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(Rattsakter vilkas publicering dr obligatorisk)

KOMMISSIONENS DIREKTIV 2000/32/EG

av den 19 maj 2000

om anpassning till tekniska framsteg for tjugosjitte gingen av radets direktiv 67/548/EEG om
tillndrmning 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) Bilaga I till direktiv 67/548/EEG innehéller en forteckning
over farliga dmnen samt uppgifter om klassificering och
markning av varje damne. Det nuvarande vetenskapliga och
tekniska kunnandet har visat att forteckningen 6ver farliga
dmnen i den bilagan bor dndras. [ vissa sprakversioner av
direktivet dr det ocksd nodvindigt att dndra vissa delar av
forordet till bilaga I och tabell A i samma bilaga.

(2) Bilaga III till direktiv 67/548/EEG innehaller en forteckning
over de riskfraser som tilldelats farliga Zmnen och preparat.
Bilaga IV till direktiv 67/548/EEG innehéller en forteckning
over de skyddsfraser som tilldelats farliga amnen och pre-
parat. Bilaga VI till direktiv 67/548/EEG innehaller riktlin-
jer for klassificering och markning av farliga dmnen och
preparat. I vissa sprakversioner av direktivet dr det nodvin-
digt att dndra vissa delar av bilagorna III, IV och VI.

(3) I bilaga V till direktiv 67/548/EEG anges metoder for
bestimning av fysikalisk-kemiska egenskaper, toxicitet och
ekotoxicitet hos amnen och preparat. Det dr nddvindigt att
anpassa denna bilaga till den tekniska utvecklingen.

(*) Antagen efter den tjugosjunde anpassningen.
(1) EGT 196, 16.8.1967, s. 1.
() EGT L 199, 30.7.1999, s. 57.

(4) Bilaga IX till direktiv 67/548/EEG innehéller bestimmelser
om barnsdkra forslutningsanordningar. Dessa bestimmelser
bor anpassas och uppdateras. Det dr nédvindigt att 6ka
rickvidden for anvdndningen av barnsikra forslutnings-
anordningar.

(5) De atgidrder som foreskrivs i detta direktiv ar forenliga med
yttrandet frdn Kommittén for anpassning till tekniska fram-
steg av direktiv som syftar till att undanroja tekniska han-
delshinder avseende farliga 4mnen och preparat.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Direktiv 67/548/EEG dndras pa foljande sitt:

1. Bilaga I skall dndras pd foljande sitt:

a) Anmirkning Q i bilaga 1A till detta direktiv skall
ersdtta motsvarande anmirkning i forordet.

b) Raderna i bilaga 1B till detta direktiv skall ersitta mot-
svarande rader i tabell A.

¢) Uppgifterna i bilaga 1C till detta direktiv skall ersitta
motsvarande uppgifter.

d) Uppgifterna i bilaga 1D till detta direktiv skall inforas.

2. Riskfrasen i bilaga 2 till detta direktiv skall ersitta motsva-
rande fras i bilaga IIL.

3. Bilaga IV skall dndras pa foljande sitt:

a) Skyddsfraserna i bilaga 3A till detta direktiv skall
ersdtta motsvarande fraser i bilaga IV.
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b) De sammansatta skyddsfraserna i bilaga 3B till detta Artikel 2

direktiv skall ersitta motsvarande fraser i bilaga IV.

4. Del B i bilaga V skall dndras pé foljande sitt:

a)

b)

g

Texten i bilaga 4A till detta direktiv skall ersitta avsnitt
B.10.

Texten i bilaga 4B till detta direktiv skall ersitta avsnitt
B.11.

Texten i bilaga 4C till detta direktiv skall ersitta avsnitt
B.12.

Texten i bilaga 4D till detta direktiv skall ersitta avsnitt
B.13 och B.14.

Texten i bilaga 4E till detta direktiv skall ersitta avsnitt
B.17.

Texten i bilaga 4F till detta direktiv skall ersitta avsnitt
B.23. Rubriken pd avsnitt B.23 i den forklarande
anmirkningen skall dndras pd motsvarande sitt.

Texten i bilaga 4G till detta direktiv skall liggas till.

5. Firde strecksatsen i den allmidnna inledningen till del C i
bilaga V skall utga.

6. Texten i bilaga 5 till detta direktiv skall ersitta motsva-
rande text i bilaga VL.

7. Bilaga IX skall dndras i enlighet med bilaga 6 till detta
direktiv.

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

Nir en medlemsstat antar dessa bestimmelser skall de innehélla
en hdnvisning till detta direktiv eller &tf6ljas av en sddan hin-
visning nir de offentliggors. Narmare foreskrifter om hur hin-
visningen skall goras skall varje medlemsstat sjilv utfirda.

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

Artikel 3

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

Artikel 4

Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna.

Utfirdat i Bryssel den 19 maj 2000.

Pi kommissionens vighar
Margot WALLSTROM

Ledamot av kommissionen
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DA:

BILAGA 1A

FORORD TILL BILAGA I

Forklaring till anmirkningarna om identifiering, klassificering och mirkning av dmnen

Note Q:

Klassificeringen som kreeftfremkaldende kan udelades for fibre, som opfylder en af folgende betingelser:

Sv:

en kortvarig biopersistensprove ved inhalation har vist, at fibre, der er laengere end 20 pm, har en vagtet halve-
ringstid pd mindre end 10 dage

en kortvarig biopersistensprove ved intratrakeal instillation har vist, at fibre, der er leengere 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.

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 bestdndigheten vid inhalation har visat att fibrer lingre 4n 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 pd mindre 4n 40 dagar

ett lampligt intraperitonealt test har inte givit beldgg for forhojd cancerogenitet

franvaro av relevant patogenitet eller neoplastiska forandringar i ett limpligt ldngtids inhalationstest.

(Beror inte den ES versionen)

(Berodr inte den DE versionen)

(Beror inte den EL versionen)

(Berdr inte den EN versionen)

(Beror inte den FR versionen)

(Beror inte den IT versionen)

(Beror inte den NL versionen)

(Beror inte den PT versionen)

(Berdr inte den FI versionen)
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BILAGA 2

R 66

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

Beror inte den ES versionen)
Beror inte den DA versionen)
Beror inte den DE versionen)

Beror inte den EL versionen)

(

(

(

(

(Beror inte den EN versionen)
(Berdr inte den FR versionen)
(Beror inte den NL versionen)
(Beror inte den PT versionen)
(Beror inte den FI versionen)
(

Beror inte den SV versionen)
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$23

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

Beror inte den ES versionen)
Beror inte den DA versionen)
Beror inte den DE versionen)

Beror inte den EL versionen)

(

(

(

(

(Berdr inte den EN versionen)
(Beror inte den IT versionen)
(Beror inte den NL versionen)
(Beror inte den PT versionen)
(Beror inte den FI versionen)
(

Beror inte den SV versionen)

S 26

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

Beror inte den ES versionen)
Beror inte den DA versionen)
Beror inte den EL versionen)
Beror inte den EN versionen)

Beror inte den FR versionen)

Beror inte den NL versionen)
Beror inte den PT versionen)

(
(
(
(
(
(Ber6r inte den IT versionen)
(
(
(Ber6r inte den FI versionen)
(

Beror inte den SV versionen)

S 56

BILAGA 3A

DE: Diesen Stoff und seinen Behilter der Problemabfallentsorgung zufiihren.

