse af ande-
len af celler med kromosomaberrationer eller en tydelig foregelse af antallet af celler med aberrationer hos en
enkeltdosisgruppe pé et bestemt proveudtagningstidspunkt. Der ber i forste rakke ses pa resultaternes biologi-
ske relevans. Statistiske metoder kan benyttes som hjelpemiddel ved evalueringen af testresultaterne (8). Sta-
tistisk signifikans ber ikke vare den eneste faktor, der afger, om resultatet bedemmes som positivt. Tvetydige
resultater bor afklares ved yderligere test, helst med andring af forsegsbetingelserne.

Et teststof, der ikke opfylder ovennaevnte kriterier, anses ikke for mutagent i dette system.

De fleste forseg giver klart positivt eller negativt resultat, men i sjeldne tilfelde giver dataene ikke mulighed
for en endegyldig bedemmelse af teststoffets aktivitet. Resultatet kan stadig veere tvetydigt eller tvivlsomt, uan-
set hvor mange gange forseget gentages.

Et positivt resultat af en in vivo-test for kromosomaberrationer i spermatogonier hos pattedyr viser, at test-
stoffet fremkalder strukturelle kromosomaberrationer i kimceller hos den undersegte art. Et negativt resultat
viser, at teststoffet under testbetingelserne ikke fremkalder strukturelle kromosomaberrationer i kimceller hos
den undersogte art.

Sandsynligheden for, at teststoffet eller dets metabolitter ndr frem til mélvaevet, bor diskuteres.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:

Oplesningsmiddel/barestof:
— begrundelse for valg af baerestof

— teststoffets opleselighed og stabilitet i oplesningsmiddel/barestof, hvis den kendes

Forsegsdyr:

— anvendt art/stamme

— antal dyr og deres alder

— oprindelse, miljg, fode, mv.

— de enkelte dyrs vegt ved testens begyndelse, samt interval, gennemsnit og standardafvigelse for
legemsvagten for hver enkelt gruppe

Testbetingelser:

— data fra en eventuel forprove til bestemmelse af dosisinterval
— begrundelse for valg af dosisniveau

— Dbegrundelse for indgiftsvej

— detaljerede oplysninger om praparering af teststoffet

— detaljerede oplysninger om indgift af teststoffet

— begrundelse for aflivningstidspunkter



L 136/78

De Europeaiske Fallesskabers Tidende

8.6.2000

eventuel omregning fra teststofkoncentration (ppm) i fede/drikkevand til faktisk dosis (mg pr. kg
legemsvagt pr. dag)

detaljerede oplysninger om fode- og vandkvalitet

detaljeret beskrivelse af behandlings- og preveudtagningsplan

metoder til méling af toksicitet

det metafasestandsende stofs betegnelse og koncentration og behandlingens varighed
metoder til praparering af objektglas

kriterier for bedemmelse af aberrationer

antal analyserede celler pr. dyr

kriterier for bedemmelse af undersogelsen som positiv, negativ eller tvetydig

Resultater:

tegn pé toksicitet

mitoseindeks

forholdet mellem spermatogonmitoser og forste og anden meiosemetafase
antal aberrationer og type, anfort serskilt for hvert dyr

samlet antal aberrationer pr. gruppe

antal celler med aberrationer pr. gruppe

dosis/respons-sammenhang, ndr det er muligt

eventuelle statistiske analyser

data for sidelobende negative kontrolprover

data for tidligere negative kontrolprever med angivelse af intervaller, gennemsnit og standardafvigelser
data for sidelebende positive kontrolprever

eventuelt iagttagne ploidieendringer

Diskussion af resultaterne

Konklusioner
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1.2

1.3.

BILAG 4G

»B.39. TEST FOR UNSCHEDULED DNA-SYNTESE (UDS) MED PATTEDYRLEVERCELLER IN VIVO

METODE

Denne metode er en gengivelse af OECD Test Guideline 486 »Unscheduled DNA Synthesis (UDS) Test with
Mammalian Liver Cells In Vivo« (1997).

INDLEDNING

Formalet med testen for unscheduled DNA-syntese (UDS) med pattedyrleverceller in vivo er at pavise, om et
teststof inducerer DNA-reparation i levercellerne hos de behandlede dyr (1) (2) (3) (4).

Denne in vivo-test indeholder en metode til undersogelse af kemikaliers gentoksiske virkninger i leveren. Det
malte endpoint er tegn pd DNA-beskadigelse og deraf folgende reparation i leverceller. Leveren er normalt det
sted, hvor absorberede stoffer forst og fremmest metaboliseres. Den er derfor et egnet sted til in vivo-maling
af DNA-beskadigelse.

Hvis der er grund til at tro, at teststoffet ikke vil nd frem til mélveevet, er denne tekst ikke egnet.

Endpoint for unscheduled DNA-syntese (UDS) maéles ved at bestemme optagelsen af merkede nukleosider i
celler, hvor der ikke foregdr planmaessig DNA-syntese (S-fase). Den mest benyttede teknik bestir i at
bestemme optagelsen af tritiummaerket thymidin (*H-TdR) ved autoradiografi. Der ber fortrinsvis benyttes rot-
televere i UDS-test in vivo. Der kan benyttes andet vaev end levervaev, men det er ikke omfattet af denne
metode.

Pévisningen af et UDS-respons afhanger af, hvor mange DNA-baser der er skéret ud og erstattet pd det beska-
digede sted. Derfor er UDS-testen sarlig veerdifuld til pavisning af stoffremkaldt »longpatch repair« (20-30
baser). Til gengald er folsomheden over for »shortpatch repair« (1-3 baser) meget lavere. Endvidere kan der
optreede mutagene handelser som folge af manglende reparation, forkert reparation eller forkert replikation af
DNA-skader. UDS-metodens reaktion er ikke noget mal for, i hvor hej grad reparationsprocessen er lykkedes.
Ydermere er det muligt, at et mutagen reagerer med DNA, men at DNA-beskadigelsen ikke repareres ved en
udskaringsreparationsproces. De beskedne specifikke oplysninger om mutagen aktivitet, som UDS-testen
giver, opvejes af, at dens endpoint potentielt har hgj folsomhed, eftersom det maéles i hele genomet.

Se ogsd den generelle indledning til afsnit B.

DEFINITIONER

Celler under reparation: Et NNG-tal, der er hgjere end en forud fastsat verdi, som det laboratorium, der
udferer testen, skal begrunde.

Nettokernekorn (NNG): Kvantitativt mil for cellers UDS-aktivitet ved en autoradiografisk UDS-test; tallet
beregnes ved at trakke gennemsnitsantallet af cytoplasmakorn i kernexkvivalente omrader af cytoplasmaet
(CG) fra antallet af kernekorn (NG), dvs. NNG=NG - CG. NNG-tallet beregnes for den enkelte celle, hvorefter
tallene samles i puljer for celler i samme kultur, for parallelle kulturer osv.

Unscheduled DNA-syntese (UDS): DNA-reparationssyntese efter udskeering og fjernelse af en DNA-streng,
der indeholder en region, der er beskadiget af kemiske stoffer eller fysiske pavirkninger.

TESTMETODENS PRINCIP

UDS-testen med pattedyrleverceller in vivo viser DNA-reparationssyntese efter udskeering og fjernelse af en
DNA-streng, der indeholder en region, der er beskadiget af kemiske stoffer eller fysiske pavirkninger. Testen
baseres sedvanligvis pa indsatning af *H-TdR i DNA'et i leverceller, hvor der er lav forekomst af celler i celle-
cyklussens S-fase. Optagelse af *H-TdR bestemmes normalt ved autoradiografi, eftersom denne teknik, i mod-
satning til f.eks. vaskescintillation, ikke er folsom over for interferens fra celler i S-fase.
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1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4.

1.4.2.

1.4.2.1.

1.4.2.2.

BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

Praeparater

Valg af dyreart

Der benyttes sadvanligvis rotter, selv om andre egnede pattedyrarter kan benyttes. Der ber anvendes alminde-
ligt brugte laboratoriestammer af unge sunde voksne dyr. Ved undersegelsens begyndelse ber vagtvariationen
mellem dyrene vere mindst mulig og ikke over +20% af gennemsnitsvagten for hvert kon.

Miljo og fodring

Der gelder de almindelige forhold som beskrevet i den generelle indledning til afsnit B, blot ber der tilstrabes
en fugtighed pad 50-60%.

Forberedelse af dyrene

Der udvelges tilfeldigt sunde unge voksne dyr til kontrol- og behandlingsgruppen. Burene ber anbringes pd
en sidan made, at deres placering fir mindst mulig indvirkning. Dyrene identificeres entydigt og holdes i
deres bure i mindst fem dage, inden undersagelsen pabegyndes, s de tilvaennes laboratorieforholdene.

Teststof|testpreeparat

Teststoffer i fast form opleses eller opsleemmes i passende oplesningsmidler eller barestoffer og fortyndes pas-
sende, inden de gives til dyrene. Teststoffer i veeskeform kan enten gives direkte til dyrene eller fortyndes forst.
Der benyttes frisk fremstillede teststofpraparater, medmindre stabilitetsdata viser, at opbevaring er acceptabel.

Testbetingelser

Oplosningsmiddel [beerestof

Oplesningsmiddel/baerestof ma ikke have toksiske virkninger ved de benyttede doser og mé ikke mistaenkes
for at reagere kemisk med teststoffet. Benyttes der andre oplesningsmidler/barestoffer end de velkendte, skal
brugen af dem underbygges med kompatibilitetsdata. Det anbefales i videst muligt omfang forst at forsege at
benytte et vandigt oplesningsmiddel/barestofsystem.

Kontrolgrupper

[ hver individuelt gennemfort del af forseget medtages der sidelobende bade positive og negative (oplesnings-
middel eller baerestof) kontrolgrupper. Bortset fra behandling med teststof skal dyrene i kontrolgrupperne
behandles pd samme médde som dyrene i behandlingsgrupperne.

Positive kontrolstoffer ber veare stoffer, der vides at fremkalde UDS, nér de indgives i en dosis, der forventes
at give en paviselig foregelse i forhold til baggrundsveerdierne. Positive kontrolstoffer, der kraever metabolis-
meaktivering, ber benyttes i doser, der frembringer moderat reaktion (4). Doserne kan valges pd en siddan
méde, at virkningerne er tydelige, uden dog at de kodede objektglas's identitet umiddelbart afslores for den,
der afleeser dem. Nedenfor er opregnet eksempler pé positive kontrolstoffer:

Proveudtagningstidspunkt Stof CAS nr. Einecs nr.
Tidlig preveudtagning (2-4 timer) | N-nitrosodimethylamin 62-75-9 200-249-8
Sen proveudtagning N-2-fluorenylacetamid 53-96-3 200-188-6

Der kan anvendes andre egnede positive kontrolstoffer. Det kan accepteres, at den positive kontrol indgives
pa anden made end teststoffet.
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FREMGANGSMADE

Dyrenes antal og ken

Der anvendes tilstrakkelig mange dyr til, at der er taget hensyn til den naturlige variation i reaktionerne pd
testen. Der skal vare mindst tre analyserbare dyr i hver gruppe. Er der indsamlet en betydelig historisk data-
base, kraves der kun et eller to dyr i sidelobende negative og positive kontrolgrupper.

Hvis der pa det tidspunkt, hvor undersegelsen foretages, foreligger data fra undersogelser med samme dyreart
og med samme indgiftsmade, som viser, at der ikke er nogen vesentlig toksicitetsforskel mellem de to ken, er
test med kun ét ken, helst hanner, tilstreekkeligt. Hvis udsattelsen af mennesker for det kemiske stof er
kensspecifik, som det feks. er tilfeldet med visse farmaceutiske stoffer, skal testen udferes med dyr af det
pagaldende kon.

Behandlingsplan

Teststofferne indgives normalt i en enkelt behandling.

Dosisniveauer

Normalt benyttes der to dosisniveauer. Den hgjeste dosis defineres som den dosis, der fremkalder sddanne
tegn pé toksicitet, at hejere dosis med samme indgiftsmenster ma forventes at medfere ded. Normalt ber
laveste dosis vare mellem 50% og 25% af den hgjeste dosis.

Stoffer med specifik biologisk aktivitet ved lav ikke-toksisk dosis (f.eks. hormoner og mitogener) kan danne
undtagelser fra disse dosisfastsattelseskriterier og ber evalueres individuelt. Hvis der gennemfores en forprove
til bestemmelse af dosisinterval, fordi der ikke foreligger nogen egnede data, ber den udferes i samme labora-
torium med samme art, stamme, ken og behandlingsmade, som agtes benyttet i hovedundersegelsen.

Hojeste dosis kan ogsa defineres som en dosis, der i nogen grad udviser tegn pé toksicitet i leveren (f.eks. pyk-
notiske kerner).

Greensetest

Hvis der ved en test med én dosis pd mindst 2 000 mg pr. kg legemsvagt indgivet pd én gang eller i to
omgange samme dag ikke kan iagttages nogen toksiske virkninger, og hvis man pa grundlag af data om struk-
turmassigt beslagtede stoffer ikke forventer gentoksicitet, er en fuldsteendig undersegelse muligvis ikke ned-
vendig. Den forventede eksponering af mennesker kan foranledige, at der benyttes en hejere dosis i grensete-
sten.

Indgift af doser

Teststoffet indgives normalt ved tvangsfodring med sonde eller en passende intubationskanyle. Andre indgifts-
méder kan accepteres, hvis de kan begrundes. Intraperitoneal injektion anbefales ikke, da leveren derved kan
udsettes for teststoffet direkte og ikke via kredslebet. Hvor stor en veskemsangde, der kan indgives ad gangen
ved tvangsfodring eller injektion, athaenger af forsagsdyrenes storrelse. Mangden ber hejst vare pd 2 ml pr.
100 g legemsvagt. Anvendelse af storre rumfang skal begrundes. Bortset fra lokalirriterende og atsende stof-
fer, som normalt vil have kraftigere virkninger ved hgjere koncentrationer, ber testvolumenet variere s lidt
som muligt, idet koncentrationen justeres, s& volumenet bliver det samme ved alle dosisniveauer.

Praeparering af leverceller

Leverceller fra behandlede dyr prapareres normalt 12-16 timer efter indgiften. Medmindre reaktionen pd dette
tidspunkt er tydeligt positiv, er desuden yderligere en tidlig preveudtagning (normalt to-fire timer efter indgif-
ten) sadvanligvis pdkraevet. Andre tidspunkter for proveudtagning kan benyttes, ndr de kan begrundes med
toksikokinetiske data.
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2.2.

Korttidskulturer af pattedyrleverceller etableres sadvanligvis ved perfusion af leveren in situ med collagenase,
idet man lader frisk dissocierede leverceller satte sig fast pd en egnet flade. Leverceller fra negative kontroldyr
skal have en levedygtighed (5) pd mindst 50%.

Bestemmelse af UDS

Nyligt isolerede pattedyrleverceller inkuberes normalt i et medium, der indeholder *H-TdR i et passende tids-
rum, f.eks. tre-otte timer. Nar inkubationstiden er afsluttet, fjernes mediet fra cellerne, som dernzst kan inku-
beres i et medium, der indeholder overskud af umarket thymidin, sd ikke-indbygget radioaktivitet (»cold cha-
se«) bliver mindst mulig. Cellerne skylles, fikseres og terres. Ved leengere inkuberingstider er »cold chase« ikke
altid nedvendigt. Objektglassene dyppes i autoradiografiemulsion, eksponeres i morke (f.eks. i koleskab i 7-14
dage), fremkaldes og farves, og de eksponerede selvkorn tzlles. Der fremstilles to-tre objektglas pr. dyr.

Analyse

De praparede objektglas skal indeholde tilstrakkelig mange celler med normal morfologi til, at der kan foreta-
ges en meningsfyldt vurdering af UDS. Praeparaterne undersages mikroskopisk for tegn pa dbenlys cytotoksici-
tet (f.eks. pyknose eller nedsat radioaktiv markning).

Objektglassene kodes, inden kornene telles. Normalt bedommes der 100 celler fra hvert dyr pd mindst to
objektglas; bedommelse af mindre end 100 celler pr. dyr skal begrundes. Der talles ikke korn for celler i S-fa-
se, men andelen af celler i S-fase kan registreres.

Den mangde *H-TdR, der indbygges i kerner og cytoplasma i morfologisk normale celler, og som giver sig
udtryk i afsettelse af selvkorn, bestemmes med egnede metoder.

Der foretages korntalling over kernerne (kernekorn, NG) og kernezkvivalente omrader over cytoplasmaet (cy-
toplasmakorn, CG). CG-tallene fremkommer enten ved at tage de kraftigst maerkede cytoplasmaomréder eller
ved at tage gennemsnittet af to-tre tilfeeldigt foretagne teellinger af cytoplasmakorn i narheden af kernerne.
Der kan benyttes andre tellemetoder (f.eks. helcelletzlling), hvis de kan begrundes (6).

DATA

BEHANDLING AF RESULTATER

Dataene prasenteres for hvert enkelt objektglas og hvert enkelt dyr. Desuden sammenfattes alle data i tabel-
form. For hver celle, hvert dyr og hver dosis og tidspunkt beregnes tallet for nettokernekorn (NNG) ved at
treekke CG-tallene fra NG-tallene. Hvis der talles »celler under reparatione, skal de kriterier, der benyttes til
definering af »celler under reparation, begrundes og underbygges med tidligere og sidelobende negative kon-
troldata. Talresultater kan evalueres ved statistiske metoder. Eventuelt benyttede statistiske test skal vaelges og
begrundes, inden undersogelsen gennemfores.

EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Nedenfor folger nogle eksempler pa kriterier for positiv/negativ reaktion:

positiv (i)  NNG-verdier, der er hgjere end en forud fastsat terskelsvaerdi, som er begrundet med
udgangspunkt i laboratoriets tidligere data

eller (i) NNG-verdier, der er signifikant sterre end sidelabende kontrol.

negativ () NNG-vardier, der er inden for eller under en kontrolterskelvaerdi, der bygger pa tidligere
resultater

eller (i) NNG-veerdier, der ikke er signifikant storre end sidelobende kontrol

Dataenes biologiske relevans skal tages i betragtning, f.eks. sddanne parametre som variation mellem dyr, sam-
menhang mellem dosis og respons og cytotoksicitet. Statistiske metoder kan benyttes som hjelpemiddel ved
evalueringen af testresultaterne. Statistisk signifikans ber ikke vere den eneste faktor, der afger, om resultatet
bedemmes som positivt.
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De fleste forsag giver klart positivt eller negativt resultat, men i sjeldne tilfelde giver dataene ikke mulighed
for en endegyldig bedommelse af teststoffets aktivitet. Resultatet kan stadig vaere tvetydigt eller tvivlsomt, uan-
set hvor mange gange forseget gentages.

Et positivt resultat af en test for unscheduled DNA-syntese (UDS) med pattedyrleverceller in vivo viser, at test-
stoffet inducerer DNA-skader i pattedyrleverceller in vivo, som kan repareres ved unscheduled DNA-syntese
in vivo. Et negativt resultat viser, at teststoffet under testbetingelserne ikke inducerer DNA-skader, der kan
pavises ved denne test.

Sandsynligheden for, at teststoffet eller dets metabolitter ndr frem til mélveevet (f.eks. systemisk toksicitet), ber
diskuteres.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT
Testrapporten skal indeholde folgende oplysninger:

Oplesningsmiddel/barestof:
— begrundelse for valg af barestof

— teststoffets opleselighed og stabilitet i oplesningsmiddel/barestof, hvis den kendes

Forsegsdyr:

— anvendt art/stamme

— antal dyr og deres alder og ken
— oprindelse, miljg, fode, mv.

— de enkelte dyrs vegt ved testens begyndelse, samt interval, gennemsnit og standardafvigelse for
legemsvagten for hver enkelt gruppe

Testbetingelser:

— positive og negative (barestof/oplasningsmiddel) kontrolgrupper

— data fra en eventuel forprove til bestemmelse af dosisinterval

— begrundelse for valg af dosisniveau

— detaljerede oplysninger om praparering af teststoffet

— detaljerede oplysninger om indgift af teststoffet

— begrundelse for indgiftsvej

— eventuelle metoder til kontrol af, at teststoffet er ndet frem til det almindelige kredslab eller mélvavet

— eventuel omregning fra teststofkoncentration (ppm) i fede/drikkevand til faktisk dosis (mg pr. kg
legemsvagt pr. dag)

— detaljerede oplysninger om fode- og vandkvalitet

— detaljeret beskrivelse af behandlings- og preveudtagningsplan
— metoder til maling af toksicitet

— metoder til praeparering og dyrkning af leverceller

— anvendt autoradiografiteknik
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antal praparerede objektglas og antal bedemte celler
evalueringskriterier

kriterier for bedemmelse af undersegelsen som positiv, negativ eller tvetydig

Resultater:

gennemsnitsvardier af kernekorn, cytoplasmakorn og nettokernekorn for hvert enkelt objektglas, dyr og
gruppe

dosis/respons-sammenhang, ndr det er muligt

eventuelle statistiske analyser

tegn pé toksicitet

data for sidelobende negative (oplesningsmiddel/barestof) og positive kontrolpraver

data for tidligere negative (oplesningsmiddel/barestof) og positive kontrolprever med angivelse af inter-
valler, gennemsnit og standardafvigelser

antal »celler under reparatione, hvis det er bestemt
antal celler i S-fase, hvis det er bestemt

cellernes levedygtighed

Diskussion af resultaterne

Konklusioner

REFERENCER

ey

@

Ashby, J., Lefevre, P. A., Burlinson, B. and Penman, M. G. (1985), An Assessment of the In Vivo Rat Hepa-
tocyte DNA Repair Assay, Mutation Res., 156, pp. 1-18.

Butterworth, B. E., Ashby, J., Bermudez, E., Casciano, D., Mirsalis, J., Probst G. and Williams, G. (1987),
A Protocol and Guide for the In Vivo Rat Hepatocyte DNA-Repair Assay, Mutation Res., 189, pp. 12-133.

Kennelly, J. C., Waters, R., Ashby, J., Lefevre, P. A., Burlinson B., Benford, D. J., Dean, S. W. and Mitchell
I. de G. (1993), In Vivo Rat Liver UDS Assay, in: Kirkland D. J. and Fox M., (eds.), Supplementary Mutage-
nicity Tests: UKEM Recommended Procedures. UKEMS Subcommittee on Guidelines for Mutagenicity Testing
Report. Part II revised, Cambridge University Press, Cambridge, New York, Port Chester, Melbourne, Syd-
ney, pp. 52-77.

Madle, S., Dean, S. W., Andrae, U., Brambilla, G., Burlinson, B., Doolittle, D. J., Furihata, C., Hertner, T.,
McQueen, C. A. and Mori, H. (1993), Recommendations for the Performance of UDS Tests In Vitro and
In Vivo, Mutations Res., 312, pp. 263-285.

Fautz, R., Hussain, B., Efstathiou, E. and Hechenberger-Freudl, C. (1993), Assessment of the Relation Bet-
ween the Initital Viability and the Attachment of Freshly Isolated Rat Hepatocytes Used for the In Vivo/In
Vitro DNA Repair Assay (UDS), Mutation Res., 291, pp. 21-27.

Mirsalis, J. C., Tyson, C. K. and Butterworth, B. E. (1982), Detection of Genotoxic Carcinogens in the In
Vivo/In Vitro Hepatocyte DNA Repair Assay, Environ Mutagen, 4, pp. 553-562.«



L 136/86

De Europziske Fellesskabers Tidende

8.6.2000

BILAG 5

SV:

3.2.3.  Farligt
R65 Farligt: kan ge lungskador vid fortiring.

Flytande dmnen och beredningar som pa grund av sin 1dga viskositet utgér en fara fér ménniska vid aspiration

a) For damnen och beredningar som innehéller alifatiska, alicykliska och aromatiska kolviten i en total kon-
centration av 10% eller mer och

— har en flodestid mindre dn 30 sekunder, uppmitt med en 3 mm utloppsbdgare enligt ISO 2431, eller

— har en kinematisk viskositet ligre d4n 7x107% m?[s vid 40°C, uppmitt med en kalibrerad kapillarvis-
kosimeter av glas , enligt ISO 3104 och ISO 3105, eller

— har en kinematisk viskositet ldgre &n 7x107® m?/s vid 40°C, bestdmd frén rotationsviskosimetri enligt
ISO 3219.

Amnen och beredningar, som uppfyller dessa kriterier, behéver dock inte klassificeras om de har en
genomsnitlig ytspanning hogre 4n 33 mN/m vid 25°C, uppmdtt med du Noiiytensiometer eller enligt de
testmetoder som finns beskrivna i bilaga V del A.5.

b) For dmnen och beredningar, baserat pé praktiska erfarenheter frin manniska.

(Vedrarer ikke den ES version)

(Vedrerer ikke den DA version)
(Vedrorer ikke den DE version)
(Vedrorer ikke den EL version)
(Vedrorer ikke den EN version)
(Vedrorer ikke den FR version)
(Vedrorer ikke den IT version)

(Vedrorer ikke den NL version)
(Vedrerer ikke den PT version)

(Vedrorer ikke den FI version)

FI:

3.2.6.1 Thon tulehtuminen
Seuraava vaaraa osoittava lauseka mairdytyy alla esiteltdvien perusteitten mukaan:

R38 Arsyttdd ihoa

— Aineet ja valmisteet aiheuttavat ihon merkittdvin tulehtumisen enintdén neljin tunnin altistuksessa maa-
ritettynd kanilla liitteessd V mainitulla ihoérsytstestilld. Tulehdus kestdd vahintddn 24 tuntia.

Thon tulehdus on merkittivai, jos:

a) punoituksen ja ruvenmuodostuksen tai turvotuksen voimakkuutta kuvaavien lukuarvojen keskiarvo
laskettuna kaikista koe-eldimistd on vdhintdin 2;

b) tai kun liitteessd V tarkoitettua testid on tdydennetty kiyttimalld kolmea koe-eldinti, vahintddn kahden
koe-eldimen ihon punoituksen ja ruvenmuodostuksen tai turvotuksen voimakkuutta kuvaavien
lukuarvojen keskiarvo on, jokaiselle koe-eldimelle laskettuna erikseen, vihintddn 2.

Kummassakin tapauksessa keskiarvojen lasekmiseen on kaytettivd kaikkia niitd lukuarvoja, jotka saadaan
arvioitaessa vaikutusta 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin vilein.
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Tulehdusta pidetddn myos merkittivind, jos ihon tulehtuminen jatkuu ainakin kahdella koe-eldimelld
havainnointiajan pdittymiseen asti. Erityiset vaikutukset kuten esimerkiksi hyperplasia, hilseileminen, vérin
muutokset, halkeamat, ruvet ja karvojenldht6 on otettava huomioon.

Tahan liittyvid tietoja voidaan saada myos eldimilld tehtdvistd ei-akuuttisista altistuskokeista (katso lause-
ketta R48 koskevat huomautukset jaksossa 2.d). Vaikutuksia pidetddn merkittiving, jos ne vastaavat edelld
kuvattuja vaikutuksia.

— Aineet ja valmisteet, jotka aiheuttavat ihmisilli merkittdvad ihotulehdusta, kun kosketus on ollut viliton,
jatkuva tai toistuva.

— Orgaaniset peroksidit, paitsi jos on olemassa ndyttod siitd, ettd tillaista vaikutusta ei ole.
Tuntoharha (paresthesia’):

Pyretroiditorjunta-aineen ihokosketuksen aiheuttamaa tuntoharhaa ihmisessi ei pidetd drsytysvaikutuksena, joka
oikeuttaisi luokituksen Xi; R38. S-lauseketta S24 on kuitenkin sovellettava aineisiin, joilla on tillainen vaikutus.

(Vedrgrer ikke den ES version)

(Vedrorer ikke den DA version)
(Vedrgrer ikke den DE version)
(Vedrorer ikke den EL version)
(Vedrorer ikke den EN version)
(Vedrorer ikke den FR version)
(Vedrorer ikke den IT version)

(Vedrerer ikke den NL version)
(Vedrerer ikke den PT version)
(Vedrorer ikke den SV version)

I punkt 6.2 (Sikkerhedssatninger for stoffer og praparater):

DE:
S 28 Bei Beriihrung mit der Haut sofort mit viel ... abwaschen (vom Hersteller anzugeben)

— Anwendungsbereich:

— sehr giftige, giftige oder dtzende Stoffe und Zubereitungen;

— Verwendung:
— obligatorisch fiir sehr giftige Stoffe und Zubereitungen;

— empfohlen fiir sonstige obengenannte Stoffe und Zubereitungen, inbesondere, wenn Wasser nicht die geeignete
Spiilflissigkeit ist;

— empfohlen fiir dtzende Stoffe und Zubereitungen, die an die allgemeine Offentlichkeit abgegeben werden.

(Vedrorer ikke den ES version)
(Vedrerer ikke den DA version)
(Vedrarer ikke den EL version)
(Vedrorer ikke den EN version)
(Vedrerer ikke den FR version)
(Vedrorer ikke den IT version)
(Vedrerer ikke den NL version)
(Vedrorer ikke den PT version)
(Vedrerer ikke den FI version)

(Vedrorer ikke den SV version)
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FI:

S 29 Ei saa tyhjentid viemiriin

— Soveltamisala:
— erittdin helposti syttyvit tai helposti syttyvit veteen sekoittumattomat nesteet,
— erittdin myrkylliset tai myrkylliset aineet ja valmisteet,

— ympdristolle vaaralliset aineet.

— Kiéyton perusteet:

— pakollinen yleisessd kulutuksessa todennikoisesti kiytettiville ymparistolle vaarallisille ja tunnuksella N luokitel-
luille aineille, jollei kyseessa ole aineen tarkoitettu kaytto,

— suositeltava yleisessd kulutuksessa todennikoisesti kdytettaville muille edelld mainituille aineille tai valmisteille,
jollei kyseessi ole kemikaalin tarkoitettu kaytto.

(Vedrorer ikke den ES version)

(Vedrorer ikke den DA version)
(Vedrorer ikke den DE version)
(Vedrerer ikke den EL version)

(Vedrorer ikke den EN version)
(Vedrgrer ikke den FR version)
(Vedrorer ikke den IT version)

(Vedrerer ikke den NL version)
(Vedrorer ikke den PT version)

(Vedrarer ikke den SV version)
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BILAG 6
»BILAG IX

DEL A

Bestemmelser vedrerende bornesikrede lukninger

Ud over bestemmelserne i dette direktivs artikel 22, stk. 1, litra e), skal beholdere, der indeholder stoffer, som udger en
aspirationsfare (Xn; R65) og klassificeres og merkes efter punkt 3.2.3 i bilag VI til dette direktiv, uanset deres rumind-
hold vzre forsynet med bernesikret lukning. Dette galder dog ikke stoffer, der markedsfores som aerosoler eller i behol-
dere med forseglet sprayanordning.

1. Emballage, som kan lukkes igen

Bornesikrede lukninger pd emballage, som kan lukkes igen, skal vaere i overensstemmelse med ISO-standard 8317
(1. juli 1989) for »Emballage. Bornesikret emballage. Krav og prevningsmetoder for genlukkelig emballage«, som er
vedtaget af Den Internationale Standardiseringsorganisation (ISO).

2. Emballage, som ikke kan lukkes igen

Bornesikrede lukninger pd emballage, som ikke kan lukkes igen, skal vare i overeensstemmelse med CEN-standard
EN 862 (marts 1997) for »Emballage. Bornesikret emballage. Krav til og prevningsprocedurer for ikke-genlukkelige
emballager til ikke-farmaceutiske produkter«, som er vedtaget af Den Europwiske Standardiseringsorganisation
(CEN).

3. Bemearkninger

1. Overeensstemmelse med disse standarder kan kun attesteres af laboratorier, som opfylder den europaiske
standard EN 45 000.

2. Sarlige tilfelde

Hvis det er indlysende, at emballagen er tilstraekkelig sikker for bern, fordi bern ikke kan fd adgang til indhol-
det uden at bruge varktgj, er det ikke nedvendigt at foretage afprevning.

I alle andre tilfelde, og hvis der er grund til at tvivle pa, at lukningen er sikker for bern, kan de nationale myn-
digheder bede den ansvarlige for markedsferingen forelaegge en attest fra et laboratorium, som svarer til beskri-
velsen under 3.1, til bevis pa:

— at lukningen er af en sddan art, at det ikke er nodvendigt at afprove dens overensstemmelse med de ISO-
og CEN-standarder, der omtales i det foregdende, eller

— at lukningen er blevet afpravet og har vist sig at opfylde den standard, der omtales i det foregdende.

DEL B

Bestemmelser for folbar advarselsmaerkning

De tekniske specifikationer for felbar advarselsmaerkning skal vere i overensstemmelse med EN ISO standard 11683
(1997) for folbar advarselsmarkning: »Emballage — Folbar advarsel — Krave.«
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KOMMISSIONENS DIREKTIV 2000/33/EF

af 25. april 2000

om 27. tilpasning til den tekniske udvikling af Rddets direktiv 67/548/EQF om tilnermelse af
lovgivning om klassificering, emballering og etikettering af farlige stoffer (*)

(EQ@S-relevant tekst)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Europaiske
Fellesskab,

under henvisning til Rédets direktiv 67/548/EQF af 27. juni
1967 om tilnermelse af lovgivning om klassificering, emballe-
ring og etikettering af farlige stoffer (1), senest &ndret ved Euro-
pa-Parlamentets og Rddets direktiv 1999/33/EF (3), serlig arti-
kel 28, og

ud fra felgende betragtninger:

(1) Bilag V til direktiv 67/548/EQF indeholder metoderne til
bestemmelse af stoffers og praparaters fysisk-kemiske
egenskaber, toksicitet og @kotoksicitet. Det er nedvendigt
at tilpasse dette bilag til den tekniske udvikling.

) T artikel 7, stk. 2, i Radets direktiv 86/609/EQF om ind-
byrdes tilnaermelse af medlemsstaternes love og admini-
strative bestemmelser om beskyttelse af dyr, der anvendes
til forseg og andre videnskabelige formal (3), fastsettes, at
»forsag md ikke udferes, hvis der pd rimelig og praktisk
mdde kan benyttes en anden videnskabeligt tilfredsstil-
lende metode, som ikke medfarer anvendelse af dyr, for at
opnd de tilstrebte resultater«.

