L 136/90

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

8.6.2000

KOMMISSIONENS DIREKTIV 2000/33/EG

av den 25 april 2000

om anpassning till tekniska framsteg for tjugosjunde gingen av radets direktiv 67/548/EEG om
tillnirmning av lagar och andra forfattningar om Kklassificering, férpackning och mirkning av
farliga dmnen (*)

(Text av betydelse for EES)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR ANTAGIT
DETTA DIREKTIV

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Europeiska
gemenskapen,

med beaktande av rddets direktiv 67/548/EEG av den 27 juni
1967 om tillnirmning av lagar och andra forfattningar om
klassificering, forpackning och miérkning av farliga dmnen (%),
senast dndrat genom Europaparlamentets och radets direktiv
1999/33[EG (%), sirskilt artikel 28 i detta, och

av foljande skal:

(1) Ibilaga V till direktiv 67/548/EEG faststills metoderna for
bestimning av dmnens och preparats fysikalisk-kemiska
egenskaper, toxicitet och ekotoxicitet. Denna bilaga méste
anpassas till tekniska framsteg.

(2) 1 artikel 7.2 i direktiv 86/609/EEG (>) om tillndrmning av
medlemsstaternas lagar och andra forfattningar om skydd
av djur som anvinds for forsok och andra vetenskapliga
andamdl foreskrivs foljande: "Ett forsok skall inte genom-
foras om det avsedda syftet kan uppnds med hjilp av
ndgon annan vetenskapligt tillfredsstillande metod som
inte inbegriper anviandning av djur men ter sig rimlig och
praktiskt genomforbar.”

(3) Kommissionen har for avsikt att i bilaga V till direktiv
67/548/EEG inféra alternativa testmetoder som inte inbe-
griper anvindning av djur for att dessa metoder skall
kunna anvindas for att testa kemiska dmnen.

(4) De atgirder som foreskrivs i detta direktiv dr forenliga
med yttrandet frdn Kommittén f6r anpassning till teknisk
utveckling av direktiven om avskaffandet av tekniska han-
delshinder for farliga dmnen och preparat.

(*) Antagen fore den tyugosjitte anpassningen.
() EGT 196, 16.8.1967, s. 1.

() EGT L 199, 30.7.1999, s. 57.

() EGT L 358, 18.12.1986, s. 1.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Texten i bilagorna 1 och 2 till detta direktiv skall liggas till i
avsnitt B i bilaga V till direktiv 67/548EEG.

Artikel 2

1. Medlemsstaterna skall sitta i kraft de lagar och andra for-
fattningar som 4r nodvindiga for att folja detta direktiv senast
den 1 oktober 2001 och skall genast underritta kommissionen
om detta.

Nir en medlemsstat antar dessa bestimmelser skall de innehélla
en hinvisning till detta direktiv eller dtfoljas av en sddan hin-
visning nir de offentliggors. Ndrmare foreskrifter om hur hén-
visningen skall goras skall varje medlemsstat sjalv utfirda.

2. Medlemsstaterna skall till kommissionen overlimna tex-
terna till de centrala bestimmelser i nationell lagstiftning som
de antar inom det omrdde som omfattas av detta direktiv och

en tabell dir detta direktiv jamfors med de nationella bestim-
melser som antagits.

Artikel 3

Detta direktiv trider i kraft den tredje dagen efter det att det
har offentliggjorts i Europeiska gemenskapernas officiella tidning.

Artikel 4

Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna.

Utférdat i Bryssel den 25 april 2000.

Pd kommissionens vignar
Margot WALLSTROM

Ledamot av kommissionen
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1.5.3.1

BILAGA I

"B.40. HUDKORROSIVITET

METOD

Inledning

Europeiska centret for validering av alternativa provningsmetoder (ECVAM, Gemensamma forskningscentret,
Europeiska kommissionen) har bedomt tvd in vitro-test for hudkorrosivitet — bestimning av transkutant
elektriskt motstdnd i rdtthud (TER) och ett test dir en modell av human hud anvinds — som vetenskapligt
validerade (1) (2) (3). Vid ECVAM-valideringsstudien pavisades att bida testerna gav tillforlitliga resultat nir
det gillde att skilja mellan kidnda korrosiva och icke-korrosiva dmnen. Med forsoksprotokollet baserat pa
modell av human hud kunde man dessutom framgangsrikt skilja mellan olika grader av korrosivitet (kdnda
starkt korrosiva dmnen, R35 och andra korrosiva dmnen, R34) (2). Foreliggande dokument innehaller beskriv-
ningar och férfaranden for bida testerna. Valet av test for ett visst andamél beror pd anvindarens specifika
krav och preferenser.

Se dven Allmén inledning, del B.

Definitioner

HUDKORROSIVITET: férmédgan hos ett testimne som har applicerats pd huden att framkalla irreversibla vav-
nadsskador.

Referensimnen

Inga referensdmnen har specificerats. Se dock punkterna 1.5.3.4 och 1.7.2.3.

Princip for testmetoden — Bestimning av TER i ritthud

Testdmnet appliceras och far verka upp till 24 timmar pé ytan av hudbitar frdn humant avlivade unga rattor.
Korrosiva dmnen identifieras genom sin formdga att framkalla skador pa hudens hornlager och storningar i
den normala barridrfunktionen, vilket kan faststillas som en sinkning av hudens transkutana elektriska mot-
stand (TER) under ett troskelvirde (5 kQ) (4) (5). Irriterande och icke-irriterande material framkallar ingen
sankning av TER under troskelvardet. For surfaktanter och neutrala organiska dmnen kan testférfarandet kom-
pletteras med ett firgimnesbindningssteg (for definition, se hinvisning (6)) i syfte att minska antalet falska
positiva resultat som ofta fis med dessa kemikalietyper (2) (7).

Beskrivning av testmetoden — bestimning av TER i ratthud
Djur

For beredningen av hudbitar behovs unga rdttor (20-23 dagar, Wistar eller motsvarande stam). Rattornas
rygg- och flankhir avligsnas omsorgsfullt med en liten pélsklippningsmaskin. Djuren tvittas genom omsorgs-
full avtorkning och det hérlosa omradet drinks med antibiotikalosning (som kan innehélla t.ex. streptomycin,
penicillin, kloramfenikol eller amfotericin i tillricklig koncentration for att hindra bakterietillvixt). Djuren
tvittas pa nytt med antibiotika tre eller fyra dagar efter den forsta tvitten och maste ddrefter anvindas inom
3 dagar (djur som anvinds for beredning av hudbitar far inte vara dldre 4n 31 dagar).

Beredning av hudbitar

Djuren avlivas pd humant sitt. Rygghuden frdn varje djur tas tillvara och allt overskottsfett avligsnas
omsorgsfullt. Huden placeras over dndan av ett ror av PTFE (polytetrafluoroetylen) med epidermisytan mot
roret. En O-ring av gummi trycks over rorets dnda for att hélla hudbiten pa plats och 6verskottshud trimmas
bort. Rorets och O-ringens maétt framgdr av figur 1. Direfter forseglas O-ringen omsorgsfullt till PTFE-roret
med paraffin. Roret stods av en fjaderklimma innanfor en receptorkammare som innehéller magnesiumsulfat-
losning (154 mM) (figur 2).