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.

Beror inte den ES versionen)
Beror inte den DA versionen)
Beror inte den EL versionen)

Beror inte den FR versionen)

Beror inte den PT versionen)

(

(

(

(

(Beror inte den NL versionen)
(

(Beror inte den FI versionen)
(

Beror inte den SV versionen)
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BILAGA 3B

S 27/28

DE: Bei Berithrung mit der Haut beschmutzte, getriankte Kleidung sofort ausziehen und Haut sofort mit viel ...
abwaschen (vom Hersteller anzugeben).

Beror inte den ES versionen)

Beror inte den DA versionen)

Beror inte den EL versionen)

Beror inte den EN versionen)

(

(

(

(

(Beror inte den FR versionen)
(Beror inte den IT versionen)
(Beror inte den NL versionen)
(Beror inte den PT versionen)
(Beror inte den FI versionen)

(

Beror inte den SV versionen)

S 29/56

ES:  No tirar los residuos por el desagiie; eliminese esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida ptiblica de
residuos especiales o peligrosos.

DE: Nicht in die Kanalisation gelangen lassen; diesen Stoff und seinen Behilter der Problemabfallentsorgung zufithren.

EN: Do not empty into drains, dispose of this material and its container to hazardous or special waste collection
point.

IT: Non gettare i residui nelle fognature; smaltire questo materiale e i relativi contenitori in un punto di raccolta di
rifiuti pericolosi o speciali.

NL: Afval niet in de gootsteen werpen; deze stof en de verpakking naar een inzamelpunt voor gevaarlijk of bijzonder
afval brengen.

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

Beror inte den DA versionen)

Beror inte den EL versionen)

(
(
(Beror inte den FR versionen)
(Beror inte den PT versionen)
(

Beror inte den FI versionen)
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1.2

BILAGA 4A

”B.10. MUTAGENICITET - TEST IN VITRO AV KROMOSOMAVVIKELSER HOS DAGGDJUR

METOD

DENNA METOD AR EN KOPIA AV METODEN OECD TG 473, Test In Vitro av kromosomavvikelser hos
daggdjur (1997).

INLEDNING

Avsikten med testen av kromosomavvikelser in vitro dr att identifiera 4mnen som orsakar strukturella kromo-
somavvikelser hos odlade diggdjursceller (1) (2) (3). Strukturella avvikelser kan vara av tvd typer, kromoso-
mala eller kromatida. Majoriteten av de kemiska mutagenerna inducerar avvikelser av kromatidtyp, men dven
avvikelser av kromosomtyp forekommer. En okning av polyploidin kan indikera att ett kemiskt dmne har
potential att inducera numeriska avvikelser. Denna metod ar dock inte utformad for att médta numeriska avvi-
kelser och anvinds inte rutinméssigt for det dndamélet. Kromosommutationer och liknande hindelser ar orsa-
ken till manga genetiska sjukdomar och det finns pétagliga bevis for att kromosommutationer och liknande
hindelser som ger upphov till férandringar i onkogener och tumorsuppressorgener i somatiska celler dr
inblandade i cancerinduktion hos manniska och hos forsoksdjur.

Test av kromosomavvikelser in vitro kan goras med kulturer av etablerade cellinjer, cellstammar eller primédra
cellkulturer. De celler som anvinds viljs ut pd grundval av tillvixtforméga vid odling, karyotypens stabilitet,
antalet kromosomer, kromosomernas mangfald och den spontana frekvensen av kromosomavvikelser.

Tester som utfors in vitro kraver i allmidnhet att en exogen killa for metabolisk aktivering anvinds. Detta
metaboliska system for aktivering kan inte helt och héllet efterlikna de férhéllanden som rader i ddggdjuret in
vitro. Man bor se till att undvika sddana forhallanden som skulle leda till positiva resultat som inte aterspeglar
den verkliga mutageniciteten och kan ha sin orsak i pH-forandringar, osmolalitet eller hog cytotoxicitet (4)

(5).

Denna test anvinds for att soka efter mojliga mutagener och karcinogener hos diggdjur. Ménga dmnen som
ar positiva i detta test dr karcinogena hos ddggdjur, men det finns ingen perfekt korrelation mellan detta test
och karcinogenicitet. Korrelationen dr beroende pd den kemiska klassen och det finns allt starkare bevis for
att det finns karcinogener som inte detekteras med detta test, eftersom det ser ut som om de verkar genom
andra mekanismer an direkta DNA-skador.

Se dven Allmén inledning, del B.

DEFINITIONER

avvikelser av kromatidtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt i form av brott pd enstaka kromatider eller
brott och dterférening mellan kromatider.

avvikelser av kromosomtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt som brott, eller brott och aterfoérening, hos
bada kromatiderna pa samma stille.

endoreduplikation: en process dir kidrnan efter den S-fas under DNA-replikationen inte dvergdr i mitos utan
inleder annu en S-fas. Resultatet dr kromosomer med 4, 8, 16, ... kromatider.

lucka: en akromatisk skada som dr mindre 4n bredden hos en kromatid, och med ett minimum av misspass-
ning hos kromatiderna.

mitotiskt index: den andel celler som dr i metafas delat med det totala antalet celler som kan observeras i en
cellpopulation; en indikation pa graden av tillvixt hos den populationen.
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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

numerisk avvikelse: en forandring av antalet kromosomer jaimfort med det normala antalet karakteristika hos de
celler som anvinds.

polyploidi: en multipel av det haploida antalet kromosomer (1) som skiljer sig frdn det diploida antalet (dvs.
3n, 4n och sd vidare).

strukturell avvikelse: en forandring i kromosomstrukturen som kan detekteras genom en mikroskopisk under-
sokning av celldelningens metafasstadium, och som upptrider i form av deletioner och fragment, interna eller
externa utbyten.

TESTMETODENS PRINCIP

Cellodlingar exponeras for testsubstansen bide med och utan metabolisk aktivering. Vid forutbestimda inter-
vall, efter att cellodlingen har exponerats for testsubstansen, utfors behandling med ett 4mne som stoppar cell-
delningen i metafas (t.ex. Colcemid® eller colchicin). Dérefter skordas cellerna och firgas in, varpd nirvaro av
kromosomavvikelser i metafascellerna analyseras mikroskopiskt.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN

Forberedelser

Celler

Ett antal olika cellinjer, stammar eller primira cellkulturer, inklusive humanceller, kan anvindas (t.ex. fibro-
blaster fran kinesisk hamster, perifera blodlymfocyter frain manniskor eller andra diggdjur).