(3) Kommissionen har til hensigt at indfere alternative prove-
metoder, som ikke medferer anvendelse af dyr, i bilag V
til direktiv 67/548/EQF, siledes at disse metoder kan
anvendes til prevning af kemiske stoffer i overensstem-
melse med artikel 3, stk. 1, i direktiv 67/548EQF.

(4) De i dette direktiv fastsatte foranstaltninger er i overens-
stemmelse med udtalelse fra Udvalget for Tilpasning til
den Tekniske Udvikling af Direktiverne om Fjernelse af
Tekniske Hindringer for Handelen med Farlige Stoffer og
Praparater —

(*) Udstedt for den 26. tilpasning.
() EFT 196 af 16.8.1967, s. 1.

(®) EFT L 199 af 30.7.1999, s. 57.
(}) EFT L 358 af 18.12.1986, s. 1.

UDSTEDT FOLGENDE DIREKTIV:

Artikel 1

Teksterne i bilag I og I til dette direktiv tilfojes til del B i bilag
V til direktiv 67/548/EQF.

Artikel 2

1. Medlemsstaterne gennemforer senest den 1. oktober
2001 de love og administrative bestemmelser, der er nedven-
dige for at efterkomme dette direktiv. Medlemsstaterne under-
retter straks Kommissionen herom.

Disse love og bestemmelser skal ved vedtagelsen indeholde en
henvisning til dette direktiv eller skal ved offentliggerelsen led-
sages af en sddan henvisning. De narmere regler for henvisnin-
gen fastseettes af medlemsstaterne.

2. Medlemsstaterne meddeler Kommissionen de vigtigste
nationale lovbestemmelser, som de vedtager pd det omrade,

der er omfattet af dette direktiv, og en sammenligningstabel
mellem dette direktiv og de vedtagne nationale bestemmelser.

Artikel 3

Dette direktiv traeder i kraft pa tredjedagen for dets offentligge-
relse i De Europeiske Feellesskabers Tidende.

Artikel 4

Dette direktiv er rettet til medlemsstaterne.

Udfeerdiget i Bruxelles, den 25. april 2000.

Pi Kommissionens vegne
Margot WALLSTROM

Medlem af Kommissionen
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.3.1.

BILAG I

»B.40. HUDATSNING

METODE

Indledning

To in vitro-test til médling af hudeetsning er blevet anerkendt som videnskabeligt validerede af Det Europaiske
Center for Validering af Alternative Metoder (ECVAM, Det Felles Forskningscenter, Europa-Kommissionen)
(1) (2) (3): méling af transkutan elektrisk modstand (TER) i rottehud og en test, hvor der anvendes en human
hudmodel. ECVAM-valideringsundersogelsen viste, at begge testmetoder var pélidelige med hensyn til at
kunne skelne mellem stoffer, der er kendt for at vaere hudwtsende, og stoffer, der er kendt for ikke at veere
det. Derudover kunne man med forsegsprotokollen baseret pd en human hudmodel skelne korrekt mellem
grader af hudetsning (stoffer, der er kendt for at veere alvorligt hudeetsende, R35, og andre hudetsende stof-
fer, R34) (2). Beskrivelse og fremgangsmade for begge metoder er anfert nedenfor; valg af test afhaenger af
brugerens specifikke behov og praferencer.

Se desuden den generelle indledning, del B.

Definitioner

Hudetsning: fremkomsten af irreversibel vavsadelaeggelse i huden efter applikation af teststof.

Referencestoffer

Ingen nermere angivet, men se punkt 1.5.3.4 og 1.7.2.3.

Princippet i testmetoden — Rottehud-TER-testen

Testmaterialet appliceres i op til 24 timer pd den epidermale overflade (ydersiden af huden) af hudlapper fra
unge rotter, der er humant aflivede. At et stof er atsende, viser sig ved, at det kan beskadige stratum cor-
neum og svekke dets barrierefunktion, hvilket kan maéles som en reduktion i den naturlige TER under en
teerskelveerdi (5 kQ) (4) (5). Irriterende og ikke-irriterende stoffer medferer ikke TER under terskelverdien. Et
farvebindingstrin kan fojes til testen ved undersogelser af overfladeaktive stoffer og neutrale organiske stoffer
(se definitioner i reference 6); herved mindskes antallet af falsk positive resultater, som sarligt forekommer
ved disse stoffer (2) (7).

Beskrivelse af testmetode — Rottehud-TER-testen

Forsegsdyr

Til fremstilling af hudlapper anvendes unge rotter (20-23 dage gamle, Wistar eller lignende stamme). Harene
pa ryggen og flanken fjernes omhyggeligt med en lille dyresaks. Dyrene vaskes dernast omhyggeligt, idet det
pagaldende hudomrade holdes neddyppet i en oplesning af antibiotika (f.eks. streptomycin, penicillin, chlo-
ramphenicol og amphotericin i koncentrationer hgje nok til at hemme bakterievakst). Forsagsdyrene vaskes
igen med antibiotika pa tredje- og fierdedagen efter den forste vask og skal derefter anvendes inden tre dage.
(Dyrene mé ikke vaere @ldre end 31 dage med henblik pa fremstilling af hudlapper).

Fremstilling af hudlapper

Forsogsdyrene aflives humant. Ryghuden fjernes fra dyrene og overflodigt fedtvaev fjernes omhyggeligt.
Huden anbringes for enden af et ror af PTFE (polytetrafluorethylen), idet man sikrer sig, at den epidermale
overflade er i kontakt med reret. En gummi »O«ring sattes tatsluttende omkring rerets ende for at holde
huden pa plads, og overfladigt vaev klippes af. Rorets og »O«ringens dimensioner ses pé figur 1. Der tatnes
med vaseline, s& »Oc«ringen slutter helt til enden af PTFE-roret. Roret fastholdes ved hjlp af fjederklemmer i
et ydre kammer, som indeholder en magnesiumsulphatoplesning (154 mM) (figur 2).

Fremgangsmdde

Applikation af testmaterialet

Flydende teststoffer (150 pl) appliceres pé den epidermale overflade inde i reret (figur 2). Drejer det sig om
faste stoffer, skal tilstraeekkeligt af stoffet paferes hudlappen, s hele overfladen er dakket af stoffet. Deionise-
ret vand (150 pl) tilseettes oven pd stoffet, og reret rystes forsigtigt. Teststoffet skal have maksimal kontakt
med huden. Med henblik herpa kan det vaere nedvendigt at opvarme visse faste stoffer til 30°C, s de smel-
ter, eller rive dem til et kornet materiale eller male dem til pulver.
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Der bruges tre hudlapper til hvert teststof. Stofferne skal vaere i kontakt med hudlappen i 24 timer (se ligele-
des 1.5.3.4). Stoffet fjernes ved spuling under vandhane med vand med en temperatur pa hejst 30°C, indtil
der ikke kan fjernes mere af stoffet. Stoffer, der er stivnet i roret, kan eventuelt fjernes ved hjelp af en kraftig
stréle vand, der er omkring 30°C varmt.

TER-mélinger

TER males ved hjelp af en lavvoltvekselstromsdatabro (f.eks. AIM 401 eller 6401 eller tilsvarende). For den
elektriske modstand males, reduceres hudens overfladespaending ved tilsaetning af 70% ethanol i tilstraekkelig
meangde, sd hele hudens overflade dakkes. Efter nogle fa sekunder fjernes ethanolet, ved at man vender roret
pa hovedet, og vavet hydreres nu ved tilsaetning af 3 ml magnesiumsulphatoplesning (154 mM). Elektro-
derne fra databroen anbringes nu pé hver sin side af hudlappen for at male modstanden i kQ/hudlap (figur
2). Elektrodedimensioner og langden af elektroderne under krokodillenabbene ses i figur 1. Klemmen (kro-
kodillenzbbet) pd den indre (tykke) elektrode hviler pd toppen af PTFE-roret under selve modstandsmalingen,
hvorved man sikrer sig, at et konstant stykke af elektroden er neddykket i oplesningen af magnesiumsulphat.
Den ydre (tynde) elektrode er anbragt inde i det ydre kammer, sd det rorer ved kammerbunden. Afstanden
mellem den nederste del af den fjedrende klemme og bunden af PTFE-reret skal holdes konstant, da den har
indflydelse pa den malte modstand.

Bemerk, at malinger pd over 20 k€ kan skyldes, at teststoffet ligger som en belagning pa hudens overflade.
Man kan forsege at fjerne stoffet ved at ryste PTFE-roret i 10 sekunder, mens man dekker 8bningen med en
tommelfinger ifert en gummitut; magnesiumsulphatoplesningen kasseres, og malingen gentages med en ny
magnesiumsulphatoplesning.

Gennemsnittet af TER-resultaterne accepteres, dersom veardierne af samtidigt udferte positive og negative
kontroller falder inden for de for metoden accepterede graenser. For metode og apparatur, som beskrevet her,
er de foresldede kontrolstoffer og de dertil herende accepterede greenser:

Kontrol Stof Modsta(rll((}si;grzenser
Positiv 10 M saltsyre (36 %) 0,5-1,0
Negativ Destilleret vand 10-25

Procedure tilpasset overfladeaktive og neutrale organiske stoffer

Hvis TER-veerdierne for overfladeaktive eller neutrale organiske stoffer er mindre end eller lig med 5 k€, kan
man undersgge et farvestofs evne til at treenge ned i vavet. Herved kan man afgere, om resultaterne er falsk
positive (2).

Applikation og fjernelse af farvestoffet sulforhodamin B

Efter at den epidermale overflade er blevet behandlet med teststoffet, appliceres 150 pl af en 10% (w/v)-
oplesning af sulforhodamin B i destilleret vand pd den epidermale overflade af hver hudlap i 2 timer. Hudlap-
perne spules under en vandhane i ca. 10 sekunder med vand, der ikke er varmere end stuetemperatur, for at
fierne overskydende/ikke-bundet farvestof. Hver hudlap fjernes omhyggeligt fra PTFE-roret og anbringes i et
glas (f.eks. et 20 ml-glas til scintillationsmalinger) indeholdende deioniseret vand (8 ml). Glassene rystes for-
sigtigt i 5 minutter for at fjerne yderligere overskydende/ikke-bundet farvestof. Denne renseprocedure gen-
tages, hvorefter hudlapperne fjernes og anbringes i glas, der indeholder 5 ml af en 30% (w/v)-oplesning af
natriumdodecylsulphat (SDS) i destilleret vand. Glassene inkuberes ved 60°C til neste dag. Efter inkubationen
fiernes og kasseres hudlapperne, og den tilbagevarende oplesning centrifugeres i 8 minutter ved 21°C (relativ
centrifugalkraft ~ 175). 1 ml af supernatanten fortyndes 1 til 5 (v/v) (1 ml+4 ml) med en 30% (w/v) SDS-
oplesning i destilleret vand. Oplesningens ekstinktion/optical density (OD) males ved ca. 565 nm.

Beregning af farveindhold

Mangden af sulforhodamin B pr. hudlap beregnes ud fra OD-verdierne (sulforhodamin B's molare ekstink-
tionskoefficient ved 565 nm=8,7 x 10% molekylvaegten = 580). Mangden af sulforhodamin B beregnes for alle
hudlapperne, og en gennemsnitlig mangde beregnes ud fra tredobbeltbestemmelserne. Den gennemsnitlige
vardi for farvemangde accepteres under forudsetning af, at samtidigt opndede kontrolvardier falder inden
for de for metoden acceptable granser. Folgende acceptable granser for farvemangde i kontrollerne er
foresldet for metode og apparat som beskrevet her:
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Kontrol Stof Farvemangdegranser
(ng/lap)
Positiv 10 M saltsyre (36 %) 40-100
Negativ Destilleret vand 15-35

Yderligere informationer

Teststoffer kan ogsd appliceres pd hudlapper i kortere tid (f.eks. 2 timer) med henblik pa identifikation af
steerkt @tsende stoffer. Man fandt imidlertid ved valideringsundersogelserne af TER-testen, at den overvurde-
rede adskillige stoffers atsende evne, nir de var applicerede pa hudlapper i 2 timer (2), skent den efter 24
timers applikation korrekt kunne identificere de @tsende og de ikke-etsende stoffer.

Testapparaturets og forsegsprocedurens egenskaber og dimensioner kan have indflydelse pa de opndede TER-
vaerdier. Taerskelvaerdien for etsning, 5 k), blev bestemt med det apparatur og den fremgangsmade, der er
beskrevet i denne metode. Hvis testbetingelserne andres betydeligt, kan der blive tale om andre teerskel- og
kontrolvardier. Det anbefales derfor, at metoden og tarskelvardien for modstand kalibreres ved at teste en
rekke referencestandarder, der velges blandt de kemikalier, der blev anvendst i valideringsundersegelsen (3).

Testmetodens princip — Miling ved forsagsopstilling med human hud

Teststoffet appliceres i op til 4 timer pé en tredimensional human hudmodel, omfattende en rekonstrueret
epidermis med et fungerende stratum corneum. Atsende stoffer identificeres ved deres evne til at nedsatte
cellers levedygtighed (f.cks. pavist med MTT-reduktionstesten) under en fastlagt terskelvardi efter en bestemt
eksponeringstid. Testmetodens princip er i overensstemmelse med den hypotese, der siger, at kemikalier er
atsende, ndr de er i stand til at treenge gennem stratum corneum (ved diffusion eller erosion), og er til-

strekkeligt cytotoksiske til at fremkalde celleded i de underliggende cellelag.

Beskrivelse af testmetoden — Forsegsopstilling med human hud

Modeller for human hud

Modeller for human hud kan hidrere fra forskellige kilder, men de mé opfylde visse kriterier. Modellen mé
have et fungerende stratum corneum med et underliggende lag af levende celler. Stratum corneums barriere-
funktion mé vere tilstreekkelig. Dette kan vises ved, at hudmodellen ikke pavirkes af stoffer, der er cytotoksi-
ske, men som ikke almindeligvis passerer stratum corneum. Modellens resultater skal vare reproducerbare pa
veldefinerede betingelser.

De levende celler i modellen skal vere tilstrakkelig levedygtige til, at de kan skelne klart mellem positive og
negative kontroller. Efter at vaere udsat for en negativ kontrol skal cellernes levedygtighed (f.cks. som den kan
méles med mengden af MTT-reduktion, dvs. en OD-vardi) vare inden for acceptable granser for den
pageldende model. Vigtigst er det, at den anvendte model, der skal udsige noget om stoffers virkning, ma
have vist at kunne leve op til internationale valideringsstandarder (se reference 2).

Fremgangsmdde

Applikation af teststoffet

For flydende stoffer skal der appliceres tilstrekkeligt teststof til, at hudoverfladen dekkes (mindst 25 pljcm?).
Det samme gelder for faste stoffer, og de skal fugtes, for at sikre god hudkontakt; om nedvendigt skal de
males til et pulver, for de appliceres. Applikationsmdden skal kunne anvendes til en lang raeekke kemiske stof-
fer (for eksempler se reference 2). Teststoffet skal omhyggeligt vaskes af hudoverfladen med fysiologisk salt-
vand, ndr eksponeringstiden er géet.

Madling af cellers levedygtighed

Enhver kvantitativ, godkendt metode kan bruges til miling af cellers levedygtighed. Den hyppigst anvendte
maling er MTT-reduktionstesten, som har vist sig at give nejagtige og reproducerbare resultater i forskellige
laboratorier (2). Hudlappen anbringes i en MTT-oplesning pd 0,3 mg/ml ved 20-28°C i 3 timer. Den bund-
feeldede bla formazan ekstraheres (ekstraktion med oplesningsmidler), og formazankoncentrationen beregnes
ud fra maling af OD ved en begelengde mellem 545 og 595 nm.
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Yderligere information

Den anvendte hudmodel og ngje overholdelse af applikationstid og vaskeprocedurer etc. har den sterste
betydning for den malte cellelevedygtighed. Det anbefales, at metoden og modellen, der skal udsige noget om
stoffers virkning, kalibreres med en serie standardreferencer, valgt blandt de kemikalier, der er brugt i
ECVAM's valideringsundersogelse (3). Kritisk er intra- og interlaboratoriel reproducerbarhed hvad angdr en
lang reekke kemikalier, i overensstemmelse med internationale standarder. Som et minimumskrav skal meto-
den leve op til kriterierne for videnskabelig gyldighed, som tidligere defineret (2), og resultaterne af en sddan
valideringsundersogelse skal vere publicerede i et videnskabeligt tidsskrift med peer-review.

DATA

Behandling af resultaterne

Rottehud-TER-testen

De malte resultater for modstand (k) i teststoffet, i positive og negative kontroller og alle standardreference-
kemikalierne skal meddeles i tabelform, heri ogsd data fra flergangsbestemmelser/gentagne undersogelser,
gennemsnitsverdier og den deraf folgende klassifikation.

Test med human hudmodel

OD-vaerdier og beregnede tal for procentuel cellelevedygtighed for teststof, for positive og negative kontroller
og for alle standardreferencekemikalier skal meddeles i tabelform, heri ogsé data fra flergangsbestemmelser/
gentagne undersogelser, gennemsnitsvaerdier og den deraf folgende klassifikation.

Evaluering og fortolkning af resultater

Rottehud-TER-testen

Hvis den gennemsnitlige TER-veardi for teststoffet er storre end 5 k{, er stoffet ikke @tsende. Hvis TER-
vardien er mindre end eller lig med 5 k{, og stoffet ikke er et overfladeaktivt stof eller et neutralt organisk
stof, er det @tsende.