Testforfarande

Applicering av testimne

Testdmnen i vitskeform (150 pl) appliceras pa epidermisytan inuti réret (figur 2). Vid testning av dmnen i fast
form appliceras en tillricklig mingd for att sikerstilla att hela epidermisytan ticks. Darefter tillfors avjoniserat
vatten (150 pl) pd det fasta dmnet och roret omskakas varsamt. Testimnet bor ha maximal kontakt med
huden. For vissa fasta dmnen kan detta uppnds genom uppvirmning till 30°C sd att testimnet smalter. Alter-
nativt kan dmnet finfordelas till granulat eller pulver.
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1.5.3.3
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1.5.3.3.2

Varje testimne appliceras pa tre hudbitar. Testimnet far verka 24 timmar (se dven 1.5.3.4) och avligsnas dar-
efter genom skoljning med kranvattenstrile (upp till 30°C). Skoljningen bor pagé till dess att inget dmne
langre fas bort. Testimne som har fastnat i roret kan skoljas bort med varmt vatten (cirka 30°C).

TER-matningar

For TER-mdtningen anvinds en LCR-mdtare for lagspanning och vixelstrom (t.ex. AIM 401, AIM 6401 eller
motsvarande). For att sinka hudens ytspianning fore motstdndsmdtningen tillfors etanol (70%) i tillracklig
mingd for att ticka epidermisytan. Etanolen fir verka i ndgra sekunder och halls sedan ur roret. Direfter
behandlas vivnaden med 3 ml magnesiumsulfatlosning (154 mM). For motstdndsmétningen (kQ/hudbit) pla-
ceras matutrustningens elektroder pd hudbitens motstdende bdda ytor (figur 2). Elektrodernas matt och elek-
trodlingden under krokodilklimman framgar av figur 1. Den inre (tjocka) elektrodklimman halls uppe pd
PTFE-roret under motstindsmitningen for att sikerstilla att elektrodlingden inne i magnesiumsulfatlosningen
halls konstant. Den yttre (tunna) elektroden placeras innanfor receptorkammaren sa att elektroden ligger mot
kammarens botten. Avstindet mellan fjaderklimman och PTFE-rérets botten skall héllas konstant (figur 1)
eftersom avstandet paverkar det erhdllna motstandsvirdet.

Observera att om det uppmadtta motstdndsvardet overstiger ett sd hogt virde som 20 kQ kan detta bero pa
att hudbitens epidermisyta dr tickt av testimne. For att fd bort 4mnet kan man t.ex. sluta till PTFE-roret med
tummen (som bor skyddas med handske) och skaka om roret i cirka 10 sekunder, hilla ut magnesiumsulfat-
16sningen och upprepa mitningen med ny magnesiumsulfatlosning.

De resulterande medelvirdena dr godtagbara om samtidiga positiva och negativa kontrollvirden faller inom
det godkinda omradet for metoden. I tabellen nedan anges forslag till kontrollimnen samt motsvarande god-
kinda motstindsintervall for den beskrivna metoden och utrustningen.

Kontroll Amne Motst:‘ir(llii&s)i)ntervall
Positiv 10 M saltsyra (36 %) 0,5-1,0
Negativ Destillerat vatten 10-25

Modifierat forfarande for surfaktanter och neutrala organiska dmnen

Om testimnet 4r en surfaktant eller neutralt organiskt 4mne och TER-virdet ar lagre eller lika med 5 kQ kan
falska positiva resultat sdllas ut genom bestdmning av firgdmnespenetrationen i vivnaderna (2).

Applicering och avldgsnande av fargamne (Sulforhodamine B)

Efter den forsta behandlingen med testimne appliceras 150 pl 10-procentig (vikt i volym) 16sning av
firgdmnet i destillerat vatten pad epidermisytan av alla hudbitar. Losningen fir verka i 2 timmar. Direfter
avldgsnas overskott (obundet firgdimne) genom tvittning av hudbitarna med kranvattenstrdle under cirka 10
sekunder. Hudbitarna tas forsiktigt bort fran PTFE-roren och varje hudbit placeras i en burk (t.ex. en 20 ml
scintillationsburk i glas) som innehéller avjoniserat vatten (8 ml). Burkarna omskakas varsamt under 5 minu-
ter for att avldgsna ytterligare verskott (obundet fargdmne). Direfter upprepas skoljningen. Hudbitarna tas
bort, placeras i burkar som innehdller 5 ml 30-procentigt (vikt i volym) natriumdodekylsulfat (SDS) i destille-
rat vatten och inkuberas 6ver natten vid 60 °C. Efter inkubationen avldgsnas hudbitarna och slings. Den kvar-
varande 16sningen centrifugeras under 8 minuter vid 21°C (relativ centrifugalkraft ~ 175). Ett 1 ml prov av
supernatanten spads ut i volymforhéllandet 1:5 (t.ex. 1 ml + 4 ml) med 30-procentigt (vikt i volym) SDS i
destillerat vatten. Losningens optiska densitet (OD) mates vid cirka 565 nm.

Berikning av firgdmneshalten

Firgdmneshalten per hudbit berdknas utifrin OD-vdrdena (firgdmnets moldra extinktionskoefficient vid
565 nm = 8,7 x 10% molekylvikt = 580). Firgdmneshalten bestims for varje hudbit och dérefter berdknas en
medelhalt for alla hudbitarna. Resultaten 4r godtagbara om samtidiga kontrollvirden faller inom de godkinda
intervallen for metoden. I tabellen nedan ges forslag pd godtagbara intervall for kontrollimnenas firgdmnes-
halt f6r den beskrivna metoden och utrustningen.
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1.7.2.1

1.7.2.2

Intervall for
Kontroll Amne firgimneshalten
(pg/bit)
Positiv 10 M saltsyra (36 %) 40-100
Negativ Destillerat vatten 15-35

Tilldaggsinformation

Det 4r ocksd majligt att lita testimnena verka pd hudbitarna under kortare tid (t.ex. 2 timmar) i syfte att iden-
tifiera 4mnen som 4r starkt korrosiva. Det visade sig dock vid valideringsstudien att TER-bestimning efter 2
timmars kemikaliepdverkan gav 6verdrivna resultat avseende flera kemikaliers korrosivitetspotential (2), trots
att en korrekt identifiering av korrosiva och icke-korrosiva kemikalier kunde goras efter 24 timmars verk-
ningstid.

Testutrustningens egenskaper och matt samt det anvinda testforfarandet kan paverka de uppmadtta TER-vr-
dena. Korrosivitetstroskeln pa 5 kQ hirleddes frin data som erhillits med den specifika utrustning och det
specifika forfarande som beskrivs fér denna metod. Om forsoket utfors under betydligt annorlunda forhallan-
den kan avvikande troskel- och kontrollvirden erhéllas. Det rekommenderas darfor att metoden och motstin-
dets troskelvirde kalibreras genom testning av en serie referensstandarder som valts ut bland de kemikalier
som anvints i valideringsstudien (3).