Typ av medium och kultur

Lampliga odlingsmedier och inkubationsférhallanden (odlingskarl, CO,-koncentration, temperatur och luftfuk-
tighet) bor viljas for odlingarna. Etablerade cellinjer och stammar bor rutinmdssigt kontrolleras med avseende
pa stabilitet hos det modala kromosomantalet och frinvaro av kontaminerad mykoplasma. Om kontaminering
har skett bor de inte anvindas. Cellernas normala cellcykeltid och de odlingsférhallanden som anvinds bor
vara kinda.

Forberedelse av kulturer

Etablerade cellinjer och stammar: celler dras upp frén stamkulturer, inokuleras i ett odlingsmedium som har
en sddan densitet att kulturerna inte kommer att vixa samman innan det 4r dags att skorda, och inkuberas
vid 37°C.

Lymfocyter: helblod, behandlat med en antikoagulant (t.ex. heparin) eller separerade lymfocyter som erhallits
fran friska individer, tillsitts till odlingsmediet, vilket innehéller en mitogen substans (t.ex. fytohemaglutinin),
varpd inkubering sker vid 37°C.

Metabolisk aktivering

Celler bor exponeras for testsubstansen bade i ndrvaro och franvaro av ett limpligt metaboliskt system for
aktivering. Det mest anvinda systemet dr en kofaktorstodd post-mitokondriell fraktion (S9) beredd ur lever
frin gnagare vilka behandlats med enzyminducerande dmnen sdsom Aroclor 1254 (6) (7) (8) (9) eller en
blandning av fenobarbiton och B-naftoflavon (10) (11) (12).

Den postmitokondriella fraktionen anvinds vanligen vid koncentrationer i omradet 1 till 10% v/v i det slut-
liga testmediet. Tillstdndet hos ett system for metabolisk aktivering kan bero pd den klass av kemikalier som
testas. [ vissa fall kan det vara lampligt att anvinda mer 4n en koncentration av den post-mitokondriella frak-
tionen.

Ett antal vidareutvecklingar, inklusive skapandet av genetiskt modifierade cellinjer som uttrycker specifika akti-
verande enzymer, kan erbjuda en potential for endogen aktivering. Valet av de cellinjer som skall anvindas
bor vara vetenskapligt underbyggt (t.ex. genom relevansen av cytokrom P450 isoenzym for metabolismen hos
testsubstansen).
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1.4.2

1.4.2.1

1.4.2.2

1.4.2.3

Beredning av testsubstansen

Fasta testsubstanser bor losas upp i eller blandas med limpligt 16sningsmedel eller vehikel och spidas ut om
detta dr lampligt fore det att cellerna behandlas. Flytande testsubstanser kan tillsittas direkt till testsystemen
och/eller spidas ut innan behandlingen startas. Nygjorda beredningar av testsubstansen bor anvindas om inte
stabilitetsdata pévisar att lagring dr acceptabelt.

Forsoksbetingelser

Losningsmedel/vehikel

Losningsmedlet/vehikeln bor inte kunna misstinkas for att reagera kemiskt med testsubstansen och bor vara
forenlig med Gverlevnaden for cellerna samt S9-aktiviteten. Om andra losningsmedel/vehiklar dn gingse bruk-
liga anvinds bor det finnas data som visar att de 4r kompatibla. Det rekommenderas att vattenbaserade 16s-
ningsmedel/vehiklar i forsta hand bor Gvervigas nirhelst det d4r mojligt. Ndr substanser som ér instabila i vat-
ten testas, bor de organiska 16sningsmedel som anvinds vara fria fran vatten. Vatten kan avligsnas genom till-
sats av en molekylsikt.

Exponeringskoncentrationer

Bland de kriterier som skall overvigas nir den hogsta koncentrationen skall faststillas dr cytotoxicitet, 16slig-
het i testsystemet och foérindringar i pH eller osmolalitet.

Cytotoxicitet bor faststillas, sdvil med som utan metabolisk aktivering i huvudexperiment, med hjilp av en
lamplig indikation pé cellernas integritet och tillvixt, sisom graden av sammanvixning, viabilitetsrakning av
cellerna, eller ett mitotiskt index. Det kan vara limpligt att faststilla cytotoxicitet och l6slighet i ett forbere-
dande experiment.

Minst tre analyserbara koncentrationer bor anvindas. Dir cytotoxicitet upptrader bor dessa koncentrationer
ticka in ett omrdde som stracker sig frin maximal toxicitet ner till liten eller ingen toxicitet. Detta innebdr
normalt att koncentrationerna bor separeras av minst en faktor mellan 2 och 10. Vid tiden for skord av cel-
lerna bor den hogsta koncentrationen visa en signifikant reduktion i graden av konfluens, cellrikning eller
mitotiskt index (alla storre dn 50 %). Det mitotiska indexet dr endast ett indirekt matt pa cytotoxiska/cytosta-
tiska effekter och r beorende av tiden efter behandlingen. Det mitotiska indexet 4r dock acceptabelt for sus-
pensionskulturer ddr andra toxicitetsmédtningar kan vara besvirliga och opraktiska. Information om kinetiken
for cellcykler, sisom medelgenerationstid (AGT), kan anvidndas som extra information. AGT ar dock ett Gver-
gripande medelvirde som inte alltid avslojar existensen av forsenade subpopulationer, och dven sma okningar
av medelgenerationstiden kan associeras med en mycket pataglig senareliggning av tiden for optimalt utbyte
av avvikelser.

For substanser som dr relativt icke-cytotoxiska bor den maximala testkoncentrationen vara 5 pl/ml, 5 mg/ml
eller 0,01 M, beroende pé vilket av dessa virden som ar det ldgsta.

For relativt olosliga substanser, som inte ér toxiska vid koncentrationer som &r ligre 4n koncentrationen dar
oloslighet intrader, bor den hogsta anvidnda dosen vara en koncentration som ligger 6ver loslighetsgrinsen i
det avslutande odlingsmediet mot slutet av behandlingsperioden. I vissa fall (t.ex. ndr toxicitet endast upptra-
der vid koncentrationer som ar hogre dn den lagsta olosliga koncentrationen) ar det lampligt att testa vid mer
an en koncentration med synlig fillning. Det kan vara limpligt att faststilla losligheten vid bérjan och slutet
av behandlingen, eftersom losligheten kan dndras under det att exponeringen i testsystemet pagar, beroende
pd ndrvaro av celler, S9, serum, etc. Loslighet kan detekteras med blotta Ggat. Fillningen torde inte stora
bestamningen.

Negativa och positiva kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (I6sningsmedel eller vehikel), bidde med och utan metabolisk aktive-
ring, bor inkluderas i varje experiment. Nir metabolisk aktivering anvinds, bor den positiva kontrollkemika-
lien vara av en sddan typ att aktivering krdvs for att ge ett mutagent svar.