Hvis TER-veerdierne for overfladeaktive eller neutrale organiske stoffer er mindre end eller lig med 5 k), kan
man undersege et farvestofs evne til at treenge ned i vavet. Hvis det gennemsnitlige farveindhold i hudlappen
er storre end eller lig med det gennemsnitlige farveindhold i den sidelebende positive kontrol udfert med
36% HCl, er teststoffet en sand positiv og derfor atsende. Hvis det gennemsnitlige farveindhold i hudlappen
er mindre end det gennemsnitlige farveindhold i den sidelobende positive kontrol udfert med 36% HCl, er
teststoffet en falsk positiv og derfor ikke wtsende.

Test med human hudmodel

OD fra den negative kontrol reprasenterer 100% cellelevedygtighed; derfor kan de OD-verdier, som maéles
ved hver undersggelse, anvendes til beregning af den procentuelle levedygtighed i forhold til den negative
kontrol. Den procentuelle cut-off vardi af cellelevedygtighed, som adskiller atsende fra ikke-atsende stoffer
(eller som skelner mellem forskellige grader af atseevne), skal klart defineres i forbindelse den anvendte
model, der skal udsige noget om stoffers virkning, for metoden godkendes, og den péfelgende validerings-
undersagelse ma vise, at cut-off-veerdien er hensigtsmaessig (for eksempel se reference 2).

FREML AGGELSE AF RESULTATER

Testrapport
Testrapporten skal som et minimum indeholde folgende oplysninger:

Teststof

— Identifikation, data, dets fysiske natur og, hvis relevant, fysisk-kemiske egenskaber. Tilsvarende infor-
mation skal foreligge for eventuelle referencestoffer

Omsteendigheder ved testen
— Detaljer i den anvendte fremgangsmade

— Beskrivelse af og motivering for eventuelle modifikationer.
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Resultater

Angivelse i tabelform af malte vaerdier for modstand (TER-testen) eller veerdier for den procentuelle leve-
dygtighed (test med human hudmodel) for teststoffet, positive og negative kontroller og eventuelle stan-
dardreferencestoffer, og for data fra flergangsbestemmelser/gentagne underspgelser og gennem-
snitsvaerdier

Beskrivelse af eventuelle andre observationer.

Diskussion af resultater

Konklusioner
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Figur 2
Apparatur til rottehud-TER-test
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BILAG II

»B.41. FOTOTOKSICITET — IN VITRO 3T3 NRU-FOTOTOKSICITETSTEST

METODE

Indledning

Fototoksicitet defineres som det toksiske respons, der fremkaldes pa huden, efter at den har veeret udsat for
bestemte kemiske stoffer og en péfelgende eksponering for lys, eller som det respons, der fremkaldes ved
bestriling af huden efter systemisk indgift af et kemisk stof.

Resultater fra in vitro 3T3 NRU-fototoksicitetstesten bruges til identifikation af et stofs fototoksiske potentia-
le, dvs. pavisning af eventuel risiko ved teststoffet i forbindelse med bestriling med UV-lys og synligt lys.

Eftersom pavisning af fotocytotoksicitet induceret af den kombinerede virkning af et kemisk stof og lys er det
toksikologiske slutprodukt af in vitro-testen, kan den identificere stoffer, der er fototoksiske in vivo efter
systemisk indgift og fordeling i huden, og stoffer, som fordrsager fotoirritation efter lokal applikation pa

huden.

In vitro 3T3 NRU-fototoksicitetstesten blev udviklet og valideret i et falles EU/COLIPA-projekt fra
1992-1997 (1) (2) (3) med det formal at finde frem til et pélideligt in vitro-alternativ til de forskellige in vivo-
test, der blev anvendt. I 1996 anbefalede en OECD-workshop at anvende in vitro-metoder til vurdering af
fototoksicitet (4).

Resultater fra in vitro NRU-fototoksicitetstesten blev sammenlignet med akutte fototoksicitets-/fotoirritations-
virkninger pd dyr og mennesker, og testen har vist sig fortraffelig til at forudsige disse virkninger. Testen er
ikke beregnet til pavisning af andre negative virkninger af den kombinerede effekt af kemiske stoffer og lys,
f.eks. fotogenotoksicitet, fotoallergi og fotocarcinogenicitet, selv om mange kemikalier med de naevnte egen-
skaber vil give et positivt resultat med in vitro 3T3 NRU-fototoksicitetstesten. Dertil kommer, at testen ikke
er beregnet til vurdering af styrken af fototoksicitet.

En fremgangsmade til vurdering af kemikaliers toksicitet vises trinvist i tillegget.

Definitioner

Stralingsintensitet: (irradiance) intensiteten af ultraviolet (UV) eller synligt lys som falder pd en overflade, mélt i
W/m? eller mW/cm?,

Lysdosis: mangden (= intensitetxtid) af ultraviolet (UV) eller synlig strdling, som falder pd en overflade,
udtrykt i joule (= Wxs) pr. overfladeenhed, f.eks. J/m? eller Jjcm?.

Bolgeleengder for UV-lys: betegnelser anbefalet af CIE (»Den Internationale Belysningskommission«): UVA
(315-400 nm), UVB (280-315 nm) og UVC (100-280 nm). Ogsd andre betegnelser bruges: greensen mellem
UVB og UVA placeres ofte ved 320 nm, og UVA bliver sommetider opdelt i UV-A1 og UV-A2, med en
graense ved ca. 340 nm.

Cellernes levedygtighed: parameter, der méler en cellepopulations totale aktivitet (f.eks. farvestoffet Neutral Red's
optagelse i levende cellers lysosomer), som, athaengigt af malemetode og testens udformning, korrelerer med
det totale antal celler ogfeller deres levedygtighed.

Cellernes relative levedygtighed: cellernes levedygtighed udtrykt i forhold til negative kontroller (oplgsningsmid-
del), som har veeret gennem hele testproceduren (enten +UV eller ~UV), men som ikke er behandlet med et
kemisk stof.

Forsogsmodel, der skal udsige noget om stoffers virkning: en algoritme til beregning af toksisk potentiale ud fra
resultaterne af toksicitetstesten. I narvaerende retningslinier kan PIF og MPE anvendes til beregning af det
fototoksiske potentiale ud fra resultaterne fra in vitro 3T3 NRU-fototoksicitetstesten.

PIF (fotoirritationsfaktor): en faktor, beregnet ud fra sammenlignende malinger af to lige effektive (ECsy) cyto-
toksiske koncentrationer af teststoffet, ved fravaer (-UV) eller tilstedevaerelse (+UV) af en ikke-cytotoksisk
bestraling med UVA[synligt lys.

MPE (gennemsnitlig lyseffekt): en ny parameter afledt af matematisk analyse af to responskurvers totale uds-
treekning fremkommet ved fraver (—-UV) eller tilstedeveerelse (+UV) af en ikke-cytotoksisk bestrdling med
UVA[synligt lys.
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Fototoksicitet: et akut, toksisk respons, der opnds efter forstegangsudsattelse af huden for bestemte stoffer og
pafelgende lyspavirkning, eller som induceres ved bestrdling af huden efter systemisk indgift af et kemisk
stof.

Fotoirritation: en underafdeling af udtrykket »fototoksicitet«, som kun beskriver hudens fototoksiske reaktioner
pa kemikalier, administreret lokalt eller oralt. Disse fototoksiske reaktioner medferer altid uspecifikke celle-
skader (svarende til solskoldethed).

Fotoallergi: en erhvervet immunologisk reaktionsevne, som ikke fremkommer efter den forste behandling med
kemikaliet og lys, men hvor hudens reaktionsevne forst kan pavises efter en induktionsperiode pa 1-2 uger.

Fotogenotoksicitet: et genotoksisk respons fra gener efter udsattelse af celler for en ikke-genotoksisk dosis af
UV/synligt lys og et ikke-genotoksisk kemikalie.

Fotocarcinogenicitet: carcinogenicitet induceret ved gentagne applikationer af kemikalie og lys. Udtrykket »foto
co-carcinogenese« anvendes, hvis UV-induceret tumordannelse forages af et kemikalie.

Referencestoffer

Ud over som positiv kontrol at teste Chlorpromazin sidelobende hver gang, anbefales det med henblik pd
nyetablering af 3T3 NRU-fototoksicitetstesten som referencestoffer at anvende et udvalg af de kemikalier, der
er anvendt i de ringpreverne af denne test (1) (3) (13).

Indledende betragtninger

Mange kemikalietyper er blevet rapporteret som fototoksiske (5) (6) (7) (8). Det eneste falles treck er deres
evne til at absorbere lysenergi fra sollys. Ifelge fotokemiens forste lov (Grotthaus-Draper's lov) krever en
fotoreaktion tilstrekkelig absorption af lyskvanter. For en biologisk testning udferes efter nerverende ret-
ningslinier, ber kemikaliets absorptionsspektrum for UV/synligt lys fastlagges (f.eks. efter OECD Test Guide-
line 101). Hvis den molare ekstinktions/absorptionskoefficient er mindre end 10 literxmol!xcm™ har
kemikaliet ikke noget fotoreaktivt potentiale, og det er overflodigt at undersege det med in vitro 3T3 NRU-
fototoksicitetstesten eller nogen anden biologisk test med henblik pé pévisning af fotokemisk effekt (tilleeg).

Testmetodens princip

Man har identificeret fire forskellige mekanismer, hvorved et (kemisk) farvelegeme ved lysabsorption kan
fremkalde et fototoksisk respons (7). Alle fire medferer cellebeskadigelse. In vitro 3T3 NRU-fototoksicitets-
testen er derfor baseret pd sammenligning af et kemisk stofs cytotoksicitet, ndr det ved undersogelsen udsat-
tes eller ikke udsattes for UVA/synligt lys i en dosis, der ikke i sig selv er cytotoksisk. Cytotoksicitet forstds i
denne test som koncentrationsafhangig reduktion af optagelse af farvestoffet Neutral Red (NR (9)) 24 timer
efter behandling med teststoffet og bestréling.

Balb/c 3T3-celler dyrkes i 24 timer, sd der dannes et encellet lag. To mikrotiterplader med 96 brende hver
anvendes pr. teststof. Pladerne prainkuberes med 8 forskellige koncentrationer af det teststoffet i en time. En
af pladerne bliver derefter udsat for ikke-cytotoksisk UVA/synligt lys i en dosis pd 5 Jjem? UVA (+ UV-eks-
periment), mens den anden plade leegges mearkt (- UV-eksperiment). Derefter erstattes behandlingsmediet med
dyrkningsmediet pad begge plader, og efter 24 timers inkubation bestemmes cellelevedygtigheden ved den
meangde af Neutral Red, der optages (NRU) i lgbet af 3 timer. Den relative cellelevedygtighed, udtrykt som
procent af de ubehandlede negative kontroller, beregnes for hver af de 8 testkoncentrationer. Med henblik pa
vurdering af den fototoksiske styrke sammenlignes det koncentrationsatheengige respons med (+UV) eller
uden (-UV) bestréling, almindeligvis pd ECsy-niveauet, dvs. ved den koncentration, som nedsatter celleleve-
dygtigheden med 50% i forhold til de ubehandlede kontroller.

Kvalitetskriterier

Cellernes UVA-folsomhed, historiske data: cellernes folsomhed for UVA ber kontrolleres regelmassigt. Cellerne
udsds med samme taethed som bliver anvendt i in vitro 3T3 NRU-fototoksicitetstesten, bestrales den folgende
dag med UVA-doser pd 1-9 Jjem?, og cellelevedygtigheden méles naste dag med NRU-testen. Kvalitetskravet
er, at levedygtigheden efter bestraling med 5 J/cm? ikke er mindre end 80% af kontrollen, som var opbevaret
morkt. Ved den hejeste UVA dosis pd 9 J/cm? skal levedygtigheden ikke vare mindre end 50% af den marke
kontrol. Denne kontrolundersegelse bar gentages for ca. hver 10. cellegeneration.

UVA-folsomhed i den negative kontrol, den foreliggende test: kvalitetskravet er, at den negative kontrol (celler i
Earl's Balanced Salt Solution (EBSS) med eller uden 1% dimethylsulphoxid (DMSO) eller 1% ethanol (EtOH))
i +UVA-eksperimentet udviser en cellelevedygtighed, som ikke er mindre end 80% af de ikke-bestrdlede celler
i samme oplesning i det parallelt lobende forseg i merke (-UVA).
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Levedygtighed i de negative kontroller: den absolutte optical density/extinction (ODs4o nry) mélt i ekstraktet af
NR fra den negative kontrol angiver om de 1x10* celler udsdede pr. brend er vokset med normal fordob-
lingstid i undersogelsens to degn. En undersogelse accepteres, hvis den gennemsnitlige ODs4 npy 1 de ube-
handlede kontroller er = 0,2

Positiv kontrol: et kendt fototoksisk kemikalie skal testes sidelobende med hver in vitro 3T3 NRU-fototoksici-
tetstest. Chlorpromazin (CPZ) blev anvendt som positiv kontrol i EU/COLIPA-valideringsundersogelsen og
anbefales derfor. Nedenstiende kriterier blev defineret for accept af testen udfert med CPZ i standardprocedu-
ren i in vitro 3T3 NRU-fototoksicitetstesten: CPZ bestrélet (+ UVA): EC5y = 0,1 til 2 pg/ml, CPZ ikke-bestrélet
(-UVA): EC54 = 7,0 til 90,0 pg/ml. Fotoirritationsfaktoren (PIF), dvs. endring af ECsg, ber vere mindst 6.

Andre kendte fototoksiske kemikalier, der passer til teststoffets kemiske gruppe eller opleselighedskarakteri-
stik, kan anvendes som sidelobende positiv kontrol i stedet for CPZ. I si fald skal hejeste og laveste verdier
for ECs, og PIF eller MPE (gennemsnitlig lyseffekt) vere tilstraekkeligt definerede som kriterier for accept af
testen.

Beskrivelse af testmetoden

Forberedelser

Celler

En stabil musefibroblastcellelinje — Balb/c 3T3, klon 31 — enten fra ATCC eller fra ECACC blev brugt i vali-
deringsundersegelsen og anbefales derfor. Andre celler kan med held anvendes med samme testfremgangs-
mdde, hvis dyrkningsbetingelserne er tilpasset disse cellers serlige behov, men det er nedvendigt at bevise
deres xkvivalens.

Cellerne méd regelmeassigt undersages for kontamination med mycoplasma og md kun anvendes, hvis en
sddan undersogelse falder tilfredsstillende ud.

Eftersom felsomheden for UVA har tendens til at foreges med antallet af cellegenerationer, ber Balb/c
3T3-celler med det lavest mulige antal foretrackkes, fortrinsvis mindre end 100. Det er vigtigt, at Balb/c
3T3-cellernes UVA-folsomhed kontrolleres regelmeassigt, som beskrevet under kvalitetskontrol i disse ret-
ningslinier.

Medier og dyrkningsbetingelser

Passende dyrkningsmedier og inkubationsbetingelser ber anvendes til rutinedyrkning af celler og under testen.
For Balb/c 3T3-cellers vedkommende er det DMEM, suppleret med 10% serum fra nyfedte kalve, 4 mM glu-
tamin, penicillin og streptomycin og en inkubation i fugtig atmosfaere ved 37°C [7,5% CO,. Det er specielt
vigtigt, at betingelserne for dyrkning sikrer at tiden for cellecyklus er indenfor det normale for cellerne.

Fremstilling af cellekulturer

Nedfrosne celler sds i et dyrkningsmedium med en passende tethed og subkultur anlagt mindst én gang, for
de bliver anvendt i en in vitro 3T3 NRU-fototoksicitetstest.

Til brug i fototoksicitetstesten sas cellerne ud i et dyrkningsmedium med en sddan twthed, at cellekulturen
ikke konfluerer ved testens afslutning, dvs. ndr cellelevedygtigheden males 48 timer efter udsaning af cellerne.
For Balb/c 3T3-celler p4 en mikrotiterplade med 96 brende er den anbefalede celletethed 1x10* pr. brend.

For hvert teststof udsés celler pd samme maéde i to forskellige mikrotiterplader med 96 brende, og de fores
sidelobende igennem hele testproceduren under identiske dyrkningsbetingelser, bortset fra den tid, hvor den
ene plade bestrdles (+ UVA[synligt lys) og den anden anbringes i morke (-UVA/synligt lys).

Metabolisk aktivering

Medens det for alle in vitro-test til pavisning af genotoksisk og carcinogenotoksisk potentiale er nedvendigt
at anvende et stofskifteaktiverende system, kendes der, for sd vidt angdr fototoksicitet, endnu ikke noget
kemikalie, der kraver et sddant stofskifteaktiverende system for at kunne fungere som et fototoksin in vivo
eller in vitro. Det er siledes ikke i narvarende test hverken nedvendigt eller videnskabeligt berettiget at
anvende et stofskifteaktiverende system.
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Teststof/fremstilling

Teststoffer skal vere frisk fremstillede lige for brugen, medmindre data for deres stabilitet paviser, at opbeva-
ring kan accepteres. Fremstilling under redt lys kan vere nedvendigt, dersom hurtig fotodegradation kan
finde sted.