Princip for testmetoden - bestimning med modell av human hud

Testdmnet appliceras och far verka upp till 4 timmar pd ytan av en tredimensionell modell av human hud
som bestdr av rekonstruerad epidermis med funktionellt hornlager. Korrosiva dmnen identifieras genom sin
forméga att efter faststillda exponeringsperioder framkalla en sinkning av cellernas viabilitet (vilket kan fast-
stillas t.ex. med MTT-reduktionsbestimning) under definierade troskelvirden. Principen for bestimningen fol-
jer hypotesen om att kemikalier 4r korrosiva om de kan penetrera hornlagret (genom diffusion eller erosion)
och ar tillrickligt cytotoxiska for att orsaka celldod i underliggande cellskikt.

Beskrivning av testmetoden - bestimning med modell av human hud

Modeller av human hud

Modeller av human hud kan hérrora fran olika killor men maste uppfylla vissa kriterier. Modellen mdste ha
ett funktionellt hornlager med ett underliggande lager levande celler och hornlagrets barridrfunktion maéste
vara tillracklig. Tillricklig barridrfunktion kan pévisas genom demonstration av hudmodellens bestindighet
vad giller cytotoxicitet. Detta gors genom att applicera dmnen som veterligen dr cytotoxiska for celler men
som normalt inte passerar hornlagret. Man maste kunna pavisa att hudmodellen ger reproducerbara resultat
under definierade forsoksforhallanden.

Hudmodellens levande celler maste ha tillricklig viabilitet for att det skall uppstd en skillnad mellan resultatet
for positivt och negativt kontrollimne. Cellernas viabilitet (t.ex. uppmitt genom MTT-reduktion, dvs. ett OD-
virde) efter exponering for det negativa kontrollimnet mdste falla inom godtagbara grinser for den berorda
modellen. Likasd maste cellernas viabilitetsvirden for det positiva kontrollimnet (i forhéllande till virdena for
det negativa kontrollimnet) falla inom faststillda grinser. Det viktigaste kriteriet 4r att den forutsdgbarhets-
modell som anvinds mdste ha pavisats uppfylla internationella valideringsstandarder (2).

Testfirfarande

Applicering av testimne

Amnen i vitskeform méste appliceras i tillricklig mingd for att ticka hudens yta (minst 25 pl/cm?). Amnen i
fast form madste appliceras i tillricklig mingd for att ticka huden och ddrefter méste dmnet fuktas for att
sikerstilla god kontakt med huden. I vissa fall mdste dmnen i fast form pulveriseras fore appliceringen. Appli-
ceringsmetoden madste bevisligen vara limplig for ett stort antal olika kemikalietyper (2). I slutet av expone-
ringsperioden skall testimnet omsorgsfullt tvittas bort frdn hudytan med saltlosning.

Mitning av cellernas viabilitet

Cellernas viabilitet kan matas med valfri validerad metod. Den oftast anvinda bestimningsmetoden dr MTT-re-
duktion, som har visat sig ge exakta och reproducerbara resultat i olika laboratorier (2). Hudbitarna fir ligga
3 timmar i en MTT-l6sning (0,3 mg/ml) vid 20-28°C. Den utfillda bla formazanprodukten extraheras med
16sningsmedel och formazanhalten mits genom OD-bestimning vid en vaglingd mellan 545 och 595 nm.
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1.7.2.3

2.2

Tilldaggsinformation

Den hudmodell som anvinds och det exakta protokollet for exponeringstid, tvittningsforfaranden och dylika
faktorer har stor inverkan pa resultaten avseende cellernas viabilitet. Det rekommenderas att metoden och for-
utsdgbarhetsmodellen kalibreras genom testning av en serie referensstandarder som viljs ut bland de kemika-
lier som anvindes i ECVAM-valideringsstudien (3). Ett avgorande kriterium ar att metoden bevisligen &r repro-
ducerbar inom och mellan laboratorier for ett stort antal olika kemikalier, i enlighet med internationella stan-
darder. Metoden bor minst uppfylla de faststillda kriterierna for vetenskaplig validitet (2) och resultaten frin
en sidan valideringsstudie méste publiceras i en kollegialt granskad vetenskaplig tidskrift.

DATA

Hantering av resultaten

TER i rdtthud

Motstdndsvirden (kQ) for testimnet, positiva och negativa kontrollimnen samt eventuella standardreferens-
kemikalier skall rapporteras i tabellform, inbegripet data for replikat och upprepade forsok, medelvirden och
den resulterande klassificeringen.

Bestimning med modell av human hud

OD-virden och beriknade virden for cellernas procentuella viabilitet for testimnet, positiva och negativa kon-
trollimnen samt eventuella standardreferenskemikalier skall rapporteras i tabellform, inbegripet data for repli-
kat och upprepade forsok, medelvirden och den resulterande klassificeringen.

Utvirdering och tolkning av resultaten

TER i rdtthud

Om TER-medelvirdet som fas for testimnet dr hogre dn 5 k€ dr testimnet icke-korrosivt. Om TER-virdet dr
lagre eller lika med 5 k€ (och det inte giller en surfaktant eller neutralt organiskt dmne) ar testimnet korro-
sivt.

For surfaktanter eller neutrala organiska dmnen som ger TER-virden ligre eller lika med 5 kQ kan testfor-
farandet kompletteras med firgimnespenetrering. Om medelvardet for hudbitarnas fargdmneshalt dr storre
eller lika med motsvarande virde i den positiva kontroll som samtidigt utfors med 36 % HCI ér testimnet sant
positivt och ddrmed dven korrosivt. Om medelvirdet for hudbitarnas firgdmneshalt dr ligre 4n motsvarande
virde i den positiva kontrollen ér testimnet falskt positivt och didrmed icke-korrosivt.

Bestamning med modell av human hud

Ett negativt OD-kontrollvirde betyder 100% viabilitet for cellerna och dirfér kan de OD-virden som fés for
vart och ett prov anvidndas for att beridkna en procentuell viabilitet i forhdllande till den negativa kontrollen.
Innan metoden kan valideras méste det viabilitetsgransvirde som skiljer korrosiva testimnen frén icke-korro-
siva (eller som skiljer mellan olika grader av korrosivitet) definieras pa ett klart sitt i forutsigbarhetsmodellen,
och vid péfoljande valideringsstudie maste pavisas att gransvirdet ar lampligt (2).

RAPPORTERING

Testrapport
Testrapporten maste innehdlla minst foljande information:

Testimne

— identifierande data, fysikalisk natur och i tillimpliga fall fysikalkemiska egenskaper. Motsvarande infor-
mation bor limnas for eventuella referensdimnen.

Forsoksforhdllanden
— Detaljerade uppgifter om det testférfarande som har anvénts.

— Beskrivning av och motivering for eventuella modifieringar.
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Resultat

Tabelluppstillning med testimnets motstindsvirden (TER-bestimning) eller cellernas procentuella viabili-
tet (bestimning med modell av human hud), positiva och negativa kontroller och eventuella standardrefe-
renskemikalier, inbegripet data for replikat eller upprepade forsok och medelvarden.

Beskrivning av eventuella andra observerade verkningar.