Positiva kontroller bor utnyttja en kidnd klastogen vid exponeringsnivder som forvintas ge en reproducerbar
och detekterbar 6kning jamfort med bakgrunden och som demonstrerar kansligheten hos testsystemet.
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1.433

Positiva kontrollkoncentrationer bor viljas pd ett sddant sitt att effekterna ar tydliga men inte omedelbart
avslojar identiteten hos kodade utstryksglas for lasaren. I tabellen nedan ges nigra exempel pé positiva kon-
trollsubstanser.

Betingelser for metabolisk aktivering Substans CAS-nummer | EINECS-nummer
Franvaro av exogen metabolit Metylmethansulfonat 66-27-3 200-625-0
Aktivering

Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7

Etylnitrosourea 759-73-9 212-072-2

Mitomycin C 50-07-7 200-008-6

4-Nitroquinolin-N-oxid 56-57-5 200-281-1
Narvaro av exogen metabolit Bens[a]pyren 50-32-8 200-028-5
Aktivering

Cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4

Cyklofosfamidmonohydrat 6055-19-2

Andra lampliga positiva kontrollsubstanser kan anvindas. Anvidndning av kemiska klassrelaterade positiva
kontrollkemikalier bor 6vervigas nir sddana finns att tillga.

Negativa kontroller, bestdende av losningsmedel eller enbart en vehikel i behandlingsmediet, och hanterade pé
samma sitt som behandlingsodlingarna, bor inkluderas var gang som odlingen skordas. Dessutom bor obe-
handlade kontroller ocksd anvindas om det inte finns historiska kontrolldata som pévisar att inga skadliga
eller mutagena effekter induceras av det valda losningsmedlet.

Forfarande

Behandling med en testsubstans

Prolifererande celler behandlas med testsubstansen i sdvil nirvaro som franvaro av ett system for metabolisk
aktivering. Behandling av lymfocyter bér inledas nér cirka 48 timmar gatt efter den mitogena stimuleringen.

Tvé kulturer bor normalt anvindas for varje koncentration, och rekommenderas varmt fér negativa kontroll-
kulturer eller kontrollkulturer f6r 16sningsmedel. Diar minimala variationer mellan tvd kulturer kan pévisas
(13) (14) ur historiska data, kan det vara acceptabelt att en enda kultur anvinds for varje koncentration.

Gasformiga eller flyktiga substanser bor testas med hjilp av limpliga metoder, t.ex. test i slutna odlingskarl
(15) (16).

Tid for skord av odlingen

I det forsta experimentet bor cellerna exponeras for testsubstansen, bade med och utan metabolisk aktivering,
under 3-6 timmar och prov bor tas ut vid en tid som motsvarar cirka 1,5 gdnger den normala cellcykelns
langd efter det att behandlingen har paborjats (12). Om detta protokoll ger negativa resultat bide med och
utan aktivering, bor ytterligare ett experiment utan aktivering utforas, med kontinuerlig behandling fram till
att provtagning sker vid en tidpunkt som motsvarar cirka 1,5 ganger den normala cellcyklens lingd. Vissa
kemikalier kan vara enklare att detektera vid behandlings-/provtagningstider som dr lingre dr 1,5 cykelling-
der. Negativa resultat med metabolisk aktivering mdste bekriftas fran fall till fall. T de fall dir det inte anses
nédvindigt att bekrifta negativa resultat bor detta motiveras.
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1.4.3.4

1.4.3.5

2.1

2.2

Kromosomberedning

Cellkulturer behandlas vanligtvis med Colcemid® eller colchicin under 1-3 timmar innan skdrdning sker.
Varje cellkultur skordas och behandlas separat for preparationen av kromosomer. Kromosomberedning inne-
fattar hypoton behandling av cellerna, fixering och infirgning.

Analys

Alla utstryksglas, inklusive de med positiva och negativa kontroller, bor kodas upp oberoende av varandra
innan den mikroskopiska analysen utfors. Eftersom fixeringen ofta ger upphov till brott pa en del av de celler
som dr i metafas, med étfoljande forlust av kromosomer, bor de celler som pé’\tréiffas darfor innehalla ett cen-
tromerantal som ar ekvivalent med det modala antalet + 2 for alla celltyper. Atminstone 200 vil spridda meta-
faser bor forekomma per koncentration och kontroll, med lika fordelning mellan dubbelproven, om det ar till-
lampligt. Detta antal kan reduceras nir ett stort antal avvikelser observeras.

Aven om syftet med testet 4r att detektera strukturella kromosomavvikelser, 4r det viktigt att notera polyploidi
och endoreduplikation nir dessa handelser observeras.

DATA

BEHANDLING AV RESULTATEN

Den experimentella enheten utgérs av cellen, och darfor bor den procentandel av cellerna som uppvisar struk-
turella kromosomavvikelser utvirderas. Olika typer av strukturella kromosomavvikelser bor listas med antal
och frekvenser for experimentella kulturer samt kontrollkulturer. Luckor i DNA-stringen noteras separat och
rapporteras men inkluderas inte generellt i den totala frekvensen for avvikelser.

Samtidiga métningar av cytotoxicitet for alla behandlade och negativa kontrollkulturer i huvudexperimenten
avseende avvikelser bor dven samlas in.

Individuella data for kulturen bor tas fram. Dessutom bor alla data sammanstillas i form av en tabell.

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som anvinds for att bestimma om ett resultat dr positivt, t.ex. en koncentrations-
relaterad okning eller en reproducerbar okning av antalet celler med kromosomavvikelser. Man bor i forsta
hand 6verviga resultatets biologiska relevans. Statistiska metoder kan anvidndas som en hjilp vid utvir-
deringen av testresultaten (3) (13). Statistisk signifikans bor dock inte vara den enda faktor som bestimmer
om resultatet dr positivt.

En okning av antalet polyploida celler kan utgéra en indikation pd att testsubstansen har potential att inhibera
mitotiska processer och att inducera numeriska kromosomavvikelser. En 6kning av antalet celler med endore-
duplicerade kromosomer kan utgora en indikation pd att testsubstansen har potential att inhibera cellcykelns
forlopp (17) (18).

En testsubstans for vilken resultatet inte uppfyller ovanstdende kriterier bedoms sdsom icke-mutagen i detta
system.

Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, s kan i séllsynta fall upp-
sdttningen av data gora det omajligt att utfora en otvetydig bedomning med avseende pa testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur manga experiment som utfors.
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Positiva resultat fran testet av kromosomavvikelser in vitro indikerar att testsubstansen inducerar strukturella
kromosomavvikelser hos odlade somatiska diggdjursceller. Negativa resultat indikerar att testsubstansen inte
inducerar kromosomavvikelser hos odlade somatiska diggdjursceller under de betingelser som rédde under
testet.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT
Testrapporten maste innehélla foljande information:

Losningsmedel/vehikel:
— motivering av valet av vehikel

— testsubstansens stabilitet och 1oslighet i 16sningsmedlet/vehikeln, om detta ar kant

Celler:

— cellernas typ och ursprung

— den anvinda celltypens karyotypegenskaper och lamplighet
— franvaro av mykoplasma, om detta ar tillimpligt

— information om cellcykelns lingd

— bloddonatorernas kon, helblod eller separerade lymfocyter, anvind mitogen substans antal passager, om
detta ir tillimpligt

— metoder for underhall av cellkulturen, om detta ar tillimpligt

— det normala antalet kromosomer

Forsoksbetingelser:

— identitet hos det &mne som stoppar celldelningen i metafasen, dess koncentration och cellexponeringens
varaktighet

— grund for val av koncentrationer och antalet kulturer som ingdr, t.ex. data for cytotoxicitet och begrans-
ningar i loslighet, om detta finns tillgdngligt

— mediets sammansittning, CO,-koncentration, om detta ar tillimpligt
— testsubstansens koncentration

— den tillsatta vehikelns och testsubstansens volym

— inkubationstemperatur

— inkubationstid

— behandlingens varaktighet

— celldensitet vid inokulering, om detta ar tillimpligt

— typ och sammansittning hos det system som anvinds f6r metabolisk aktivering, inklusive acceptabilitets-
kriterier

— positiva och negativa kontroller
— metoder for preparation av utstryksglas

—  kriterier for bedomning av avvikelser
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antal metafaser som analyserats
metoder for toxicitetsmétningarna

kriterier for nér studierna skall anses vara positiva, negativa eller osikra

Resultat:

tecken pd toxicitet, t.ex. grad av sammanvixning, cellcykeldata, cellrakningar, mitotiskt index
tecken pd utfillning

data om behandlingsmediets pH och osmolalitet, om detta har uppmatts

definition av avvikelser, inklusive luckor i DNA-stringen

antalet celler med kromosomavvikelser och typ av sddana avvikelser, angivna separat for varje behandlad
kultur samt kontrollkultur

forandringar i ploiditet, om detta observerats
dos/respons-forhallande, ddr det dr mojligt

statistiska analyser, om sddana finns

samtidiga negativa (I6sningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata

historiska negativa (losningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata, med variationer, medelviarden och
standardavvikelser

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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1.1

1.2

BILAGA 4B

”B.11. MUTAGENICITET - TEST IN VIVO AV KROMOSOMAVVIKELSER I BENMARG HOS DAGGDJUR

METOD

Denna metod dr en kopia av OECD TG 475, Test av kromosomavvikelser i benmirg hos diggdjur (Mamma-
lian Bone Marrow Chromosome Aberration Test (1997)).

INLEDNING

Testet in vivo avseende kromosomavvikelser hos diggdjur anvinds for att detektera strukturella kromosom-
avvikelser inducerade av testsubstansen i benmirgsceller hos djur, vanligen hos gnagare (1) (2) (3) (4). Struk-
turella kromosomavvikelser kan vara av tva typer, kromosomala eller kromatida. En 6kning av polyploidin
kan indikera att en kemikalie har potential att inducera numeriska avvikelser. For huvuddelen av de kemiska
mutagenerna utgors de inducerade avvikelserna av kromatidtypen, men dven avvikelser av kromosomtyp kan
forekomma. Kromosommutationer och liknande hindelser 4r orsaken till mdnga genetiska sjukdomar hos
minniska och det finns omfattande bevis for att kromosommutationer och liknande héndelser som ger upp-
hov till forindringar i onkogener samt att tumorsuppressorgener r inblandade i cancer hos médnniska och i
experimentella system.

Gnagare anvinds rutinméssigt i detta test. Benmirg dr malvivnaden i detta test, eftersom det dr en mycket
kirlrik vdvnad som innehaller en cellpopulation med en snabb cellcykel, och dir cellerna enkelt kan isoleras
och bearbetas. Andra arter och malvivnader anvinds inte med denna metod.

Detta test av kromosomavvikelser ar sarskilt relevant for att faststilla mutagena risker, eftersom det medger
overviganden av faktorer in vivo for metabolism, farmakokinetik och processer for DNA-reparationer, dven
om dessa faktorer kan variera mellan olika arter och vdvnader. Ett test in vivo dr dven anvindbart for fortsatta
undersokningar av en mutagen effekt, med detektion genom tester in vitro.

Om det finns bevis for att testsubstansen, eller en reaktiv metabolit, inte kommer att nd méilvivnaden, ir det
inte lampligt att anvinda detta test.

Se dven Allmén inledning, del B.

DEFINITIONER

avvikelser av kromatidtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt i form av brott pd enstaka kromatider eller
brott och aterférening mellan kromatider.

avvikelser av kromosomtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt som brott, eller brott och dterférening, hos
bada kromatiderna pd samma stille.

endoreduplikation: en process dir kdrnan efter den S-fas under DNA-replikationen inte Gvergdr i mitos utan
inleder dnnu en S-fas. Resultatet ir kromosomer med 4, 8, 16, ... kromatider.

lucka: en akromatisk skada som ar mindre 4n bredden hos en kromatid, och med ett minimum av misspass-
ning hos kromatiderna.

numerisk avvikelse: en fordndring av antalet kromosomer jimfort med det normala antalet karakteristika hos de
celler som anvinds.

polyploidi: en multipel av det haploida antalet kromosomer (1) som skiljer sig fran det diploida antalet (dvs.
3n, 4n.).

Strukturell avvikelse: en foérandring i kromosomstrukturen som kan detekteras genom en mikroskopisk under-
sokning av celldelningens metafasstadium, och som upptrider i form av deletioner och fragment, interna eller
externa utbyten.
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1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Djur exponeras for testsubstansen genom en limplig metod for exponering och de avlivas pd limpliga tider
efter behandlingen. Innan de avlivas behandlas djuren med ett dmne som gor att celler stannar upp i metafas
(t.ex. colchicin eller Colcemid®). Kromosomberedningsar gérs sedan fron benmirgscellerna och firgas in,
varpd celler i metafas analyseras med avseende pd kromosomavvikelser.

1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1 Forberedelser

1.4.1.1  Val av djurarter

Vanligen anvinds rattor, moss och kinesiska hamstrar, dven om vilket limpligt ddggdjur som helst kan utnytt-
jas. Man bor vilja de stammar av unga, friska vuxna djur som vanligen anvinds pa laboratorier. Nér under-
sokningen skall pdborjas, ar det lampligt att viktskillnaden mellan djuren ér s3 liten som mojligt och den bor
inte overstiga +20% av medelvikten for varje kon.

1.4.1.2  Forhallanden vid forvaring och utfodring

De generella forhdllanden som anges i den Allmanna inledningen till del B galler. Man bor dock strdva efter
en relativ luftfuktighet pad 50-60%.