Teststofferne ber opleses i saltvand med stadpudevirkning, f.cks. Earl's Balanced Salt Solution (EBSS) eller
fysiologisk saltvand med phosphatstedpude (PBS), som, for at undgé interferens under bestrélingen, ikke mé
indeholde proteinkomponenter eller lysabsorberende pH-indikatorer.

Testkemikalier med begraenset opleselighed i vand ber oplases i passende oplesningsmiddel i 100 gange den
onskede slutkoncentration og derefter fortyndes 1:100 med stedpude-saltoplasning. Hvis der anvendes oples-
ningsmiddel, skal det forefindes i et konstant volumen pa 1% (v/v) i alle kulturer, dvs. i de negative kontroller
savel som i alle fortyndinger af teststoffet.

Dimethylsulphoxid (DMSO) og ethanol (EtOH) anbefales som oplgsningsmidler. Andre oplasningsmidler med
lav cytotoksicitet (f.eks. acetone) kan vare passende, men de skal omhyggeligt undersoges for serlige egen-
skaber, f.eks. reaktion med teststoffet, quenching af den fototoksiske effekt, evnen til at opfange radikaler.

Vortexblanding og/eller ultralydbehandling og/eller opvarmning til 37°C kan anvendes for at ege oplesnings-
processen.

UV-bestrdling/fremstilling

Lyskilde: valget af en passende lyskilde med passende filter er den mest afgerende faktor i testning for fototok-
sicitet. UVA og synligt lys ledsages almindeligvis af fotosensibilisering (7) (10), mens UVB er mindre relevant
og direkte staerkt cytotoksisk i stigende grad op til 1000 gange fra 313 til 280 nm (11). Som kriterium for
valg af den rigtige lyskilde er det vigtigt, at lyskilden udsender belgeleengder, som absorberes af teststoffet, og
at lysdosis (opndet indenfor en rimelig tid) er tilstrackkelig til pavisning af stoffer, der er kendt for fotosensi-
bilisering. Yderligere ber de anvendte belgelengder og doser, inklusive varmepévirkning (infraredt lys), ikke
vare unedigt skadelige for testsystemet.

Lamper med kunstigt sollys regnes for den optimale lyskilde. Lys fra bade xenon- og (doteret) kvikselvmetal-
halidlysbuer bruges. Sidstnavnte har den fordel, at den udsender mindre varme og er billigere, men den mat-
cher ikke sollyset perfekt. Eftersom alle kunstige sollyskilder udsender betydelige mangder UVB, ber de for-
synes med passende filtre for at svakke de meget toksiske UVB-bolgelengder.

Til in vitro 3T3 NRU-fototoksicitetstesten ber et bestrdlingsspektrum praktisk taget uden UVB anvendes
(UVA:UVB ~ 1:20). Et eksempel pd den spektrale stralingsfordeling fra det i valideringsundersegelsen af in
vitro 3T3 NRU-fototoksicitetstesten anvendte kunstige sollys er offentliggjort (3).

Dosimetri: strdlingsintensiteten (irradiance) skal regelmessigt checkes for hver test for fototoksicitet, ved hjalp
af et passende bredbdndet UV-meter. UV-meteret skal vere kalibreret til lyskilden. Dets funktionsevne skal
checkes, til hvilket formal brugen af et reference UV-meter af samme type og identisk kalibrering anbefales.
Ideelt er det med storre intervaller at bruge et spektroradiometer for at méle den spektrale strlingsintensitet
fra den med filter forsynede lyskilde og for at checke kalibreringen af det bredbandede UV-meter, men til
anvendelse af sddant apparatur kraves passende uddannet personale.

En dosis pd 5 J/cm? UVA blev i valideringsundersegelsen fastlagt som varende uden cytotoksisk effekt pa
Balb/c 3T3-celler og tilstraekkeligt kraftig til at aktivere selv svagt fototoksiske kemikalier. For at opnd 5 J/cm?
inden for en periode pd 50 minutter skal strdlingsintensiteten sattes til 1,666 mW/cm?2. Hvis man anvender
andre celler eller en anden lyskilde, skal UVA-dosis rettes til, s den ikke er skadelig for cellerne, men til-
strekkelig til at pavise standardfototoksiner. Lyseksponerinstiden beregnes pd folgende méde:

lysdosis (J/cm?) x 1000
stralingsintensitet (mW/cm?) x 60

t(min) = (1]=1W sec)

Testbetingelser

Hojeste koncentration af et teststof ber ikke overskride 100 pl/ml, idet alle fototoksiske kemikalier er fundet
ved brug af lavere koncentrationer, medens hejere koncentrationer har tendens til at give falsk positive resul-
tater (13). PH i oplesningen med den hgjeste koncentration af teststoffet ber for at vare rimelig ligge mellem
6,5 og 7,8.
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De forskellige koncentrationer af et teststof med (+UVA) eller uden (-UVA) lys ber fastlegges i et forudga-
ende forseg. Koncentrationerne, deres intervaller og deres hgjeste og laveste graense skal justeres sddan, at
koncentration/respons-kurverne er tilstreekkeligt underbygget af de eksperimentelle data. Geometrisk fortyn-
dingsrakke (med en konstant fortyndingsfaktor) ber anvendes.

Fremgangsmdde (')

1.dag

Der fremstilles en suspension af 1x10° celler/ml i et kulturmedium. 100 pl af det rene kulturmedium afpipet-
teres i de perifere brende i en mikrotiterplade med 96 brende til vaevskultur, disse udger de negative kontrol-
ler. T de resterende bronde afpipetteres 100 pl af cellesuspensionen med 1x10° celler/ml (= 1x10* celler|
brend). Der fremstilles 2 plader pr. teststof, den ene til bestemmelse af cytotoksicitet (-UVA) og den anden
til bestemmelse af fototoksicitet (+ UVA).

Cellerne inkuberes i 24 timer (37°C [7,5% CO,), indtil der har dannet sig et halvt sammenflydende enkeltlag.
Denne inkubationsperiode giver cellerne mulighed for at regenerere og vedhzfte sig samt for eksponentiel
vaekst.

2.dag

Efter inkubationen dekanteres kulturmediet fra cellerne, og der vaskes to gange med 150 pl EBSS/PBS pr.
brend. Der tilsettes 100 ul EBSS/PBS indeholdende den passende koncentration af teststoffet eller kun 100 pl
oplesningsmiddel (negativ kontrol). Der anvendes 8 forskellige koncentrationer af teststoffet. Cellerne inkube-
res med teststoffet i merke i 60 minutter (37°C [7,5% CO,).

Under +UVA-forsgget bestréles cellerne ved stuetemperatur i 50 minutter gennem laget pd mikrotiterpladen
med 1,7 mW/cm? UVA (= 5 J/cm?). Med en elektrisk vifte hindres dannelse af kondensvand under ldget. Den
tilsvarende ~UVA-plade opbevares i morke ved stuetemperatur ligeledes i 50 minutter.

Testoplesningen dekanteres, vaskes to gange med 150 pl EBSS/PBS. Kulturmediet erstattes med EBSS/PBS og
inkuberes (37°C [7,5% CO,) til naste dag (18-22 timer).

3. dag
Mikroskopisk evaluering

Cellerne underseges i mikroskop med fasekontrast. Forandringer i cellernes morfologi, som skyldes cytotoksi-
ske virkninger fra teststoffet, noteres. Dette check anbefales for at udelukke fejl i forseget, men noterne bru-
ges ikke til evaluering af cytotoksicitet eller fototoksicitet.

Neutral Red's optagelse i cellerne

Cellerne vaskes med 150 pl forvarmet EBSS/PBS. Vaskeoplasning fjernes ved at banke let pa pladen. 100 pl
Neutral Red-oplesning tilsettes, inkuberes i fugtig atmosfare ved 37°C og 7,5% CO, i 3 timer.

Efter inkubationen fjernes Neutral Red-oplesningen, og cellerne vaskes med 150 pl EBSS/PBS. Der dekanteres
og trykkes efter med sugende papir, s alt EBSS/PBS fjernes. (Eventuelt: pladen centrifugeres, sd vasken slyn-
ges bort).

Der tilsaettes ngjagtig 150 pl oplesning af frisk fremstillet ethanol/eddikesyre, som ekstraherer Neutral Red.

Mikrotiterpladen rystes hurtigt pa en dertil beregnet shaker i 10 minutter, indtil al Neutral Red er fjernet fra
cellerne og har dannet en homogen oplesning.

OD af Neutral Red-ekstraktet méles ved 540 nm i et spektrofotometer, med de negative kontroller som refe-
rence. Resultaterne opbevares i et passende filformat (f.eks. ASCII) med henblik pd senere analyse.

(1) Yderligere detaljer findes i reference (12).
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DATA

Kvalitative og kvantitative data

Resultaterne af undersegelsen skal give mulighed for en analyse af koncentration/respons fremkommet med
og uden bestrdling af UVA[synligt lys. Hvis der pévises cytotoksicitet, skal man anfere hejeste og laveste
undersagte koncentration, og de forskellige koncentrationer, der er anvendt, skal tilsammen indtegnes pa en
kurve over tallene. Da et teststof i morke (~UVA) kan vaere uden cytotoksisk effekt i koncentrationer op til
de 100 pg/ml, som er sat som grense, men staerkt cytotoksisk, ndr det bliver bestrdlet (+ UVA), kan det vere
nedvendigt at undersage det pagaldende stof i forskellige fortyndingsrakker i de to systemer. Hvis der ikke
pavises cytotoksicitet, hverken med UVA[synligt lys eller uden UVA/synligt lys, behover man ikke anvende s&
mange forskellige koncentrationer i undersegelsen.

Et klart positivt resultat kraever ikke bekraftelse i en ny undersogelse, og det samme gelder klart negative
resultater, hvis stoffet er undersogt i tilstrackkeligt heje koncentrationer. I disse tilfaelde er det tilstraeekkeligt
med ét forseg, hvis der forud herfor er gennemfort et eller flere forberedende forseg, med henblik pi at finde
de rette koncentrationer.

Usikre resultater, der ligger ner grenseveerdien, skal kontrolleres ved at gentage undersegelsen.

Hvis det er nedvendigt at gentage en undersogelse, kan det vaere pdkraevet at variere forsegsbetingelserne for
at opnd et klart resultat. Af central betydning i denne sammenhang er fremstilling af flere oplasninger med
teststoffet. En endring heri (co-solvens, blanding, ultralydbehandling) kan vere saerdeles relevant ved gen-
tagelsen af en undersogelse. Alternativt kan en @ndring i inkubationstiden for bestraling overvejes. En kortere
tid kan vere relevant for stoffer, der er ustabile i vandig oplesning.

Behandling af resultaterne

Hvor det er muligt, fastlegges den koncentration af teststoffet, der giver en 50% hamning af celle-NRU
(ECs). Dette kan gores ved anvendelse af passende ikke-line@r regression (fortrinsvis en Hill-funktion eller
logistisk regression) pd koncentration/respons-data eller andre passende procedurer (14). For ECs, anvendes
til videre beregninger, skal beregningerne checkes. Alternativt kan beregningen af ECs, foretages grafisk. Det
anbefales at anvende sandsynlighedspapir (x-akse: log, y-akse: probit), da koncentration/respons-funktionen
ofte vil vaere nasten linezr efter denne transformation.

Evaluering af resultaterne (forsegsmodeller, der skal forudsige noget om stoffers virkning)

Forsegsmodel 1, der skal forudsige noget om fotoirritationsfaktoren (PIF)

Hvis der opnds komplette koncentration/respons-kurver bade med lys (+UVA) og uden (~UVA) lys, kan
fotoirritationsfaktoren (PIF) beregnes efter folgende formel:

EC,, (- UV)

(a) PIF = —0 —
EC,, (+ UV)

PIF < 5 peger ikke pd noget fototoksisk potentiale, mens PIF > 5 pege pa fototoksisk potentiale.

Hvis et kemikalie kun er cytotoksisk +UVA, men ikke ved undersegelsen —UVA, kan PIF ikke beregnes, selv
om resultatet peger pé et fototoksisk potentiale. I sadanne tilfaelde kan »> PIF« beregnes, hvis (- UV)-cytotoksi-

citetstesten udferes til og med den hejeste testkoncentration (Cy,,,), og denne vaerdi anvendes til beregningen
af »> PIF«

C -U

EC,, (+ UV)

Hvis mélingerne kun viser »> PIF, peger enhver vardi > 1 pd et fototoksisk potentiale.

Hvis hverken ECso (-UV) og ECs, (+UV) kan beregnes, fordi kemikaliet selv ikke i den hejeste testkoncentra-
tion udviser cytotoksicitet, er der ikke tale om et fototoksisk potentiale. I sddanne tilfalde anvendes et formelt
»PIF = *1« til at karakterisere resultatet.

Cmax (_ UV)

PIF =*1=
© Coue (+ UV)
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Hvis mélingerne kun viser »PIF = *1¢, peges der ikke pa noget fototoksisk potentiale.

[ tilfeldene (b) og (c) skal koncentrationerne fundet i in vitro 3T3 NRU-fototoksicitetstesten ngje tages i
betragtning, ndr der peges pé et fototoksisk potentiale.

Forsagsmodel 2, der skal udsige noget om den gennemsnitlige lyseffekt (MPE)

Alternativt kan anvendes en ny model til pavisning af fototoksisk potentiale. Den er blevet udviklet ud fra
data opndet under EU/COLIPA-valideringsundersagelsen (15) og blindtestet i en pafelgende in vitro-underse-
gelse af UV-filterkemikaliers fototoksicitet (13). Denne model kommer uden om PIF-modellens begraensninger
i de tilfeelde, hvor ECs, ikke kan findes. Modellen anvender den gennemsnitlige lyseffekt (MPE), et mdl, som
er baseret pd en sammenligning af komplette koncentration/respons-kurver. Humboldt Universitetet i Berlin)
har udviklet et computerprogram til MPE-modellen, som kan fés gratis.

Tolkning af resultaterne

Et positivt resultat i in vitro 3T3 NRU-fototoksicitetstesten (PIF > 5 eller MPE > 0,1 ) viser, at teststoffet er
fototoksisk. Hvis et sidant resultat er opndet ved koncentrationer under 10 pg/ml, er det sandsynligt, at test-
stoffet ogsd in vivo er fototoksisk ved lyspdvirkning. Hvis et positivt resultat kun er opndet ved den hejeste
testkoncentration pd 100 pg/ml, kan det vere nedvendigt med yderligere overvejelser over stoffets risikoe-
genskaber eller fototoksicitet. Disse overvejelser kan gd pé data vedrerende penetration, absorption og mulig
akkumulation af stoffet i huden eller p& brugen af en alternativ test, f.eks. en in vitro-hudtest med human
hud, med henblik pa af- eller bekreftelse af stoffets risikoegenskaber.

Et negativt resultat i in vitro 3T3 NRU-fototoksicitetstesten (PIF > 5 eller MPE < 0,1 ) viser at teststoffet ikke
er fototoksisk over for pattedyrceller dyrket pd den beskrevne maéde. I de tilfaelde, hvor stoffet viser negative
resultater helt op til den hejeste koncentration pd 100 pg/ml, betyder et negativt resultat, at stoffet ikke er
fototoksisk, og at fototoksicitet in vivo er usandsynlig. Konklusionen vil vare den samme, hvis der fremkom-
mer identiske koncentrationstoksicitetssvar (ECso+ UV og EC55—UV) ved lavere koncentrationer. Hvis der deri-
mod ikke pévises toksicitet (+UV og - UV), og hvis opleseligheden i vand har begrenset den mulige koncen-
tration til vardier under 100 pg/ml, kan man betvivle testens egnethed til det pdageldende stof, og
bekraftende undersogelser md tages i betragtning (f.eks. en in vitro-hudmodel eller en ex vivo-hudmodel eller
en in vivo-test).

RAPPORTERING

Testrapport
Testrapporten skal indeholde felgende information:

Teststoffet:

— Identifikationsdata og CAS-nummer, hvis kendt

— Fysiske egenskaber og renhedsgrad

— Fysisk-kemiske egenskaber, som er relevante for undersegelsen

— Stabilitet og fotostabilitet, hvis kendt

Oplosningsmiddel:
— Begrundelse for valg af oplesningsmiddel
— Teststoffets oploselighed i oplesningsmidlet

— Mangden (i procent) af oplesningsmiddel i kulturmediet (EBSS eller PBS)

Celler:

— Celletype og oprindelse

— Fraver af mycoplasma

— Antal generationer, hvis kendt

— Cellernes folsomhed for UVA, malt med det strdlingsudstyr, som anvendes i in vitro 3T3 NRU-fototoksi-
citetstesten

Testbetingelser (a); inkubation for og efter udsettelsen for kemikaliet:
— Type og sammenseetning af dyrkningsmediet
— Omstendigheder ved inkubationen (CO,-koncentration, temperatur, fugtighed)

— Varighed af inkubationen (for og efter udsettelsen for kemikaliet)
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Testbetingelser (b); udscettelsen for kemikaliet
— Begrundelse for valg af koncentrationer af teststoffet bdde med og uden bestrdling med UV/synligt lys

— Begrundelse for den storste koncentration anvendt ved undersegelsen, dersom stoffet er tungtopleseligt,
og cytotoksicitet ikke er pdvist

— Type og sammensatning af behandlingsmediet (stedpude-salt-oplasningen)

— Varigheden af udszttelsen for det kemiske stof

Testbetingelser (c); bestrdling

— Begrundelse for valget af lyskilde

— Lyskildens spektrale strdlingskarakteristik

— Det (de) anvendte filterfiltres transmission/absorptions-karakteristik

— Det anvendte spektroradiometers karakteristik og detaljeret beskrivelse af dets kalibrering
— Afstanden mellem lyskilden og testsystemet

— UVA-strélingsintensiteten (irradiance) for den pagzldende afstand udtrykt i mW/cm?