Diskussion om resultaten

Slutsatser
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Figur 1
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Figur 2

Utrustning for bestimning av TER i ratthud
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1.2

BILAGA II

"B.41. FOTOTOXICITET - 3T3 NRU-FOTOTOXICITETSTEST IN VITRO

METOD

Inledning

Fototoxicitet definieras sdsom toxisk respons som framkallas nar huden forst exponeras for vissa kemikalier
och direfter for ljus, eller som framkallas pé liknande sitt genom hudbestrilning efter administrering av en
kemikalie till organismen.

Den information som erhéllits frain 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro kan anvindas for att identifiera den
fototoxiska potentialen hos ett testimne, dvs. huruvida testimnet kan ge upphov till skador eller inte i kom-
bination med exponering for UV-stralning och synligt ljus.

Den toxikologiska slutpunkten for in vitro-testet bestdr av faststillandet av fototoxicitet som framkallas genom
kombinerad verkan av en kemikalie och ljus, och ddrfor kan testet anvindas for att identifiera bdde foreningar
som dr fototoxiska in vivo efter systemisk applicering och fordelning pé huden, och féreningar som har fotoir-
riterande egenskaper efter applicering pa hudens yta.

3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro utvecklades och validerades inom ramen for ett gemensamt EU/COLIPA-
projekt 1992-1997 (1) (2) (3) i syfte att fa fram ett adekvat in vitro-alternativ till de olika in vivo-tester som
var i bruk. Ett OECD-arbetsmote limnade 1996 rekommendationer om en sekventiell in vitro-testmetod for
bedémning av fototoxicitet (4).

Resultaten frén 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro jimfordes med akuta fototoxicitets- och fotoirritations-
verkningar in vivo hos djur och manniskor, och testet har visat sig ge utmarkt forutsigbarhet vad giller dessa
verkningar. Avsikten med testet 4r inte att forutsiga andra skadliga verkningar som kan uppstd genom kom-
binerad verkan av en kemikalie och ljus, t.ex. fotogenotoxicitet, fotoallergi och fotokarcinogenitet, dven om
ménga kemikalier med sddana specifika egenskaper reagerar positivt vid 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro.
Testet 4r inte heller avsett att anvindas for bedomning av fototoxisk potential.

En sekventiell metod for testning av kemikaliers fototoxicitet presenteras i tilligget.

Definitioner
Strdlning: Intensiteten hos ultraviolett (UV) eller synligt ljus som ndr en yta, uttryckt i W/m? eller mW/cm?.

Ljusdos: Den mingd (= intensitetx tid) ultraviolett (UV) eller synlig strilning som ndr en yta, uttryckt i Joule
(= Wxs) per ytenhet, tex. J/m? eller JJcm?.

UV-ljusets vigldngdsomraden: CIE (Commission Internationale de L'Eclairage) rekommenderar foljande uppdel-
ning: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) och UVC (100-280 nm). Aven andra uppdelningar férekom-
mer — gransen mellan UVB och UVA sitts ofta vid 320 nm och UVA kan uppdelas i UV-A1 och UV-A2 med
en grins vid cirka 340 nm.

Cellviabilitet: En parameter for att mita en cellpopulations totala aktivitet (t.ex. upptag av det vitala firgdmnet
neutralrott i cellernas lysosomer). Denna aktivitet korrelerar, beroende pd den slutpunkt som uppmits och
den testutformning som anvinds, med det totala antalet celler och deras vitalitet.

Relativ cellviabilitet: Cellviabiliteten uttryckt i forhdllande till negativa kontroller (med 16sningsmedel) som har
tagits fortlopande under hela testférfarandet (+ UV eller — UV), utan behandling med testkemikalie.

Forutsigbarhetsmodell: En algoritm som anvinds for att omvandla resultaten frén ett toxicitetstest till forutsi-
gelse av toxisk potential. 1 foreliggande testriktlinjer kan PIF och MPE anvindas for att omvandla resultaten
fran 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro till en forutsigelse av fototoxisk potential.

PIF (fotoirritationsfaktor): En faktor som fis genom att jimféra tvd cytotoxiska koncentrationer (ECsq) av test-
kemikalien som ger samma effekt i franvaro (-UV) respektive ndrvaro (+UV) av icke-cytotoxisk bestrdlning
med UVA[synligt ljus.

MPE (Mean Photo Effect): Ett nytt matt som har hérletts frdn matematisk analys av den fullstindiga formen hos
tvd koncentrations-responskurvor som erhallits i franvaro (- UV) respektive ndrvaro (+UV) av icke-cytotoxisk
bestrdlning med UVA/synligt ljus.
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Fototoxicitet: Akut toxisk respons som framkallas ndr huden forst exponeras for vissa kemikalier och darefter
for ljus, eller som framkallas pé liknande sitt genom hudbestrilning efter administrering av en kemikalie till
organismen.

Fotoirritation: Ett underbegrepp av termen ‘fototoxicitet. Begreppet anvinds endast for att beskriva sidana
fototoxiska reaktioner som uppstdr i huden efter kemikalieexponering (pd huden eller oralt) och som alltid
leder till icke-specifika cellskador (reaktioner av typen solbrannskador).

Fotoallergi: En forvirvad immunologisk reaktivitet som inte uppkommer vid en forsta behandling med kemika-
lie och ljus, och som behover en induktionsperiod pa en eller tvd veckor innan hudens reaktionsbendgenhet
kan pévisas.

Fotogenotoxicitet: Genotoxisk respons som observeras med en genetisk slutpunkt. Denna framkallas efter att
cellerna har exponerats for en icke-genotoxisk dos av UV/synligt ljus och en icke-genotoxisk kemikalie.

Fotokarcinogenitet: Karcinogenitet som induceras genom upprepad behandling med ljus och kemikalie. Termen
"foto-co-karcinogenes’ stér for att en kemikalie forstirker UV-inducerad tumorigenes.

Referensimnen

For upprittandet av 3T3 NRU-fototoxicitetstest rekommenderas, utéver anvindning av den positiva kontroll-
kemikalien klorpromazin som vid varje bestimning bor testas parallellt, att referenskemikalierna valjs ut ur
den uppsittning kemikalier som anvindes i de laboratorier som deltog i provningarna for det aktuella testet

1) (3) (13).

Bakgrund

Ménga typer av kemikalier har rapporterats orsaka fototoxiska verkningar (5) (6) (7) (8). Dessa kemikaliers
enda gemensamma egenskap 4r formdgan att absorbera ljusenergi inom solljusets vaglingdsomrade. Enligt
fotokemins forsta lag (Grotthaus-Drapers lag) ar tillricklig absorption av ljuskvanta forutsittningen for
en fotoreaktion. Innan man planerar biologisk testning av en kemikalie enligt de aktuella testriktlinjerna
bor man dirfor faststilla den berorda kemikaliens absorptionsspektrum avseende UV/synligt ljus (t.ex.
enligt OECD:s testriktlinjer 101). Om den molira extinktions- eller absorptionskoefficienten ligger under 10
liter xmol ™! xcm™ har kemikalien ingen fotoreaktiv potential och behéver inte testas med 3T3 NRU-fototox-
icitetstest in vitro eller annat biologiskt test av skadliga fotokemiska effekter (bilaga 1).