1.4.1.3  Forberedelse av djuren

Friska, unga vuxna djur viljs ut slumpartat for placering i kontroll- och behandlingsgrupperna. Burar bor
arrangeras pa ett sddant sitt att mojliga effekter beroende pa placeringen av burarna blir sd smé som majligt.
Djuren skall ha en unik identifiering. De bor vanjas vid forhallandena i laboratoriet under minst fem dagar.

1.4.1.4  Beredning av doser

Fasta testsubstanser bor losas upp i eller blandas med limpliga l6sningsmedel eller vehiklar och spadas ut, om
sd dr limpligt, innan dosen administreras till djuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras direkt eller
spadas ut fore dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bér anvindas, om inte stabilitetsdata visar att
lagring ar acceptabel.

1.4.2  Forsoksbetingelser

1.4.2.1  Losningsmedel/vehikel

Losningsmedlet/vehikeln bor inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivder som anvinds och bér inte
kunna misstinkas for att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra 16sningsmedel/vehiklar dn géingse
brukliga anvinds, bor anvandningen av dem ha stod frén data som visar pd deras kompatibilitet. Darhelst det
ar mojligt rekommenderas att man i forsta hand overviger att anvinda vattenbaserade 16sningsmedel/vehiklar.

1.4.2.2  Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (I6sningsmedel/vehikel) bor ingd for varje kon i varje test. Forutom
behandling med testsubstansen, bor djuren i kontrollgrupperna hanteras pé ett identiskt sitt i forhallande till
djuren i de grupper dir behandling skett.

Positiva kontroller bor ge strukturella avvikelser in vivo vid exponeringsnivder som forvintas ge en detekterbar
okning i forhallande till bakgrunden. Positiva kontrolldoser bor viljas pa ett sddant sitt att effekterna ar tyd-
liga men att identiteten hos kodade utstryksglas inte omedelbart avslgjas for lisaren. Det dr acceptabelt att
den positiva kontrollen administreras via en annan tillforselvdg dn testsubstansen och att provtagning endast
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sker vid ett enstaka tillfille. Anvindning av kemiska klassrelaterade positiva kontrollkemikalier kan dessutom
overvigas nar dessa finns tillgdngliga. 1 tabellen nedan ges ndgra exempel pa positiva kontrollsubstanser.

Substans CAS-nummer EINECS-nummer
Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7
Etylnitrosourea 759-73-9 212-072-2
Mitomycin C 50-07-7 200-008-6
Cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4
Cyklofosfamidmonohydrat 6055-19-2
Trietylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativa kontroller, behandlade enbart med 16sningsmedel eller vehikel, och i ovrigt behandlade pd samma
satt som behandlingsgrupperna, bor inkluderas for varje provtagningstillfille, om inte acceptabel variabilitet
och frekvens hos celler med kromosomavvikelser hos djuren kan erhéllas frén historiska kontrolldata. Om
enstaka provtagning anvinds for negativa kontroller, dr den lampligast tiden det forsta provtagningstillfallet.
Dessutom bor obehandlade kontroller dven anvindas om det inte finns historiska eller publicerade kontroll-
data som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det valda 16sningsmedlet/vehikeln.

FORFARANDE

Forsoksdjurens antal och kon

Varje behandlad grupp samt kontrollgruppen mdste bestd av minst 5 analyserbara djur av varje kén. Det
ricker med att testa enbart det ena konet, om det vid tiden for undersokningens genomforande finns data till-
gingliga fran undersokningar av samma art och ddr man har anvint sig av samma exponeringssitt, sa att det
gdr att visa att det inte finns ndgra substantiella skillnader i toxicitet mellan konen. I de fall dir exponering
for kemikalier hos mdnniska kan vara konsspecifik, vilket t.ex. kan vara fallet for vissa ldkemedel, bor testet
utforas med forsoksdjur av lampligt kon.

Behandlingsschema

Testsubstanser administreras med fordel som en enstaka behandling. Testsubstanser kan dven administreras i
form av en delad dos, tvd behandlingar under samma dag med hdgst nigra timmars intervall, for att under-
ldtta administrering av en stor volym. Andra doseringsscheman bor vara vetenskapligt motiverade.

Prover bor tas vid tva separata tillfillen efter behandling under en dag. Det forsta provtagningstillfallet for
gnagare ligger pd 1,5 gdnger den normala cellcykelns lingd (den senare dr normalt 12-18 timmar) efter
behandling. Eftersom den tid som gar 4t for upptag och metabolism av testsubstansen, likvdl som dess effekt
pa cellcykelns kinetik, kan péverka den optimala tiden for detektion av kromosomavvikelser, sd rekommende-
ras att provtagningen senareldggs till 24 timmar efter det forsta provtagningstillfallet. Om doseringsscheman
pd mer dn en dag anvinds, bor man anvinda en provtagningstid pd 1,5 ganger den normala cellcykelns langd
efter den slutliga behandlingen.

Innan djuren avlivas bor de injiceras intraperitonealt med en limplig dos av ett dmne som stoppar celldel-
ningen i metafas (t.ex. Colcemid g eller colchicin). Prov pa forsoksdjur bor direfter tas vid lampliga intervall.
For moss dr detta intervall ca 3—4 timmar; for kinesiska hamstrar ligger intervallet pd ca 4-5 timmar. Celler
skordas fran benmirgen och analyseras med avseende pd kromosomavvikelser.
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Dosnivder

Om det inte finns ndgra lampliga data tillgdngliga och en undersokning darfor utfors for att faststdlla omfatt-
ningen, bor denna undersokning utféras i samma laboratorium, och med samma arter, stammar, kon och
behandlingsschema som senare skall anvindas i huvudundersokningen (5). Vid toxicitet anvinds tre dosnivder
for det forsta provtagningstillfillet. Dessa dosnivéer bor ticka in ett omrdde som stricker sig frin maximal till
liten eller ingen toxicitet. Vid senare provtagningstillfillen ricker det med att endast den hogsta dosen
anvinds. Den hogsta dosen definieras som den dos som producerar tecken pa toxicitet och sa att hogre dos-
nivéer baserade pd samma doseringsschema skulle férvintas leda till att forsoksdjuret dor. Substanser med
specifika biologiska verkningar vid ldga icke-toxiska doser (sdsom hormoner och mitogena substanser) kan
utgdra undantag frén kriterier som ar dosbestimmande och bor utvirderas fran fall till fall. Den hogsta dosen
kan dven definieras som en dos vilken ger upphov till ngon indikation pé toxicitet i benmirgen (t.ex. mer dn
50% reduktion av mitotiskt index).

’Limit-test’

En fullstindig undersokning med tre dosnivder kan inte anses vara nodvindig om ett test pd en dosnivd pd
minst 2000mg/kg kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av tvd behandlingar under samma
dag, inte ger upphov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan forvintas utifrin data
om strukturellt relaterade substanser. Fér undersokningar med en lingre varaktighet ligger grinsdosen pd
2000 mg/kg/kroppsvikt/dag vid behandlingar upp till 14 dagar, och 1000mg/kg/kroppsvikt/dag for behand-
lingar som varar lingre 4n 14 dagar. Forvantad exponering av manniskor kan utgéra en indikation pd beho-
vet av att anvinda en hogre dosniva i ett limit-test’.