— Varigheden af udszttelsen for UV/synligt lys

— UVA-dosis (strdlingsintensitet x tid) udtrykt i J/cm?

— Temperaturen i cellekulturen under bestrdlingen og den tilsvarende cellekultur samtidigt opbevaret i
morke

Testbetingelser (d); NRU-testen

— Sammensatning af Neutral Red-mediet

— Varigheden af inkubationen med NR

— Omstendigheder ved inkubationen (CO,-koncentration, temperatur, fugtighed)

— Omstendighederne ved ekstraktion af NR (ekstraktionsmiddel, varighed)

— Bolgelengde anvendt ved den spektrofotometriske afleesning af OD (ekstinktionen) for NR
— Angivelse af eventuel referencebolgelengde

— Indholdet i brenden anvendt til eventuel méling af negative kontroller

Resultater

— Cellelevedygtighed for hver koncentration af teststoffet udtrykt som procent af levedygtigheden i kontrol-
lerne

— Koncentration/respons-kurver (koncentration af teststoffet over for den relative cellelevedygtighed), frem-
kommet i samherende eksperimenter, + UVA og -UVA

— Analyse af data af kurverne over koncentration/respons; hvis muligt beregning/kalkulation af ECs,
(+UVA) og ECs, (-UVA)

— Sammenligning af de to koncentration/respons-kurver, som er fremkommet ved bestrdling med og uden
UVA/synligt lys, enten ved beregning af fotoirritationsfaktor (PIF), eller beregning af den gennemsnitlige
lyseffekt (MPE)

— Klassifikation af fototoksiciteten

— Kiiterier for accept af test (a), samtidig negativ kontrol:
— Absolut levedygtighed (ekstinktion (OD) for NR-ekstraktet) for bestralede og ikke-bestralede celler
— Forklarende data for den negative kontrol, gennemsnit og standarddeviation

— Kiiterier for accept af test (b), samtidig positiv kontrol:
— ECs5, (+UVA) og ECsy (-UVA) og PIF for den positive kontrols kemikalie

— forklarende data for den positive kontrols kemikalie: ECs, (+ UVA) og ECsq (-UVA) og PIF, gennem-
snit og standarddeviation

Diskussion af resultater

Konklusioner
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Tilleeg

3T3 NRU-fototoksicitetstestens rolle i et sekvensskema til testning af kemikaliers fototoksicitet
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(Retsakter hvis offentliggorelse ikke er obligatorisk)

KOMMISSIONEN

KOMMISSIONENS BESLUTNING

af 19. maj 2000

om berigtigelse af direktiv 98/98/EF om femogtyvende tilpasning til den tekniske udvikling af
Rédets direktiv 67/548/EQF om tilnzrmelse af lovgivning om Kklassificering, emballering og
etikettering af farlige stoffer

(meddelt under nummer K(2000) 1333)

(E@S-relevant tekst)

(2000/368|EF)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Europaiske
Faellesskab,

under henvisning til Rédets direktiv 67/548/EQF af 27. juni
1967 om tilnaermelse af lovgivning om klassificering, emballe-
ring og etikettering af farlige stoffer('), senest andret ved
Europa-Parlamentets og Radets direktiv 1999/33[EF (%), sarlig
artikel 28, og

ud fra felgende betragtninger:

(1)  Bilag VI til direktiv 67/548/E@F indeholder kriterier for
klassificering og etikettering af farlige stoffer og prapara-
ter; bilag VI blev senest endret ved bilag 4 til direktiv
98/98/EF (%); punkt 3.2.3, 3.2.8, 6.2 og 8 i bilag 4 il
direktiv 98/98/EF er mangelfulde; det er derfor nedven-
digt at @ndre bilag 4 til direktiv 98/98/EF.

(2) De i denne beslutning fastsatte foranstaltninger er i over-
ensstemmelse med udtalelse fra Udvalget for Tilpasning

() EFT 196 af 16.8.1967, s. 1.
() EFT L 199 af 30.7.1999, s. 57.
() EFT L 355 af 30.12.1998, s. 1.

til den Tekniske Udvikling af Direktiverne om Fjernelse af
Tekniske Hindringer for Handelen med Farlige Stoffer og
Praparater —

VEDTAGET FOLGENDE BESLUTNING:

Artikel 1

Bilag 4 til direktiv 98/98/EF erstattes med bilaget til denne
beslutning.

Artikel 2

Denne beslutning er rettet til medlemsstaterne.

Udfardiget i Bruxelles, den 19. maj 2000.

Pd Kommissionens vegne
Margot WALLSTROM

Medlem af Kommissionen
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1.6.

2.2.2.1.

BILAG

»BILAG 4

For stoffer kan de data, som er nedvendige for klassificering og etikettering, fremskaffes siledes:

a) For de stoffer, for hvilke oplysningerne i bilag VII kraves, findes de fleste nedvendige data til klassificering
og etikettering i »basissattet«. Denne klassificering og etikettering skal revideres, nir der fremkommer flere
oplysninger (bilag VIII).

b) For andre stoffer (f.eks. dem, som er omtalt i ovenstdende punkt 1.5) ma de data, som er nedvendige for
klassificering og etikettering, fremskaffes fra forskellige kilder — f.eks.: resultater fra tidligere undersogel-
ser, oplysninger, som kraves i medfer af internationale regler for transport af farligt gods, oplysninger fra
opslagsvarker og fra litteraturen eller oplysninger stammende fra praktiske erfaringer. Hvor det er rele-
vant, kan der ogsd tages hensyn til resultaterne af struktur/aktivitet-relationer og ekspertvurderinger.

For praparater kan de data, som er nedvendige for klassificering og etikettering, fremskaffes saledes:

a) Hvis det drejer sig om fysisk-kemiske data: ved anvendelse af de metoder, der er anfert i bilag V. For gas-
formige praparater kan der anvendes en beregningsmetode for antendelige og oxiderende egenskaber (jf.
kapitel 9).

b) Hvis det drejer sig om data vedrerende virkninger for sundheden:

— ved anvendelse af de metoder, der er anfort i bilag V, ogleller ved anvendelse af den konventionelle
metode, der er henvist til artikel 3, stk. 5, litra a) til i), i direktiv 88/379/EQF, eller, for s vidt angar
R 65, ved anvendelse af reglerne i punkt 3.2.3

hvis det imidlertid drejer sig om evaluering af kraftfremkaldende, mutagene eller reproduktionstoksi-
ske virkninger: ved anvendelse af den konventionelle metode, der er henvist til i artikel 3, stk. 5, litra
j) til q), i direktiv 88/379/EQF.

Note vedravende udforelse af dyreforsog

Udferelsen af dyreforseg til opndelse af forsegsdata er omfattet af bestemmelserne i direktiv 86/609/EQF om
beskyttelse af dyr, der anvendes til forsog.

Anvendelse af kriterier for stoffer

Kriterierne i dette bilag finder direkte anvendelse, nir de pagaldende data er opndet ved undersogelsesmetoder,
som svarer til dem, der er beskrevet i bilag V. I andre tilfelde mé de foreliggende data evalueres ved at sam-
menligne de anvendte undersogelsesmetoder med dem, der er anfort i bilag V, og de regler, der er anfort i
dette bilag, med henblik pa bestemmelse af den rigtige klassificering og etikettering.

I nogle tilfelde kan der vere tvivl om, hvorledes de pagaldende kriterier skal anvendes, navnlig nar de kraver
anvendelse af ekspertvurdering. I sddanne tilfeelde skal fabrikanten, forhandleren eller importeren Klassificere
og etikettere stoffet midlertidigt pd grundlag af en kompetent persons vurdering af dokumentationen.

Hvor ovennavnte procedure er blevet fulgt, men der er frygt for eventuel inkonsekvens, kan der fremsettes et
forslag med henblik pa at indfere den midlertidige klassificering i bilag [, jf. dog artikel 6. Forslaget skal frem-
settes til en medlemsstat og skal ledsages af relevante videnskabelige data (se ogsd punkt 4.1).

En lignende procedure kan felges, nir der foreligger oplysninger, som kan give tvivl om nejagtigheden af en
eksisterende anforsel i bilag L.

Bemarkninger vedrorende peroxider

Hvad de eksplosive egenskaber angér klassificeres organiske peroxider eller preparater med indhold heraf i
den form, hvori de markedsfores, efter kriterierne i punkt 2.2.1 pd grundlag af prever, som gennemfores efter
metoderne i bilag V.
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I forbindelse med de brandnarende egenskaber kan de eksisterende metoder i bilag V ikke anvendes p organi-
ske peroxider.

Hvad stoffer angdr klassificeres organiske peroxider, der ikke allerede klassificeres som eksplosive, som farlige
pa grundlag af deres struktur (f.eks. R-O-O-H; R;-O-O-R,).

Praeparater, der ikke allerede klassificeres som eksplosive, klassificeres under anvendelse af den beregnings-
metode, der er baseret pd det procentvise indhold af aktivt ilt, og som er vist i punkt 9.5.

Organiske peroxider eller praparater med indhold heraf, der ikke allerede Klassificeres som eksplosive, klassifi-
ceres som brandnarende, safremt peroxidet eller praparatet indeholder:

— over 5% organiske peroxider, eller

— over 0,5% aktivt ilt fra de organiske peroxider og over 5% hydrogenperoxid.

3.2.3.  Sundhedsskadelig

Stoffer og praparater skal klassificeres som sundhedsskadelige og foreskrives symbolet »Xn« og farebetegnelse
»sundhedsskadelig« i overensstemmelse med de kriterier, som er specificeret nedenfor. Risikosetninger foreskri-
ves i overensstemmelse med folgende kriterier:

R 22 Farlig ved indtagelse

Akut toksicitet:
— LDy, oral, rotte, 200<LDsy< 2 000 mg/kg
— kritisk dosis, oral, rotte, 50 mg/kg: 100% overlevelse, men tydelige tegn pa toksicitet

— mindre end 100% overlevelse ved 500 mg/kg oral, rotte efter fastdosismetoden, se evalueringsskemaet i
testmetode Bla i bilag V.

R 21 Farlig ved hudkontakt

Akut toksicitet:

— LDy, dermal, rotte eller kanin: 400 <LDsy<2 000 mg/kg.

R 20 Farlig ved inddnding

Akut toksicitet:
— LG5 inddnding, rotte, for aerosoler eller partikler: 1<LCs<5 mg[lf/4 h

— LG, indanding, rotte, for gasser og dampe: 2 <LCsy<20 mg/l/4 h.

R 65 Farlig: kan give lungeskade ved indtagelse

Flydende stoffer og praparater, som pa grund af deres lave viskositet udger en aspirationsfare hos mennesker:

a) Stoffer og praparater, som indeholder alifatiske, alicycliske og aromatiske carbonhydrider i en samlet kon-
centration pd 10% eller derover, og som enten har:

— en udlebstid pd mindre end 30 sek. i et 3 mm ISO-bager i overensstemmelse med ISO 2431, eller

— en kinematisk viskositet, mdlt ved et kalibreret glaskapillarviskometer i overensstemmelse med ISO
3104/3105, p4 mindre end 7x107% m?[sek. 40°C, eller

— en kinematisk viskositet, beregnet pd grundlag af malinger ved hjelp af rotationsviskosimetri i over-
ensstemmelse med 1SO 3129, pd mindre end 7 x 1076 m?[sek. ved 40°C.

Bemerk: Klassificering af stoffer og praparater, som opfylder disse kriterier, kan undlades, sifremt deres
gennemsnitlige overfladespanding er over 33 mN/m ved 25°C mélt ved Nuoy-tensiometer eller ved de

malemetoder, der er vist i bilag V, del A.5.

b) Andre stoffer og praparater, hvis der foreligger praktisk erfaring fra mennesker.



8.6.2000

De Europziske Fellesskabers Tidende

L 136/111

3.2.3.1.

3.2.6.1.

R 40 Mulighed for varig skade pa helbred

— Stor sandsynlighed for, at der ud over de i kapitel 4 omhandlede virkninger fordrsages irreversibel skade
ved en enkelt pavirkning pd en given méde, generelt med doser af ovennavnte storrelsesorden.

For at angive indgivelser/pavirkningsméde skal en af folgende kombinationer anvendes: R 40/20, R 40/21, R
40[22, R 40/20/21, R 40/20/22, R 40/21/22, R 40/20/21/22.

R 48 Alvorlig sundhedsfare ved laengere tids pavirkning

— Sandsynlighed for, at der ved gentagen eller vedvarende pévirkning ved en given applikationsmade kan
forarsages alvorlig skade (tydelig funktionsforstyrrelse eller morfologisk @ndring af toksikologisk betyd-
ning).

Stoffer og praparater klassificeres mindst som sundhedsskadelige, nar disse virkninger observeres ved niveauer
af folgende storrelsesorden:

— oral, rotte <50 mg/kg (legemsvaegt)/dag
— dermal, rotte eller kanin <100 mg/kg (legemsveegt)/dag

— indénding, rotte <0,25 mgfl, 6 h/dag.

Disse vejledende verdier kan anvendes umiddelbart, nar der i forseg vedrerende subkronisk toksicitet (90
dage) er iagttaget alvorlige skader. Ved fortolkning af resultaterne af forseg vedrerende subakut (28 dage) tok-
sicitet ber disse verdier vare ca. tre gange s store. Hvis der foreligger et forsag vedrerende kronisk toksicitet
(to ar), ber der foretages en evaluering fra sag til sag. Hvis der foreligger resultater af undersogelser af forskel-
lig varighed, bar resultaterne fra undersegelsen af den laengste varighed normalt anvendes.

For at angive indgivelse/pavirkningsmade skal en af folgende kombinationer anvendes: R 48/20, R 48/21, R
48/22, R 48/20/21, R 48/20[22, R 48/21/22, R 48/20/21/22.

Bemearkninger vedrorende flygtige stoffer

Ved bestemte stoffer, for hvilke det gelder, at koncentrationen af de meattede dampe er hgj, kan der foreligge
tegn pd virkninger, som giver anledning til bekymring. Sddanne stoffer bliver muligvis ikke klassificeret efter
kriterierne for virkninger for sundheden i dette bilag (punkt 3.2.3) eller er ikke omfattet af punkt 3.2.8. Hvor
der imidlertid er tilstrackkeligt bevis for, at sddanne stoffer kan give anledning til risici under normal hand-
tering og brug, kan det efter individuel evaluering blive nedvendigt at klassificere dem i bilag L.

Inflammation af huden:
Folgende risikosztninger foreskrives efter de givne kriterier:

R 38 Irriterer huden

— Stoffer og praparater, som fordrsager betydelig inflammation af huden, som efter en indvirkningstid pa
hejst fire timer vedvarer mindst 24 timer, bestemt pd kaniner i overensstemmelse med den i bilag V
omhandlede hudirritationsprove.

Inflammationen er betydelig

a) hvis middelveerdien af de vaerdier, der er opnéet for enten redme- eller skorpedannelse eller vaskean-
samling, beregnet for alle prevede dyr, er 2 eller derover, eller

b) sifremt den i bilag V omhandlede prove er gennemfort pd tre dyr, hvis verdien for enten redme-
eller skorpedannelse eller vaskeansamling, beregnet for hvert dyr, hos to eller flere dyr svarer til 2
eller derover.

I begge tilfeelde indgér alle de pa hvert afleesningstidspunkt (24, 48 og 72 timer) opndede verdier i bereg-
ningen af de respektive middelveerdier.
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Inflammation af huden er ogsa betydelig, hvis den vedvarer pd mindst to dyr indtil observationsperiodens
afslutning. Der skal tages hensyn til sarlige virkninger som f.eks. havelser, skeel, misfarvning, revner, skor-
per og harfeldning.

Der kan ogsd hentes relevante data fra ikke-akutte dyreforseg (se bemzrkninger til R 48, punkt 2, litra d)).
Disse anses for at veere signifikante, hvis de synlige virkninger svarer til de ovenfor beskrevne.

— Stoffer og praeparater, som fordrsager betydelig inflammation af huden, pa grundlag af praktiske observa-
tioner hos mennesker, ved gjeblikkelig, leengere eller gentagen kontakt.

— Organiske peroxider, medmindre der foreligger dokumentation for det modsatte.

Parcestesi: Parestesi, som opstdr hos mennesker ved hudkontakt med pyrethroidpesticider, betragtes ikke som
en irriterende virkning, der begrunder klassificering som Xi; R 38. S-s@tning S 24 ber imidlertid anvendes for
stoffer, der kan fremkalde denne virkning.

Andpre toksikologiske egenskaber

Supplerende risikosetninger foreskrives efter folgende kriterier (som er baseret pa erfaringer, som er hestet
under udarbejdelsen af bilag I) for stoffer og praparater, som er klassificeret i henhold til ovenstdende punkt
2.2.1 il 3.2.7 ogleller kapitel 4 og 5.