Princip for testmetoden

Man har identifierat fyra mekanismer som kan resultera i fototoxisk respons genom att ljus absorberas av en
(kemisk) kromofor (7). Alla fyra mekanismer leder till cellskador. Darfor bygger 3T3 NRU-fototoxicitetstestet
in vitro pa en jamforelse av cytotoxiciteten hos en kemikalie nidr den testas exponerad respektive icke-expone-
rad for en icke-cytotoxisk dos av UVA/synligt ljus. Cytotoxiciteten uttrycks dd som en koncentrationsberoende
minskning av upptaget av det vitala firgdimnet neutralrott (NR) (9) 24 timmar efter behandling med testkemi-
kalien och péféljande bestrdlning.

Balb/c 3T3-celler hills i kultur under 24 timmar f6r monolayerbildning. Tva 96-hélsplattor per testkemikalie
forinkuberas i en timme med étta olika koncentrationer av kemikalien. Dérefter exponeras den ena av de tvd
plattorna fér en icke-cytotoxisk dos (5 Jem? UVA) av UVA/synligt ljus (+ UV-provning) medan den andra
plattan halls i morker (-UV-provning). Sedan byter man ut bdda plattornas behandlingsmedium mot kultur-
medium (niringslosning) och efter ytterligare 24 timmars inkubering bestdms cellviabiliteten med neutralrott-
upptag (NRU) i 3 timmar. Den relativa cellviabiliteten, uttryckt som en procentandel jamfort med obehand-
lade negativa kontrollprov, beriknas for envar av de atta testkoncentrationerna. Direfter uppskattas den foto-
toxiska potentialen genom jimforelse av den koncentrationsrespons som erhélls i ndrvaro (+UV) och i frin-
varo (- UV) av strdlning, i regel pd nivin ECs, dvs. den koncentration som minskar cellviabiliteten med 50 %
jamfort med de obehandlade kontrollproverna.

Kvalitetskriterier

Cellernas UVA-kdnslighet, historiska data: Cellerna skall regelbundet kontrolleras avseende UVA-kinslighet.
Cellerna sds ut med samma tithet som i 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro, bestrilas foljande dag med
UVA-doser pd 1-9 J/cm? och en dag senare bestims cellernas viabilitet med NRU-metoden. Cellerna uppfyller
kvalitetskriterierna om deras viabilitet efter bestrdlning med 5 JJem? UVA 4r minst 80% av viabiliteten hos
obestrélade kontrollceller. Vid den hogsta UVA-dosen pd 9 J/cm? bér viabiliteten vara minst 50 % av viabilite-
ten hos obestrdlade kontrollceller. Kontrollen bor upprepas cirka var tionde cellpassage.

Negativkontrollcellernas UVA-kanslighet, aktuellt test: Testet uppfyller kvalitetskriterierna om +UVA-forsokets
negativkontrollceller (celler i EBSS — Earl's Balanced Salt Solution) med eller utan 1 % dimetylsulfoxid (DMSO)
eller 1% etanol (EtOH) har en viabilitet som dr minst 80% av viabiliteten hos obestrdlade celler i likadan 16s-
ning i det parallella morkerexperimentet (- UVA).
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Negativkontrollcellernas viabilitet: Den absoluta optiska densiteten (ODs4q ngu) Uppmitt for negativkontrollceller-
nas NR-extrakt indikerar om de 1x10* celler som har sdtts ut per hal har vuxit med normal dubbleringstid
under de tvd dagar bestimningen pdgér. Ett test uppfyller kriterierna for godkdnnande om medelvirdet for
ODs, gy hos obehandlade kontrollceller dr > 0,2.

Positivkontrolldmne: Varje 3T3 NRU-fototoxicitetstest in vitro skall tfoljas av parallelltest av en kind fototoxisk
kemikalie. Vid EUJCOLIPA-valideringsstudien anvindes klotpromazin (CPZ) som positivkontrollimne och
denna kemikalie kan dirfor rekommenderas. Fér CPZ som hade testats enligt standardprotokollet i 3T3 NRU-
fototoxicitetstestet in vitro definierades foljande kriterier for godkidnnande: CPZ bestrdlat (+ UVA):
EC50=0,1-2,0 pg/ml, CPZ obestrdlat (~UVA): EC5, =7,0-90,0 pg/ml. Fotoirritationsfaktorn (PIF), dvs. bryt-
punkten for ECs, bor vara minst 6.

[ stillet for CPZ kan dven andra kinda fototoxiska kemikalier, limpliga for den kemiska klass eller de 16slig-
hetsegenskaper som giller for testkemikalien, anvindas vid de parallella positivkontrollerna. I sddant fall skall
historiska data anvindas som hjilp for att definiera de virdeomrdden for ECs, och for PIF eller MPE som
anvinds som kriterier for godkinnande.

Beskrivning av testmetoden

Forberedelser

Celler

For valideringsstudien anvindes en etablerad musfibroblastcellinje — Balbjc 3T3, klon 31 — antingen frin
ATCC eller fran ECACC, som dirfor kan rekommenderas. Andra celler eller cellinjer kan med framging
anvindas med samma testprotokoll, forutsatt att odlingsbetingelserna anpassas till cellernas specifika behov.
Motsvarigheten méste demonstreras.

Cellerna skall regelbundet kontrolleras med avseende pd mykoplasmaférorening och far endast anvindas ndr
resultatet fran en sddan kontroll dr godtagbart.

Eftersom cellernas UVA-kinslighet kan oka med antalet passager skall Balb/c 3T3-celler med lagsta majliga
passagenummer anvindas, helst under 100. Det ar viktigt att Balb/c 3T3-cellernas UVA-kinslighet kontrolle-
ras enligt det kvalitetskontrollférfarande som beskrivs i dessa riktlinjer.

Media och odlingsbetingelser

Lampliga ndringslosningar och inkuberingsbetingelser bor anvindas for vanliga cellpassager och under testfor-
farandet. Balbjc 3T3-celler DMEM-kompletteras med 10% serum frin nyfodd kalv, 4 mM glutamin, penicillin
och streptomycin samt inkubering i fuktig atmosfir vid 37°C och 7,5% CO,. Det ar sirskilt viktigt att man
med cellodlingsbetingelserna kan sikerstilla en cellcykeltid inom det normala historiska intervallet for de cel-
ler eller den cellinje som anvinds.

Beredning av kulturer

Celler fran djupfrysta stamkulturer sds ut i niringslosningen i lamplig tithet och subkultiveras minst en gang
innan de anvinds i 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro.

For fototoxicitetstestet sds testcellerna ut i niringslosningen med sidan tdthet att odlingarna inte vixer sam-
man fore avslutat test, dvs. nir cellviabiliteten bestims 48 timmar efter utsidden. For Balb/c 3T3-celler som
odlas p4 96-hélsplattor rekommenderas titheten 1x10* celler per hal.

For varje testkemikalie sds celler ut pd samma sitt pa tva separata 96-halsplattor som direfter parallellt
anvinds genom hela testforfarandet under identiska odlingsforhallanden, med undantag av den tidsperiod da
den ena plattan bestralas (+ UVA/synligt ljus) och den andra hélls i morker (- UVA/synligt ljus).