Administrering av doser

Testsubstansen administreras normalt genom sondmatning med hjdlp av en magsond, en limplig intuberings-
kanyl eller genom en intraperitoneal injektion. Andra vigar for exponering kan vara acceptabla dir de kan
motiveras. Den maximala vitskevolymen som kan administreras med hjilp av sondmatning eller injektion vid
ett tillfille beror pd forsoksdjurets storlek. Volymen bor inte Gverstiga 2 ml/100g kroppsvikt. Anvindning av
volymer som ar hogre 4n dessa mdste motiveras. Forutom for irriterande eller korrosiva substanser, som nor-
malt kommer att visa pd stegrade effekter med hogre koncentrationer, bor variationer av testvolymen minime-
ras genom en justering av koncentrationen for att sikerstilla att volymen &r konstant vid alla dosnivéer.

Kromosomberedning

Omedelbart efter avlivningen tas benmirgen ut, tillsitts hypoton 16sning och fixeras. Cellerna sprids sedan ut
pa utstryksglas och firgas in.

Analys

Det mitotiska indexet bor faststdllas om ett métt pd cytotoxicitet hos minst 1000 celler per djur for alla
behandlade forsoksdjur (inklusive positiva kontroller) och obehandlade forsoksdjur for negativ kontroll.

Minst 100 celler bor analyseras for varje forsoksdjur. Detta antal kan reduceras ndr ett stort antal avvikelser
observeras. Alla utstryksglas, inklusive de for positiva och negativa kontroller, bor kodas oberoende av
varandra innan de analyseras i mikroskop. Eftersom beredningen av utstryksglas ofta resulterar i brott pd en
del av de celler som dr i metafas med forlust av kromosomer som foljd, bor de celler som pétraffas darfor
innehdlla ett centromererantal som &r lika med antalet 2n+2.

DATA

BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella data for forsoksdjuren bor presenteras i tabellform. Den experimentella enheten utgérs av djuret.
For varje forsoksdjur bor antalet celler som patriffas, antalet avvikelser per cell och procentandelen celler med
strukturella kromosomavvikelser utvirderas. Antalet och frekvensen av olika typer av strukturella kromosom-
avvikelser bor listas for behandlade grupper och kontrollgrupper. Luckor i DNA-stringen noteras separat och
rapporteras men inkluderas inte generellt i den totala frekvensen av avvikelser. Om det inte finns nigra bevis
for en skillnad i resultaten mellan konen, kan data fran bdda konen kombineras for statistisk analys.
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2.2

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som anvinds for att bestimma om ett resultat dr positivt, t.ex. en dosrelaterad
okning i det relativa antalet celler med kromosomavvikelser eller en tydlig 6kning av antalet celler som upp-
visar avvikelser i en grupp som ftt en enstaka dos vid ett enstaka provtagningstillfille. Man bér i forsta hand
overvaga resultatets biologiska relevans. Statistiska metoder kan vara till hjdlp vid utvirdering av testresultatet
(6). Statistisk signifikans bor dock inte vara den enda faktor som bestimmer om resultatet dr positivt. Tvety-
diga resultat bor klarliggas genom fortsatta tester, limpligen vid dndrade experimentella betingelser.

En 6kning av polyploidin kan utgora en indikation pé att testsubstansen har potential att inducera numeriska
kromosomavvikelser. En 6kning av endoreduplikationen kan utgora en indikation pa att testsubstansen har
potential att inhibera cellcykelns forlopp (7) (8).

En testsubstans for vilken resultatet inte uppfyller ovanstdende kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, s kan i sillsynta fall upp-
sdttningen av data gora det omajligt att utfora en otvetydig bedomning med avseende pa testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur manga experiment som utfors.

Positiva resultat fran testet av kromosomavvikelser in vitro, indikerar att en substans inducerar kromosomavvi-
kelser i benmargen hos de arter som testades. Negativa resultat indikerar att testsubstansen, under dessa for-
soksbetingelser, inte inducerar kromosomavvikelser i benmirgen hos de arter som testades.

Sannoliketen for att testsubstansen eller dess metaboliter ndr ut till det stora kretsloppet eller specifikt till mal-
vivnaden (t.ex. systemisk toxicitet) bor diskuteras.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT
Testrapporten maste innehalla foljande information:

Losningsmedel/vehikel:
— motivering av valet av vehikel

— testsubstansens stabilitet och 1oslighet i 16sningsmedlet/vehikeln, om detta dr kint

Forsoksdjur:

— art/stam som anvinds

— forsoksdjurens antal, dlder och kén

— killa, forhallanden vid forvaring, diet, etc.

— individuell vikt hos forsoksdjuren vid forsokets borjan, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvirde och
standardavvikelse for varje grupp

Forsoksbetingelser:

— positiva och negativa kontroller (vehikel/losningsmedel)

— data fran en undersokning av limpligt intervall, om en sddan har utforts
— grund for valet av dosnivé

— uppgifter om beredningen av testsubstansen
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uppgifter om administreringen av testsubstansen
grund for administreringens tillforselvig

metoder for att verifiera att testsubstansen nddde det stora kretsloppet eller malvdvnaden, om detta ar till-
lampbart

omvandling frdn koncentration av testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg/
kroppsvikt/dag), om detta ir tillimpbart

uppgifter om fodrets och vattnets kvalitet
detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman
metoder for mitningar av toxicitet

identiteten hos substanser som stoppar cellcykeln i metafas, deras koncentration och behandlingens var-

aktighet

metoder for preparation av utstryksglas
kriterier for hur avvikelser pavisas

antalet celler som analyserats per forsoksdjur

kriterier for beddmning av om undersokningarna ar positiva, negativa eller tvetydiga

Resultat:

tecken pé toxicitet

mitotiskt index

typ av och antal avvikelser, angivna separat for varje forsoksdjur

det totala antalet avvikelser per grupp med medelvirden och standardavvikelser
antal celler med avvikelser per grupp med medelvirden och standardavvikelser
forandringar i ploiditet, om ndgra sidana har observerats

dos/respons-forhallande, dir s ar mojligt

statistiska analyser, om négra sidana forekommer

samtidiga negativa kontrolldata

historiska negativa kontrolldata med omraden, medelvirden och standardavvikelser

samtidiga positiva kontrolldata

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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1.1.

1.2

BILAGA 4C

”B.12. MUTAGENICITET — TEST AV MIKROKARNOR IN VIVO I ERYTROCYTER HOS DAGGDJUR

METOD

Denna metod ir en kopia av testet OECD TG 474, Test av mikrokarnor i erytrocyter hos diggdjur (Mamma-
lian Erythrocyte Micronucleus Test (1997)).