R 29 Udvikler giftig gas ved kontakt med vand

For stoffer og preparater, der i kontakt med vand eller fugtig luft udvikler meget giftige/giftige gasarter i
potentielt farlige maengder, f.eks. aluminiumphosphid, phosphorpentasulphid.

R 31 Udvikler giftig gas ved kontakt med syre

For stoffer og praparater, der reagerer med syre under udvikling af giftige gasarter i farlige mangder, f.cks.
natriumhypochlorit, bariumpolysulphider. For stoffer til almindelig brug ber S 50 (M& ikke blandes med ...
(angives af fabrikanten)) foretrakkes.

R 32 Udvikler meget giftig gas ved kontakt med syre

For stoffer og praparater, der reagerer med syre under udvikling af meget giftige gasarter i farlige maengder,
f.eks. salte af hydrogencyanid, natriumazid. For stoffer til almindelig brug ber S 50 (M4 ikke blandes med ...
(angives af fabrikanten)) foretrakkes.

R 33 Kan ophobes i kroppen efter gentagen brug

For stoffer og preparater, som formodentlig ophobes i det menneskelige legeme, og hvor denne ophobning
kan give anledning til beteenkelighed, men dog ikke i sé hej grad, at det er berettiget at anvende R 48.

R 64 Kan skade bern i ammeperioden

For stoffer og praparater, som indtages af kvinder, og som kan pavirke amningen, eller som kan vzre til stede
(inklusive metabolitter) i modermalken i tilstrakkelige mangder til, at det kan blive sundhedsskadeligt for
brystbern.

Med hensyn til bemerkninger om anvendelsen af denne R-satning (og i visse tilfeelde R 33) henvises der til
punkt 4.2.3.3.

R 66 Gentagen udsattelse kan give tor eller revnet hud

For stoffer og praparater, der kan give anledning til bekymring, fordi huden bliver ter, skaller af eller revner,
men som ikke opfylder kriterierne for R 38

enten pad grundlag af:
— praktiske observationer efter normal hindtering og anvendelse, eller

— relevant dokumentation vedrerende deres forudsagte virkninger pd huden.

Se ogsd punkt 1.6 og 1.7.
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5.2.2.

5.2.2.1.

5.2.2.2.

R 67 Dampe kan give slovhed og svimmelhed

For flygtige stoffer og praparater, der indeholder stoffer, som forarsager klare symptomer pa svakkelse af cen-
tralnervesystemet ved inddnding, og som ikke allerede er klassificeret med hensyn til akut toksicitet ved ind-
anding (R 20, R 23, R 26, R 40/20, R 39/23 eller R 39/26).

Folgende dokumentation kan anvendes:

a) Data fra dyreforsag, som viser tydelige tegn pd svakkelse af centralnervesystemet, sdsom narkotiske virk-
ninger, letargi, svigtende koordinering (herunder tab af »righting reflex« — dvs. refleksen, der far dyret til
at komme tilbage til opret stilling) og ataksi:

— enten ved koncentrationer/eksponeringstider pd hgjst 20 mg/l/4 h, eller

— hvor forholdet mellem effektkoncentrationen ved op til 4 timer og den mattede dampkoncentration
(SVQ) ved 20°C er mindre end eller lig med 1/10.

b) Praktisk erfaring hos mennesker (f.eks. narkose, desighed, reduceret opmarksomhed, svigtende reflekser,
svigtende koordinering, vertigo) fra veldokumenterede rapporter under eksponeringsvilkdr, der er sam-
menlignelige med de ovenfor specificerede virkninger for dyr.

Se ogsd punkt 1.6 og 1.7.
Se punkt 2.2.6 med hensyn til andre supplerende risikosetninger.

Hvis en fabrikant, forhandler eller importer er i besiddelse af oplysninger, der tyder pa, at stoffet ber klassifice-
res og ctiketteres i overensstemmelse med de i punkt 4.2.1, 4.2.2 eller 4.2.3 fastsatte kriterier, skal han midler-
tidigt etikettere stoffet i overensstemmelse med disse kriterier pd grundlag af en kompetent persons vurdering
af dokumentationen.

Fabrikanten, forhandleren eller importeren skal sd hurtigt som muligt fremsende et skriftligt resumé af alle
relevante oplysninger til en medlemsstat, hvor stoffet markedsfores. Resuméet skal omfatte en bibliografi med
alle relevante referencer og eventuelt andre endnu ikke offentliggjorte relevante data.

Endvidere skal en fabrikant, forhandler eller importer, som er i besiddelse af nye data, som er relevante for
klassificeringen og etiketteringen af et stof i overensstemmelse med de kriterier, der er anfort i punkt 4.2.1,
4.2.2 eller 4.2.3, sd hurtigt som muligt fremsende disse data til en medlemsstat, hvor stoffet markedsfores.

Andre miljoer end vandmiljoet

Stoffer klassificeres som farlige for miljoet og tildeles symbolet »N« samt den tilsvarende farebetegnelse, og der
foreskrives risikosatninger efter folgende kriterier:

R 54: Giftig for planter

R 55: Giftig for dyr

R 56: Giftig for organismer i jordbunden
R 57: Giftig for bier

R 58: Kan forarsage uonskede langtidsvirkninger i miljoet

Stoffer, som pé grundlag af de foreliggende beviser for deres egenskaber, persistens, akkumuleringspotentiel og
deres forudsete eller observerede skabne og opfersel i miljoet alligevel kan udgere en gjeblikkelig eller langsig-
tet ogfeller forsinket fare for struktur ogfeller funktion af andre naturlige okosystemer end dem, der er omfat-
tet af punkt 5.2.1. Detaljerede kriterier vil blive udarbejdet senere.

Stoffer klassificeres som farlige for miljeet og tildeles symbolet »N« samt de tilsvarende farebetegnelse, og der
foreskrives risikosatninger efter folgende kriterier:

R 59: Farlig for ozonlaget

Stoffer, som pa grundlag af de foreliggende beviser for deres egenskaber og deres forudsete eller observerede
skaebne og opfersel i miljget kan udgere en fare for struktur ogfeller funktion af ozonlaget i stratosferen.
Dette omfatter stoffer, der er navnt i bilag I i Radets forordning (EF) nr. 3093/94 om stoffer, der nedbryder
ozonlaget (EFT L 333 af 22.12.1994, s. 1), med senere @ndringer.
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6.2. Sikkerhedssatninger for stoffer og preparater

S 1 Opbevares under lis

— Anvendes til:

— meget giftige, giftige og «tsende stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:

— obligatorisk for ovennavnte stoffer og praparater, hvis de salges til privat brug.

S 2 Opbevares utilgeengeligt for bern

— Anvendes til:

— alle farlige stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:

— obligatorisk for alle farlige stoffer og preeparater, hvis de szlges til privat brug, undtagen de stoffer og
praparater, der alene er farlige for miljoet.

S 3 Opbevares koligt

— Anvendes til:
— organiske peroxider

— andre farlige stoffer og preparater med kogepunkt <40°C.

— Anvendelseskriterier:
— obligatorisk for organiske peroxider, medmindre S 47 anvendes

— anbefales til andre farlige stoffer og praparater med kogepunkt <40°C.

S 4 Ma ikke opbevares i nerheden af beboelse
— Anvendes til:
— meget giftige og giftige stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:
— normalt begranset til meget giftige og giftige stoffer og praparater, hvis S 13 ber suppleres, f.eks.
ndr der er fare ved indénding, og stoffet eller preeparatet ikke ber opbevares i narheden af beboelse.

Sikkerhedsseatningen udelukker ikke, at stoffet eller praparatet anvendes i nerheden af beboelse, nir
anvendelsen sker pé rette made.

S 5 Opbevares under ... (en egnet vaeske, som angives af fabrikanten)

— Anvendes til:

— selvantendelige faste stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:

— normalt begranset til serlige tilfelde, f.eks. natrium, kalium eller hvid fosfor.

S 6 Opbevares under ... (en inaktiv gas, som angives af fabrikanten)

— Anvendes til:

— farlige stoffer og praparater, som skal opbevares under en inaktiv atmosfere.

— Anvendelseskriterier:

— normalt begranset til serlige tilfelde, f.eks. bestemte organiske metalforbindelser.
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S 7 Emballagen skal holdes tet lukket

— Anvendes til:
— organiske peroxider

— stoffer og praparater, som kan afgive meget giftige, giftige, sundhedsskadelige eller yderst brandfarlige
dampe

— stoffer og praparater, som afgiver yderst brandfarlige gasarter ved kontakt med fugt

— meget brandfarlige faste stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:
— obligatorisk for organiske peroxider

— anbefales til de gvrige ovenfor nevnte anvendelsesomréder.

S 8 Emballagen skal opbevares tort

— Anvendes til:
— stoffer og preparater, der reagerer voldsomt med vand
— stoffer og praparater, der ved kontakt med vand udvikler yderst brandfarlige gasarter

— stoffer og praparater, der ved kontakt med vand udvikler meget giftige og giftige gasarter.

— Anvendelseskriterier:
— normalt begranset til ovennavnte anvendelsesomrade, nar det er nedvendigt at skaerpe de advarsler,

der gives iseer med R 14 og R 15 samt med R 29.

S 9 Emballagen skal opbevares pa et godt ventileret sted

— Anvendes til:
— flygtige stoffer og praparater, der kan udvikle meget giftige, giftige eller sundhedsskadelige dampe

— yderst brandfarlige eller meget brandfarlige veesker og yderst brandfarlige gasarter.

— Anvendelseskriterier:

— anbefales til flygtige stoffer og preparater, der kan udvikle meget giftige, giftige eller sundhedsskade-
lige dampe

— anbefales til yderst brandfarlige og meget brandfarlige vaesker og yderst brandfarlige gasarter.

S 12 Emballagen ma ikke lukkes taet

— Anvendes til:

— stoffer og praparater, der ved udvikling af gasarter eller dampe vil kunne spreenge emballagen.

— Anvendelseskriterier:

— normalt begranset til ovennaevnte specielle tilfaelde.

S 13 Ma ikke opbevares sammen med fedevarer, drikkevarer og foderstoffer

— Anvendes til:

— meget giftige, giftige og sundhedsskadelige stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:

— anbefales, hvis det er sandsynligt, at de pagaeldende stoffer og praparater vil blive brugt privat.
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S 14 Opbevares adskilt fra ... (uforligelige stoffer, som angives af fabrikanten)

— Anvendes til:

— organiske peroxider

— Anvendelseskriterier:
— obligatorisk for og normalt begranset til organiske peroxider. Kan ogsd med fordel anvendes i ganske

serlige tilfelde, ndr stoffets uforligelighed kan indebaere en speciel risiko.

S 15 Ma ikke udseattes for varme

— Anvendes til:

— stoffer og praparater, der kan spaltes eller reagerer spontant ved varmepévirkning.

— Anvendelseskriterier:
— normalt begranset til serlige tilfelde, f.eks. monomerer, men ikke foreskrevet, hvis risikosatningerne

R 2, R 3 ogfeller R 5 allerede er anvendt.

S 16 Holdes vaek fra antendelseskilder — rygning forbudt

— Anvendes til:

— yderst brandfarlige eller meget brandfarlige vaesker og yderst brandfarlige gasarter.

— Anvendelseskriterier:
— anbefales til ovennavnte stoffer og preeparater, men ikke foreskrevet, hvis risikosetningerne R 2, R 3

ogleller R 5 allerede er anvendt.

S 17 Holdes vak fra breendbare stoffer

— Anvendes til:

— stoffer og preparater, som kan udvikle eksplosive eller selvanteendelige blandinger med brendbart
materiale.

— Anvendelseskriterier:

— anvendes i serlige tilfelde, f.eks. understregning af R 8 og R 9.

S 18 Emballagen skal behandles og dbnes med forsigtighed

— Anvendes til:
— stoffer og praparater med tilbgjelighed til at frembringe overtryk i emballagen

— stoffer og praparater, der kan udvikle eksplosive peroxider.

— Anvendelseskriterier:
— normalt begranset til ovennzvnte tilfelde, ndr der er fare for gjenskader, ogleller hvis det er sandsyn-

ligt, at stofferne og praparaterne vil blive brug privat.

S 20 Der mi ikke spises eller drikkes under brugen
— Anvendes til:
— meget giftige, giftige og @tsende stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:

— normalt begranset til serlige tilfelde (f.eks. arsen og arsenforbindelser; fluoracetater), iser hvis det er
sandsynligt, at de vil blive brugt privat.
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S 21 Der mi ikke ryges under brugen

— Anvendes til:

— stoffer og praparater, der udvikler giftige forbraendingsprodukter.

— Anvendelseskriterier:

— normalt begrenset til serlige tilfelde (f.eks. halogenerede forbindelser).

S 22 Undgi indinding af stev

— Anvendes til:

— alle faste stoffer og praparater, som er farlige for sundheden.

— Anvendelseskriterier:
— obligatorisk for de ovennzvnte stoffer og praparater, for hvilke R 42 er foreskrevet
— anbefales til ovennavnte stoffer og praparater, sdfremt de leveres i form af stov, der kan inddndes, og

de eventuelle sundhedsfarer ved indénding ikke kendes.

S 23 Undgd indanding af gas/reg/dampe/aerosoltiger (den eller de pigeldende betegnelser angives af
fabrikanten)

— Anvendes til:

— alle flydende og gasformige stoffer og praparater, som er farlige for sundheden

— Anvendelseskriterier:
— obligatorisk for de ovennzvnte stoffer og praparater, for hvilke R 42 er foreskrevet
— obligatorisk for stoffer og praparater til sprejtning. Der foreskrives endvidere enten S 38 eller S 51

— anbefales, ndr det er nedvendigt at henlede brugerens opmarksomhed pé fare ved inddnding, som
ikke fremgar af de foreskrevne risikosetninger.

S 24 Undgé kontakt med huden

— Anvendes til:

— alle stoffer og preparater, som er farlige for sundheden.

— Anvendelseskriterier:

— obligatorisk for de ovennavnte stoffer og praparater, for hvilke R 43 er foreskrevet, medmindre S 36
ogsd er foreskrevet

— anbefales, hvis det er nedvendigt at henlede brugerens opmarksomhed pa farer ved hudkontakt, som

ikke fremgar af de foreskrevne risikosatninger (f.eks. parastesi); kan ogsd anvendes til understregning
af sddanne risikoseetninger.

S 25 Undgi kontakt med gjnene

— Anvendes til:

— alle stoffer og preparater, som er farlige for sundheden.

— Anvendelseskriterier:

— anbefales, hvis det er nedvendigt at henlede brugerens opmarksomhed pé farer ved gjenkontakt, som
ikke fremgdr af de foreskrevne risikosatninger; kan ogsa anvendes til understregning af sddanne risi-
kosetninger

— anbefales for stoffer, for hvilke R 34, R 35, R 36 eller R 41 er foreskrevet, hvis det er sandsynligt, at
disse stoffer vil blive brugt privat.
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S 26 Kommer stoffet i gjnene, skylles der straks grundigt med vand, og leege kontaktes

— Anvendes til:

— «tsende og lokalirriterende stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:

— obligatorisk for @tsende stoffer og praparater samt for stoffer og praparater, for hvilke R 41 er fore-
skrevet

— anbefales for lokalirriterende stoffer og preparater, for hvilke risikosatningen R 36 allerede er fore-

skrevet.

S 27 Tilsmudset toj tages straks af

— Anvendes til:

— meget giftige, giftige og «tsende stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:

— obligatorisk for meget giftige stoffer og preaparater, for hvilke R 27 er foreskrevet, hvis det er sand-
synligt, at disse stoffer vil blive brugt privat

— anbefales for meget giftige stoffer og praparater, for hvilke R 27 er foreskrevet, og som anvendes i
industrien. Denne sikkerhedssatning ber imidlertid ikke anvendes, hvis S 36 er foreskrevet

— anbefales for giftige stoffer og preparater, for hvilke R 24 er foreskrevet, samt wtsende stoffer og

praparater, hvis det er sandsynligt, at disse stoffer vil blive brugt privat.

S 28 Kommer stof pd huden, vaskes der straks med store mangder ... (angives af fabrikanten)

— Anvendes til:

— meget giftige, giftige eller atsende stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:
— obligatorisk for meget giftige stoffer og preparater
— anbefales til ovennavnte stoffer og praparater, iser hvis vand ikke er den bedst egnede rensevaske
— anbefales for @tsende stoffer og praeparater, hvis det er sandsynligt, at disse stoffer vil blive brugt pri-

vat.

S 29 Ma3 ikke tommes i kloakafleb

— Anvendes til:
— yderst brandfarlige og meget brandfarlige vaesker, der ikke lader sig blande med vand
— meget giftige og giftige stoffer og preparater

— miljefarlige stoffer.

— Anvendelseskriterier:

— obligatorisk for miljefarlige stoffer, som har faet tildelt symbolet »N¢, hvis det er sandsynligt, at disse
stoffer vil blive brugt privat, medmindre de direkte er beregnet til privat brug

— anbefales til ovennavnte stoffer og praparater, hvis det er sandsynligt, at de vil blive brugt privat,
medmindre de direkte er beregnet til privat brug.
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S 30 Heeld aldrig vand pé eller i produktet

— Anvendes til:

— stoffer og preparater, der reagerer voldsomt med vand.