Metabolisk aktivering

Metaboliserande system ér ett allmédnt krav for alla in vitro-test som anvinds for forutsigelse av genotoxisk
och karcinogen potential, men nir det giller fototoxicitet kinner man 4n sé linge inte till ndgon kemikalie
dir metabolisk omvandling kravs for att kemikalien skall fungera fototoxiskt in vivo eller in vitro. Det 4r darfor
varken nodvindigt eller vetenskapligt motiverat att det aktuella testet genomfors med ett system som har
metabolisk aktivering.
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Testkemikalie — beredning

Testkemikalierna maste ha beretts omedelbart fore anvindningen, om man inte med stod av stabilitetsdata
kan visa att kemikalierna dr lagringsbestindiga. Om det 4r sannolikt att kemikalien har hég sonderfallshastig-
het under inverkan av ljus maste beredningen genomforas under rott ljus.

Testkemikalierna skall 16sas upp i buffrade saltlosningar, t.ex. EBSS (Earl's Balanced Salt Solution) eller PBS
(fosfatbuffrad saltlosning). Saltlosningarna far inte innehdlla proteinkomponenter eller ljusabsorberande pH-in-
dikatorfarger som kan stora bestralningsresultatet.

Testkemikalier med begransad vattenloslighet skall 16sas upp i lampligt 16sningsmedel i en koncentration som
dr 100 ginger hogre dn den 6nskade och direfter spddas ut i férhallandet 1:100 med den buffrade saltlos-
ningen. Om lésningsmedel anvinds méste detta forekomma i en konstant volymkoncentration pd 1% i alla
odlingar, dvs. bdde i de negativa kontrollerna och i alla koncentrationer av testkemikalien.

Som losningsmedel rekommenderas dimetylsulfoxid (DMSO) och etanol (EtOH). Andra 16sningsmedel med ldg
cytotoxicitet (t.ex. aceton) kan vara lampliga men madste utvirderas omsorgsfullt med avseende pé specifika
egenskaper, t.ex. reaktionsbendgenhet med testkemikalien, dimpning av den fototoxiska verkan eller benigen-
het att finga upp radikaler.

Vid behov kan man anvinda Vortex-blandning, ultraljudsbehandling eller uppvirmning till 37°C for att
underlitta upplosningen.

UV-bestrdlning - beredning

Ljuskalla: Limplig ljuskalla i kombination med limplig filtrening dr den viktigaste faktorn vid testning av foto-
toxicitet. I regel forknippas UVA och de synliga viglingdsomrddena med fotosensibilisering (7) (10), medan
UVB har mindre relevans och dr direkt mycket cytotoxisk — cytotoxiciteten okar 1000-faldigt nar vdglingden
minskar fran 313 till 280 nm (11). Kriterierna for valet av limplig ljuskilla bér inbegripa det grundliggande
kravet om att ljuskillan emitterar vglingder som absorberas av testkemikalien och att ljusdosen (den dos
som uppnds inom skilig tid) ar tillrdcklig for detektering av kinda fotosensibilisatorer. Dessutom far de vdg-
lingder och doser som anvinds inte vara otillborligt skadliga for testsystemet, vilket inbegriper virmeemission
(infrar6da omradet).

Det optimala ar att anvdnda simulerat solljus fran en solsimulator. I solsimulatorer anvinds bidde xenonbdg-
lampor och (dopade) kvicksilver-metallhalidbdglampor. Fordelen med de senare dr att de emitterar mindre
virme och dr billigare, men ljusets likhet med solljus ir inte perfekt. Alla solsimulatorer emitterar betydande
miéngder UVB och bor dirfor forses med limpliga filter for att dimpa de mycket cytotoxiska UVB-vagling-
derna.

Det strilningsspektrum som anvinds for 3T3 NRU-fototoxicitetstest in vitro mdste vara praktiskt taget fritt
fran UVB (UVA:UVB ~ 1:20). Man har offentliggjort ett exempel pd den spektrala stralningsdistributionen
fran den filtrerade solsimulator som anvéndes i valideringsstudien for 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro (3).

Dosimetri: Ljusets (strdlningens) intensitet skall fore varje fototoxicitetstest rutinmissigt kontrolleras med hjilp
av en bredbands UV-mitare. UV-mitaren mdste ha kalibrerats mot kéllan och dess prestanda bor kontrolleras.
For detta dandamdl rekommenderas anvindning av en referensmatare, dvs. en annan, identiskt kalibrerad UV-
mitare av samma typ. Helst skall man dven dd och dd anvinda en spektroradiometer for att méta den
spektrala strdlningen fran den filtrerade ljuskillan och for att kontrollera UV-mitarnas kalibrering. Anvind-
ningen av sidana instrument dr dock mycket krivande och forutsitter tillborligt utbildad personal.

[ valideringsstudien konstaterades att en dos pd 5 Jjem? (UVA) inte var cytotoxisk fér Balb/c 3T3-celler men
4dnda tillrickligt stark for att excitera dven svagt fototoxiska kemikalier. For att uppnd 5 J/cm? inom en tids-
period pd 50 minuter mdste strilningen stillas in pd 1,666 mW/cm% Om en annan cellinje eller en annan
ljuskilla anvinds mdste UVA-dosen eventuellt justeras i nigon mén. Som kriterium skall di gilla att stral-
ningen inte fir vara skadlig for cellerna men tillricklig f6r detektering av vanliga fototoxiska dmnen. Tiden
for ljusexponeringen berdknas pa foljande sitt:

_ bestrlningsdos (J/cm?) x 1000
stralning (mW/cm?) x 60

t(min) 1]=1W)

Forsoksforhdllanden

Testkemikaliens maximikoncentration far inte Gverskrida 100 pg/ml, eftersom alla fototoxiska kemikalier
detekterades vid ldgre koncentrationer. Vid hogre koncentrationer okar dterigen forekomsten av falska positiva
utslag (13). Den hogsta koncentrationen av testkemikalien bor ha ett tillfredsstillande pH-virde (pH-omrédde:
6,5-7,8).
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Koncentrationsomrddena for en kemikalie som skall testas i ndrvaro (+ UVA) respektive i franvaro (-UVA) av
ljus skall forst faststillas pd lampligt sdtt i forberedande forsok. Koncentrationsseriens omride och intervall
skall justeras pé sddant sitt att forsoksdata ger tillrackligt underlag for koncentrations-responskurvorna. Kon-
centrationsserierna skall vara geometriska (dvs. ha konstant utspadningsfaktor).

Testforfarande (1)

Dag 1

Bered en cellsuspension pd 1x10° celler/ml i niringslosning och dosera 100 pl ren niringslosning i de peri-
fera hélen av en 96-hals TC-mikroplatta (= blindprov). Dosera 100 pl cellsuspension med 1x10° celler/ml i
de &terstdende hélen (=1x10* celler/hal). Det behovs tvé plattor per kemikalie: en for bestimning av cytoto-
xicitet (~UVA) och en for bestdimning av fotocytotoxicitet (+ UVA).

Inkubera cellerna i 24 timmar (7,5% CO,, 37°C) for att f bildning av halvkonfluent monolayer. Denna inku-
beringsperiod ar tillricklig for cellernas dterhdmtning och vidhiftning samt exponentiell tillvaxt.