— Anvendelseskriterier:
— normalt begreenset til serlige tilfeelde (f.eks. svovlsyre), men kan efter omstendighederne anvendes til

at gore oplysningerne sd tydelige som muligt, enten for at understrege R 14 eller som et alternativ til
R 14.

S 33 Treef foranstaltninger mod statisk elektricitet

— Anvendes til:

— yderst brandfarlige og meget brandfarlige stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:
— anbefales til industrimzssigt anvendte stoffer og praparater, der ikke absorberer fugtighed. Anvendes

i realiteten aldrig til stoffer og preeparater, der markedsferes til privat brug.

S 35 Stoffet og emballagen skal bortskaffes pd en sikker mide

— Anvendes til:

— alle farlige stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:
— anbefales for stoffer og praparater, hvor der er behov for serlig vejledning af hensyn til sikker bort-

skaffelse.

S 36 Brug serligt arbejdstoj

— Anvendes til:
— organiske peroxider
— meget giftige, giftige eller sundhedsskadelige stoffer og praparater

— atsende stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:
— obligatorisk for meget giftige og @tsende stoffer og praparater
— obligatorisk for de stoffer og praparater, hvor enten R 21 eller R 24 er foreskrevet

— obligatorisk for kraftfremkaldende, mutagene og reproduktionstoksiske stoffer og praparater i kate-
gori 3, medmindre virkningerne udelukkende fremkaldes ved indénding af stoffet eller praparatet

— obligatorisk for organiske peroxider

— anbefales for giftige stoffer og praeparater, hvis LDsj-dermal-verdien ikke kendes, men stoffet eller
praparatet sandsynligvis er giftigt ved hudkontakt

— anbefales til industrimassigt anvendte stoffer og praparater, som vil kunne vare sundhedsskadelige

ved vedvarende pévirkning.

S 37 Brug egnede beskyttelseshandsker under arbejdet

— Anvendes til:
— meget giftige, giftige, sundhedsskadelige og «tsende stoffer og praparater
— organiske peroxider

— stoffer og preaparater, der irriterer huden eller kan give overfelsomhed ved hudkontakt.
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— Anvendelseskriterier:
— obligatorisk for meget giftige og @tsende stoffer og praparater
— obligatorisk for de stoffer og praparater, hvor enten R 21, R 24 eller R 43 er foreskrevet

— obligatorisk for kraftfremkaldende, mutagene og reproduktionstoksiske stoffer og praparater i kate-
gori 3, medmindre virkningerne udelukkende fremkaldes ved inddnding af stoffet eller praeparatet

— obligatorisk for organiske peroxider

— anbefales for giftige stoffer og praeparater, hvis LDsj-dermal-vaerdien ikke kendes, men stoffet eller
praparatet sandsynligvis er sundhedsskadeligt ved hudkontakt

— anbefales til stoffer og praparater, som irriterer huden.

S 38 Brug egnet dndedreatsveern, hvis effektiv ventilation ikke er mulig

— Anvendes til:

— meget giftige og giftige stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:

— normalt begrenset til sarlige tilfelde, hvor meget giftige og giftige stoffer og praparater finder anven-
delse 1 industri eller landbrug.

S 39 Brug beskyttelsesbriller/ansigtsskarm under arbejdet

— Anvendes til:
— organiske peroxider

— «tsende stoffer og praparater og lokalirriterende stoffer og preparater med tendens til at give alvor-
lige gjenskader

— meget giftige og giftige stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:
— obligatorisk for de stoffer og praparater, hvor R 34, R 35 eller R 41 er foreskrevet
— obligatorisk for organiske peroxider

— anbefales, hvor det er nedvendigt at henlede brugerens opmerksomhed péd farer ved gjenkontakt,
som ikke er navnt i de foreskrevne risikosatninger

— normalt begranset til meget giftige og giftige stoffer og preparater i ganske serlige tilfeelde, nar der

er risiko for oversprejtning, og de sandsynligvis let absorberes af huden.

S 40 Gulvet og tilsmudsede genstande renses med ... (angives af fabrikanten)

— Anvendes til:

— alle farlige stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:
— normalt begranset til farlige stoffer og praparater, for hvilke vand ikke betragtes som et egnet rense-
middel (f.eks. hvor det er nedvendigt, at det absorberes af pulverformigt materiale, fortyndes med

oplesningsmiddel osv.), samt hvor det af sundhedsmassige ogfeller sikkerhedsmaessige grunde er
vasentligt, at etiketten paferes en advarsel.

S 41 Undgi at inddnde rogen ved brand eller eksplosion

— Anvendes til:

— farlige stoffer og praparater, der ved forbreending udvikler meget giftige og giftige gasarter.

— Anvendelseskriterier:

— normalt begranset til serlige tilfaelde.
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S 42 Brug egnet dndedraetsvern ved rygning/sprejtning (den eller de pigeldende betegnelser angives
af fabrikanten)

— Anvendes til:

— stoffer og praparater til denne anvendelse, der rummer fare for brugerens sundhed og sikkerhed,
medmindre de rigtige forsigtighedsforanstaltninger er taget.

— Anvendelseskriterier:

— normalt begrenset til serlige tilfeelde.

S 43 Brug ... ved brandslukning (den nejagtige type brandslukningsudstyr angives. Sifremt vand ikke
ma bruges, tilfojes der: »Brug ikke vandc)

— Anvendes til:

— yderst brandfarlige, meget brandfarlige og brandfarlige stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:

— obligatorisk for stoffer og preparater, som ved kontakt med vand eller fugtig luft udvikler yderst
brandfarlige gasarter

— anbefales til yderst brandfarlige, meget brandfarlige og brandfarlige stoffer og praparater, iser hvis de
ikke er blandbare med vand.

S 45 Ved ulykkestilfzelde eller ved ildebefindende er omgiende laegebehandling nedvendig (vis etiket-
ten, hvis dette er muligt)

— Anvendes til:

— meget giftige stoffer og praeparater

— giftige og @tsende stoffer og praparater

— stoffer og preparater, som kan give overfelsomhed ved indénding.
— Anvendelseskriterier:

— obligatorisk for ovennavnte stoffer og praparater.

S 46 Ved indtagelse: kontakt omgdende leege og vis denne beholder eller etiket

— Anvendes til:

— alle farlige stoffer og praparater, undtagen meget giftige, giftige, atsende og miljefarlige.

— Anvendelseskriterier:

— obligatorisk for alle ovennavnte farlige stoffer og preparater, hvis det er sandsynligt, at de vil blive
brugt privat, medmindre der ikke er grund til at antage, at de er farlige at indtage, is@r for bern.

S 47 Ma ikke opbevares ved temperaturer pd over ...°C (angives af fabrikanten)

— Anvendes til:

— stoffer og praparater, der bliver ustabile ved en bestemt temperatur.

— Anvendelseskriterier:

— normalt begrenset til serlige tilfelde (f.eks. visse organiske peroxider).

S 48 Holdes befugtet med ... (passende middel angives af fabrikanten)

— Anvendes til:

— stoffer og preaparater, som i ter tilstand kan blive meget folsomme for gnister, gnidning og sted.

— Anvendelseskriterier:

— normalt begranset til serlige tilfelde, f.eks. nitrocellulose.
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S 49 Ma kun opbevares i den originale emballage

— Anvendes til:

— stoffer og praparater, der let nedbrydes katalytisk.

— Anvendelseskriterier:

— stoffer og praparater, der let nedbrydes katalytisk, f.eks. visse organiske peroxider.

S 50 Mai ikke blandes med ... (angives af fabrikanten)

— Anvendes til:

— stoffer og praparater, som kan reagere med det angivne produkt og udvikle meget giftige og giftige
gasarter

— organiske peroxider.

— Anvendelseskriterier:

— anbefales til ovennzvnte stoffer og praparater, hvis det er sandsynligt, at de vil blive brugt privat,
safremt R 31 eller R 32 ikke er bedre alternativer

— obligatorisk for visse peroxider, som kan reagere voldsomt med acceleratorer og lignende stoffer.

S 51 Ma kun bruges pa steder med god ventilation

— Anvendes til:

— stoffer og praparater, som kan eller er beregnet til at frembringe damp, pulver, spray, gasarter, tige
osv., der kan medfere fare ved inddnding, brand eller eksplosion.

— Anvendelseskriterier:
— anbefales, hvis S 38 ikke ber anvendes. Den er derfor vigtig, hvis det er sandsynligt, at disse stoffer

og preaparater vil blive brugt privat.

S 52 Ber ikke anvendes til storre flader i beboelses- eller opholdsrum

— Anvendes til:

— flygtige, meget giftige, giftige og sundhedsskadelige stoffer og praparater, som indeholder sddanne
stoffer.

— Anvendelseskriterier:
— anbefales for stoffer, der pa grund af afdampning fra store behandlede overflader i beboelses- eller

opholdsrum kan medfere sundhedsfare efter lang tids udszttelse for stoffet.

S 53 Undga enhver kontakt — indhent szrlige anvisninger for brug

— Anvendes til:

— kreeftfremkaldende, mutagene og/eller reproduktionstoksiske stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:
— obligatorisk for ovennavnte stoffer og praparater, for hvilke der er foreskrevet mindst en af folgende

R-satninger: R 45, R 46, R 49, R 60 eller R 61.

S 56 Aflever dette materiale og dets beholder til et indsamlingssted for farligt affald og problem-
affald

— Anvendes til:
— alle farlige stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:

— anbefales for alle farlige stoffer og praparater, hvis det er sandsynligt, at de vil blive brugt privat, hvor
der er behov for serlig bortskaffelse.
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S 57 Skal emballeres forsvarligt for at undga miljeforurening

— Anvendes til:

— stoffer, som har féet tildelt symbolet »Ne.

— Anvendelseskriterier:

— begranses normalt til stoffer, som ikke er beregnet til privat brug.

S 59 Indhent oplysninger om genvinding/genanvendelse hos fabrikanten/leveranderen

— Anvendes til:

— alle farlige stoffer og praeparater.

— Anvendelseskriterier:
— obligatorisk for stoffer, der er farlige for ozonlaget

— anbefales for andre stoffer og praparater, for hvilke genvinding/genanvendelse mé anbefales.

S 60 Dette materiale og dets beholder skal bortskaffes som farligt affald

— Anvendes til:

— alle farlige stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:

— anbefales for stoffer og praparater, som sandsynligvis ikke vil blive brugt privat, og hvor S 35 ikke er
foreskrevet.

S 61 Undgd udledning til miljoet. Se swrlig vejledning/sikkerhedsdatablad

— Anvendes til:

— stoffer, som er farlige for miljoet.

— Anvendelseskriterier:
— anvendes normalt for stoffer, som har féet tildelt symbolet »N«

— anbefales til alle stoffer, der klassificeres som farlige for miljoet, og som ikke er omfattet ovenfor.

S 62 Ved indtagelse: undgi at fremprovokere opkastning; kontakt omgdende leege og vis denne behol-
der eller etiket

— Anvendes til:

— stoffer og praparater klassificeret som sundhedsskadelige med R 65 i overensstemmelse med kriteri-
erne i punkt 3.2.3

— anvendes ikke til stoffer og praeparater, som markedsferes i aerosolbeholdere eller i beholdere, som er
forsynet med en uaftagelig sprayanordning (se punkt 8 og 9).

— Anvendelseskriterier:

— obligatorisk for ovennavnte stoffer og preparater, hvis de salges til eller er beregnet til privat brug,
medmindre S 45 eller S 46 er obligatorisk

— anbefales for ovennavnte stoffer og praparater, nir de anvendes i industrien, medmindre S 45 eller S

46 er obligatorisk.

S 63 Ved ulykkestilfeelde ved indinding bringes tilskadekomne ud i frisk luft og holdes i ro
— Anvendes til:
— meget giftige og giftige stoffer og preeparater (gas, damp, partikler, flygtige vasker)

— stoffer og praparater, som kan give overfglsomhed ved indanding.
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— Anvendelseskriterier:
— obligatorisk for stoffer og praparater, for hvilke der er foreskrevet R 26, R 23 eller R 42, hvis det er

sandsynligt, at disse stoffer og praparater vil blive brugt privat pd en mdde, som kan medfere ind-
dnding.

S 64 Ved indtagelse: skyl munden med vand (kun hvis personen er ved bevidsthed)

— Anvendes til:

— tsende eller lokalirriterende stoffer og praparater.

— Anvendelseskriterier:

— anbefales for ovennavnte stoffer og praparater, hvis det er sandsynligt, at de vil blive brugt privat, og
hvor ovennavnte behandling er egnet.

Valg af sikkerhedsseetninger

Ved det endelige valg af sikkerhedssatninger skal de pa etiketten anforte risikosatninger og den tilsigtede brug
af stoffet eller praeparatet tages i betragtning:

— I almindelighed vil indtil fire S-sectninger veere tilstrackkelig til at beskrive de vigtigste sikkerhedsforskrifter;
i denne sammenhzang betragtes kombinationssatningerne i bilag IV som enkeltsatninger.

— Med hensyn til S-setningerne vedrerende bortskaffelse skal der anvendes en S-setning, medmindre det er
klart, at bortskaffelse af stoffet og beholderen ikke udger nogen fare for menneskers sundhed eller miljoet.
Rédgivning om sikker bortskaffelse er iser vigtig for stoffer og preparater, der sxlges til private.

— Nogle R-satninger bliver overflodige, hvis der foretages en omhyggelig udvalgelse af S-setninger, og
omvendt. S-setninger, som klart svarer til R-s@tninger, ber kun forekomme pa etiketten, sifremt en serlig
advarsel gnskes fremhzavet.

— Ved valg af sikkerhedssatninger mé man vare sarlig opmarksom pa de anvendelsesméder, som kan for-
udses for visse stoffer og produkter, f.eks. sprojtning eller anden aerosolvirkning. Setningerne skal velges
ud fra den tilsigtede anvendelse.

— Sikkerhedssatningerne S 1, S 2 og S 45 er obligatoriske for alle meget giftige, giftige og «tsende stoffer
og praparater, som salges til privat brug.

— Sikkerhedssatningerne S 2 og S 46 er obligatoriske for alle andre farlige stoffer og praparater (undtagen
de stoffer og praparater, der alene er farlige for miljoet), som selges til privat brug.

Safremt satningerne udvalgt efter de strenge kriterier i punkt 6.2 medferer overfladighed eller tvivl eller klart
er unedvendige i betragtning af det specifikke produkt eller den specifikke emballage, kan nogle stninger
udga.

SARLIGE TILFALDE: Stoffer

Mobile gasflasker

For mobile gasflasker anses etiketteringskravene for at vere opfyldt, ndr de er i overensstemmelse med artikel
23 eller artikel 24, stk. 6, litra b).

Som undtagelse fra artikel 24, stk. 1 og 2, kan et af folgende alternativer imidlertid anvendes til gasflasker
med en vandkapacitet pd mindre end eller lig med 150 I

— etikettens udformning og dimensioner kan folge forskrifterne i ISO-standard ISO/DP 7225

— de i artikel 23, stk. 2, anforte oplysninger kan anbringes pa en permanent informationsplade eller -etiket
fastgjort pa gasflasken.
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8.4.

Gasbeholdere til propan, butan eller flaskegas (LPG)

Disse stoffer er klassificeret som farlige i bilag I. Selv om de er klassificeret som farlige i overensstemmelse
med artikel 2, udger de ikke nogen sundhedsfare, nir de markedsfores i lukkede genfyldelige gasbeholdere
eller i engangsbeholdere, som omhandlet i EN 417, som brandstoffer, der kun lukkes ud til forbraending.

Disse beholdere skal maerkes med det relevante symbol og R- og S-satningerne for brandfarlighed. Der kraves
ingen oplysninger pd etiketten om virkningerne pa menneskers sundhed. Oplysninger om virkningerne pé
menneskers sundhed, der ellers skulle have stdet pa etiketten, skal dog fremsendes til den erhvervsmassige bru-
ger af den, der er ansvarlig for markedsforingen af stoffet. Oplysningerne gives som foreskrevet i direktivets
artikel 27. Brugerne skal have tilstreekkelig information til at kunne treeffe de fornedne foranstaltninger med
henblik pa beskyttelse af sundhed og sikkerhed, som fastsat i artikel 1, stk. 3, i direktiv 91/155/EQF, @ndret
ved direktiv 93/112/EQF.

Massive metaller

Disse stoffer er klassificeret i bilag I eller skal klassificeres efter artikel 6. Nogle af disse stoffer udger imidlertid,
selv om de er Klassificeret i overensstemmelse med artikel 2, ikke nogen fare for sundheden ved indénding,
indtagelse eller hudkontakt eller for vandmiljeet i den form, hvori de markedsferes. Sddanne stoffer kraver
ikke nogen etiket i henhold til artikel 23. Alle de oplysninger, der ellers skulle have forekommet pa etiketten,
skal imidlertid meddeles til brugeren af den person, der er ansvarlig for markedsforingen af metallet i et format
som ombhandlet i artikel 27.

Stoffer klassificeret med R 65

Stoffer, der er klassificeret som sundhedsskadelige pd grund af fare ved aspiration, skal ikke nedvendigvis eti-
ketteres som sundhedsskadelige med R 65, ndr de markedsfores i aerosolbeholdere eller i beholdere, som er
forsynet med en uaftagelig sprayanordning.«
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