Dag 2

Dekantera naringslosningen frdn cellerna efter inkuberingen och tvitta tva ganger med 150 pl EBSS/PBS per
hal. Tillsitt 100 pl EBSS/PBS som innehaller limplig koncentration av testkemikalien eller rent l6sningsmedel
(negativ kontroll). Anvind 8 olika koncentrationer av testkemikalien. Inkubera cellerna med testkemikalie i
morker i 60 minuter (7,5% CO,, 37°C).

Utfor bestdimningens +UVA-del genom att bestrdla cellerna vid rumstemperatur i 50 minuter genom
96-hélsplattans lock med 1,7 mW/cm? UVA (=5 Jjem?). Ventilera med en flikt for att forebygga kondensbild-
ning under locket. Hall parallellplattorna (- UVA) vid rumstemperatur i en mork 1ada i 50 minuter (=UVA-ex-
poneringstiden).

Dekantera testlosningen och tvitta tvd gdnger med 150 pl EBSS/PBS. Ersitt EBSS/PBS med niringslosning och
inkubera (7,5% CO,, 37°C) dver natten (18-22 timmar).

Dag 3

Utvirdering med mikroskop

Undersok cellerna i faskontrastmikroskop. Notera alla dndringar i cellernas morfologi till foljd av cytologiska
verkningar av testkemikalien. Denna undersokning rekommenderas som kontroll i syfte att utesluta experi-
mentella fel men resultatet anvinds inte for utvirdering av cytotoxicitet eller fototoxicitet.

Test med upptagning av neutralrott

Tvitta cellerna med 150 pl féruppvirmd EBSS/PBS. Avlidgsna tvittlosningen genom att klappa forsiktigt. Till-
sdtt 100 pl NR-medium och inkubera vid 37°C, i fuktig atmosfir med 7,5% CO, i 3 timmar.

Avldgsna NR-mediet efter inkuberingen och tvitta cellerna med 150 pl EBSS/PBS. Dekantera och absorbera
EBSS/PBS helt och héllet. (Alternativt: centrifugera omvind platta.)

Tillsdtt exakt 150 pl NR-desorptionslosning (farsk losning av etanol och ttiksyra).

Skaka plattan snabbt i en skakmaskin i 10 minuter for att extrahera NR ur cellerna och fa ett homogent NR-
extrakt.

Mit NR-extraktets optiska densitet vid 540 nm i en spektrofotometer och anvind blindproven som referens.
Spara data i lampligt filformat (t.ex. ASCII) for efterfoljande analys.

(') Nédrmare detaljer finns i hanvisning 12.
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DATA

Kvalitet och kvantitet hos data

Erhallna data bor ge mojlighet till meningsfull analys av den koncentrationsberoende respons som konstate-
rats i ndrvaro och i frdnvaro av bestrdlning med UVA/synligt ljus. Om cytotoxicitet detekteras skall bdde kon-
centrationsomradet och intervallet for enskilda koncentrationer anpassas sa att forsoksdata kan sammanstillas
till en kurva. Eftersom en testkemikalie kan vara icke-cytotoxisk upp till den definierade grianskoncentrationen
pd 100 pg/ml i morkerforsoket (—UVA) men mycket cytotoxisk nér den bestrilas (+ UVA), médste man eventu-
ellt anvinda koncentrationsomriden av olika storleksordningar for de tva delarna av forsoket i syfte att fd ade-
kvat kvalitet pa data. Om kemikalien inte uppvisar cytotoxicitet i ndgondera forsoksdelen (-UVA och +UVA)
ar det tillrackligt att testa med stort intervall mellan enskilda doser upp till den hogsta koncentrationen.

Klart positiva resultat behover inte verifieras genom upprepade forsok. Dessutom behover klart negativa resul-
tat inte verifieras forutsatt att testkemikalien har testats vid tillrickligt hoga koncentrationer. 1 sidana fall ar
det tillrackligt med ett huvudforsok som stdds av ett eller flera prelimindra forsok for bestimning av omrade.

Om man far testresultat som kommer nira forutsigbarhetsmodellens grins maéste resultaten verifieras genom
upprepat test.

Om upprepat test behovs kan det vara viktigt att variera forsoksforhallandena for att fa ett tydligt resultat. En
nyckelvariabel dr dd beredningen av testkemikalielosningarna. Dérfor kan variationer i beredningen (hjalplos-
ningsmedel, sonderdelning, ultraljudsbehandling) ha mycket stor relevans vid en upprepning. Alternativt kan
man Gverviga variation av inkuberingstiden fore bestrdlningen. En kortare bestrdlningstid kan ha betydelse
ndr det giller kemikalier som inte dr stabila i vatten.

Hantering av resultaten

Nar detta dr mojligt faststdlls den koncentration av testkemikalien som motsvarar en minskning pd 50% av
cellernas NR-upptag (ECsq). Detta kan genomforas med hjalp av valfri icke-linjir regressionsprocedur (helst en
Hill-funktion eller logistisk regressionsanalys) for koncentrations-responsdata, eller med hjilp av andra anpass-
ningsprocedurer (14). Innan ett EC5y-virde anvinds for ytterligare berdkningar skall anpassningens kvalitet
kontrolleras pd tillborligt sitt. Alternativt kan man anvinda grafiska anpassningsmetoder for berikning av
ECs. I sddant fall rekommenderas anvindning av sannolikhetspapper (x-skala: log, y-skala: probit) eftersom
funktionen for koncentrationsrespons efter denna omvandling i ménga fall blir néstan linjdr.

Utviirdering av resultaten (forutsigbarhetsmodeller)

Forutsigbarhetsmodell version 1: Fotoirritationsfaktor (PIF)

Om man som resultat fir fullstindiga koncentrations-responskurvor bdde i nirvaro (+UVA) och i franvaro
(~UVA) av ljus, kan en fotoirritationsfaktor (PIF) berdknas med hjilp av f6ljande formel:

EC,, (- UV)
PIF = ———
@ EC,, (+ UV)

En PIF-faktor under 5 tyder pd att kemikalien inte har fototoxisk potential, medan en PIF-faktor > 5 tyder pd
fototoxisk potential.

Om en kemikalie endast 4r cytotoxisk nir den testas med +UVA men inte dr cytotoxisk nidr den testas med
-UVA kan PIF inte beriknas, dven om detta ir ett resultat som tyder pd fototoxisk potential. I ett sddant fall
kan man beridkna ett ">PIF-virde om (- UV)-cytotoxicitetstestet genomfors upp till den hogsta testkoncentra-
tionen (C,,,) och detta virde anvinds f6r berdkning av ">PIF:

Cmax (_ UV)
EC,, (+ UV)

Om endast ">PIF kan erhéllas tyder varje virde storre dn 1 pa fototoxisk potential.

(b) >PIF =

Om varken EC5, (- UV) eller ECsq (+ UV) kan berdknas pa grund av att en kemikalie inte uppvisar nigon cyto-
toxicitet upp till den hogsta testkoncentrationen, tyder detta pd avsaknad av fototoxisk potential. I sddana fall
anvinds ett formellt virde 'PIF=*1" for att karakterisera resultatet:

Cmax (_ UV)

PIF =*1=
© Coue (+ UV)
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Om endast 'PIF = * 1" kan erhdllas tyder detta pd avsaknad av fototoxisk potential.

I fall (b) och fall (c) skall resultaten fran 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro omsorgsfullt beaktas vid forutsi-
gelse av den fototoxiska potentialen.

Forutsagbarhetsmodell version 2: MPE (Mean-Photo-Effect)

Alternativt kan en ny version av modellen for forutsidgbarhet av den fototoxiska potentialen tillimpas. Denna
nya version har tagits fram med hjilp av data frdn EUJCOLIPA-valideringsstudien (15) och har testats under
blindforhéllanden i en efterfoljande studie om in vitro-fototoxiciteten hos UV-filterkemikalier (13). Med stod av
denna modell kan man 6verkomma PIF-modellens begrinsningar i fall dir ECs, inte kan erhdllas. Modellen
stoder sig pd MPE, ett métt som grundar sig pa jamforelse av de fullstindiga koncentrations-responskurvorna.
MPE-modellen tillimpas med hjdlp av ett datorprogram som har utvecklats speciellt for dndamélet vid Hum-
boldt-universitetet (Berlin, Tyskland) och som kan rekvireras kostnadsfritt.

Tolkning av resultaten

Ett positivt resultat i 3T3 NRU-fototoxicitetstest in vitro (PIF 25 eller MPE >0,1) indikerar att testimnet har
fototoxisk potential. Om resultatet fds med koncentrationer under 10 pg/ml ar det sannolikt att testkemikalien
ocksd fungerar som fototoxin under olika exponeringsférhéllanden in vivo. Om positivt resultat endast fis
med den hogsta testkoncentrationen pd 100 pg/ml kan det vara nodvindigt med ytterligare 6verviganden for
bedémningen av risk eller fototoxisk potential. Sddana kan inbegripa data om penetrering, absorption och
mojlig ackumulering av kemikalien i huden, eller testning av kemikalien i ett bekriftande alternativt test, t.ex.
med modell av human hud in vitro.

Ett negativt resultat frin 3T3 NRU-fototoxicitetstest in vitro (PIF <5 eller MPE <0,1) indikerar att testimnet
under gillande forhdllanden inte ar fototoxiskt for de odlade diggdjurscellerna. I fall ddr kemikalien kan testas
upp till den hogsta koncentrationen pd 100 pg/ml indikerar ett negativt resultat att kemikalien saknar fototo-
xisk potential och att fototoxicitet in vivo kan anses osannolik. I fall ddr identisk koncentrations-toxicitets-
respons (ECso+ UV och EC59—UV) fas vid lagre koncentrationer skall data tolkas pd samma sitt. Om diremot
ingen fototoxicitet kan pavisas (+UV och —UV) och om begrinsad vattenloslighet medfér att man inte kan fa
koncentrationer pd 6ver 100 pg/ml, mdste testimnets lamplighet for bestimningen ifrdgasdttas och bekrif-
tande testning bor overvigas (t.ex. med modell av human hud in vitro, hudmodell ex vivo eller in vivo-test).

RAPPORTERING

Testrapport
Testrapporten skall innehdlla foljande uppgifter:

Testkemikalier:

— identifieringsdata och CAS-nr (i min av tillginglighet),
— fysikalisk form och renhetsgrad,

— fysikalisk-kemiska egenskaper av betydelse for studien,

— stabilitet och fotostabilitet (i man av tillganglighet).

Losningsmedel:
— motivering for valet av l6sningsmedel,
— testkemikaliens 1oslighet i det valda losningsmedlet,

— procenthalten 16sningsmedel i behandlingsmediet (EBSS eller PBS).

Celler:

— typ av celler och deras killa,

— franvaron av mykoplasma,

— antalet cellpassager (i man av tillginglighet),

— cellernas UVA-kinslighet, bestimd med den bestrdlningsutrustning som anvants for 3T3 NRU-fototoxici-
tetstest in vitro.

Forsoksforhdllanden (a) — inkubering fore och efter behandlingen:
— ndringslosningens (kulturmediets) typ och sammansittning,
— inkuberingsforhdllanden (CO,-koncentration, temperatur, fuktighet),

— inkuberingens varaktighet (forbehandling, efterbehandling).
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Forsoksforhdllanden (b) — behandling med kemikalien:

motivering for valet av de koncentrationer av testkemikalien som anvénts i ndrvaro och i frinvaro av
bestralning med UV/synligt ljus,

om testkemikalien dr begrinsat 1oslig och om cytotoxicitet inte foreligger, motivering for den hogsta kon-
centration som testats,

typ av och sammansittning hos behandlingsmediet (buffrad saltlosning),

kemikaliebehandlingens varaktighet.

Forsoksforhdllanden (c) — bestralning:

motivering for valet av den ljuskilla som anvints,

ljuskallans spektrala strdlningsegenskaper,

transmissions- och absorptionsegenskaper hos filter som anvints,
radiometerns egenskaper och nirmare uppgifter om kalibreringen,
avstdnd mellan ljuskilla och testsystem,

UVA-bestrdlning pé detta avstind, uttryckt i mW/cm?,
varaktigheten hos bestrdlningen med UV/synligt ljus,

UVA-dos (bestralning x tid), uttryckt i Jjem?,

temperatur som anvints for cellodlingarna under bestrélningen och for cellodlingar som parallellt hallits i
morker.

Forsoksforhdllanden (d) — NRU test:

sammansattning hos NR-mediet,

NR-inkuberingens varaktighet,

inkuberingsforhdllanden (CO,-koncentration, temperatur, fuktighet),
NR-extraktionsbetingelser (extraktionsmedel, varaktighet),

viglingd som anvints for spektrofotometrisk avlisning av optisk densitet for NR,
annan vaglingd (referens), om sddan har anvints,

spektrofotometerblindprovets innehéll, om blindprov har anvints.

Resultat:

cellviabilitet som erhallits vid varje koncentration av testkemikalien, uttryckt som genomsnittlig procentu-
ell andel jamfort med kontrollernas viabilitet,

koncentrations-responskurvor (testkemikaliekoncentration i forhéillande till relativ cellviabilitet), som
erhllits i parallella forsok med + UVA och -UVA,

dataanalys av koncentrations-responskurvorna: om majligt berdkning av ECsq (+ UVA) och ECsy (-UVA),

jamforelse av de tvd koncentrations-responskurvorna som erhéllits i ndrvaro och i franvaro av bestrdlning
med UVA[synligt ljus, antingen genom berdkning av PIF eller genom berdkning av MPE,

klassificering av fototoxisk potential,

kriterier for godkdnnande av testet (a) — parallell negativkontroll:

— absolut viabilitet (optisk densitet hos NR-extrakt) hos bestrdlade och obestralade celler,
— historiska data for negativkontroll, medelvirde och standardavvikelse.

kriterier for godkidnnande av test (b) — parallell positivkontroll:

— ECs, (+UVA) och ECsy (-UVA) och PIF for positivkontrollkemikalie,

— historiska data for positivkontrollkemikalie: ECs (+UVA) och ECsy (~UVA) och PIF, medelvirde och
standardavvikelse

Diskussion av resultaten

Slutsatser
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Tillagg

Rollen hos 3T3 NRU-fototoxicitetstest i en sekventiell metod for testning av kemikaliers fototoxicitet
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