INLEDNING

Testet av mikrokdrnor in vivo hos diggdjur anvinds for detektion av sddana skador pa kromosomer eller pa
den mitotiska apparaten hos erytroblaster som induceras av testsubstansen, genom analys av erytrocyter frin
provtagning pa benmirg och/eller perifert blod fran djurceller, vanligtvis gnagare.

Avsikten med testet av mikrokdrnor 4r att identifiera substanser som orsakar cytogen skada, vilket resulterar i
bildning av mikrokdrnor som innehéller isolerade kromosomfragment eller hela kromosomer.

Nar en erytroblast frin benmarg utvecklas till en polykromatisk erytrocyt stots huvudkdrnan ut. Varje mikro-
kirna som har bildats kan bli kvar i den annars kirnfria cytoplasman. Visualisering av mikrokérnor underlit-
tas i dessa celler eftersom de saknar en huvudkidrna. En okning av frekvensen av polykromatiska erytrocyter
med mikrokdrnor hos behandlade forsoksdjur utgér en indikation pé inducerade kromosomskador.

Benmirg frin gnagare anvinds rutinmdssigt i detta test eftersom polykromatiska erytrocyter produceras i
sddan vdvnad. Mitningen av omogna (polykromatiska) erytrocyter med mikrokédrnor i perifert blod ar lika
acceptabelt hos alla arter dir oformédgan hos myjilten att avligsna erytrocyter med mikrokdrnor har kunnat
pavisas, eller som har uppvisat en adekvat sensitivitet for att detektera dmnen som orsakar strukturella eller
numeriska kromosomavvikelser. Mikrokédrnor kan sirskiljas genom ett antal olika kriterier. Dessa innefattar
identifiering av narvaron eller frinvaron av en kinetochor eller av centromer-DNA i mikrokarnor. Frekvensen
av omogna (polykromatiska) erytrocyter med mikrokdrnor utgér den huvudsakliga slutpunkten. Antalet
mogna (normokromatiska) erytrocyter i perifert blod som innehdller mikrokdrnor bland ett givet antal mogna
erytrocyter kan dven anvindas som slutpunkt pd undersokningen, nir forsoksdjur behandlas kontinuerligt
under fyra veckor eller langre.

Detta test av mikrokdrnor in vivo pd diggdjur ar sirskilt relevant for att faststilla mutagena risker, eftersom
det mojliggor Gverviganden av faktorer for in vivo metabolism, farmakokinetik och processer for DNA-repara-
tioner, dven om sidana faktorer kan variera mellan olika arter, vdvnader och genetiska slutpunkter. Ett test in
vivo dr dven anvandbart for fortsatta undersokningar av en mutagen effekt, med detektion i ett in vitro-system.

Om det finns bevis for att testsubstansen eller en reaktiv metabolit inte kommer att nd malviavnaden, ir det
inte lampligt att anvinda detta test.

Se dven Allmén inledning, del B.

DEFINITIONER

centromer (Kinetochor): Delar av en kromosom till vilka spindelfibrer dr fista under celldelning, vilket ger upp-
hov till en ordnad rorelse av dotterkromosomerna mot dottercellernas poler.

mikrokdrnor: Smé extra kdrnor som 4r separata fran cellernas huvudkirna, och som produceras under mitosens
telofas (meios) fran isolerade kromosomfragment eller hela kromosomer.

normokromatisk erytrocyt: Mogna erytrocyter som saknar ribosomer och som kan sirskiljas frin omogna poly-
kromatiska erytrocyter genom infirgning som ir selektiv f6r ribosomer.
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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.

polykromatisk erytrocyt: Omogen erytrocyt, i ett intermedidrt utvecklingsstadium, vilken fortfarande innehéller
ribosomer och dirfor kan sirskiljas frén mogna, normokromatiska erytrocyter genom infirgning som iér selek-
tiv for ribosomer.

TESTMETODENS PRINCIP

Forsoksdjur bor exponeras for testsubstansen pé ett lampligt sitt. Om benmirg anvinds, bor forsoksdjuren
avlivas vid limpliga tider efter behandling, varvid benmirg extraheras, preparationer gors och firgas in (1) (2)
(3) (4) (5) (6) (7). Ndr perifert blod anvinds, samlas blodet upp vid limpliga tidpunkter efter behandling och
utstrykspreparationer gors, vilka sedan firgas in (4) (8) (9) (10). Vid undersokningar med perifert blod, bor
det gé sé kort tid som mojligt mellan den sista exponeringen och skorden av cellerna. Preparationerna analy-
seras med avseende pd nirvaron av mikrokdrnor.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN

Forberedelser

Val av djurarter

Réttor, moss och kinesiska hamstrar anvinds vanligen, dven om vilket lampligt ddggdjur som helst kan
anvindas. Vid anvindning av perifert blod rekommenderas moss. Det dr emellertid dven mojligt att anvinda
andra diggdjursarter, forutsatt att det 4r en art ddr mjalten inte avldgsnar erytrocyter med mikrokdrnor eller
en art som har uppvisat en adekvat kinslighet nir det géller att detektera dmnen som kan orsaka strukturella
eller numeriska kromosomavvikelser. Vanligt anvinda laboratoriestammar av unga, friska forsoksdjur bor
komma i friga. Vid undersokningens borjan bor viktskillnaden mellan forsoksdjuren vara minimal och inte
overskrida +20% av medelvikten for varje kon.

Forhdllanden vid forvaring och utfodring

De generella forhdllanden som anges i den allmdnna inledningen till del B giller. Man bor dock strava efter
en relativ luftfuktighet pd 50-60 %.

Forberedelse av djuren

Friska, unga vuxna djur viljs ut slumpartat for placering i kontroll- och behandlingsgrupperna. Burar bor
arrangeras pa ett sddant sitt att mojliga effekter beroende pa placeringen av burarna blir s3 smd som majligt.
Djuren skall ha en unik identifiering. De bor vinjas vid forhallandena i laboratoriet under minst fem dagar.

Beredning av doser

Fasta testsubstanser bor 16sas upp i eller blandas med limpliga 16sningsmedel eller vehiklar och spadas ut, om
sd dr lampligt, innan dosen administreras till djuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras direkt eller
spadas ut fore dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bor anvindas om inte stabilitetsdata visar att
lagring ir acceptabel.

Forsoksbetingelser

Losningsmedel fvehikel

Losningsmedlet/vehikeln bor inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivder som anvinds och bor inte
kunna misstinkas for att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra 16sningsmedel/vehiklar dn gingse
brukliga anvinds, bor anvindningen av dem ha stod fran data som visar pd deras kompatibilitet. Det rekom-
menderas att, dirhelst det 4r mojligt, man i forsta hand Gverviger vattenbaserade 1osningsmedel/vehiklar.

Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (16sningsmedel/vehikel) bor ingé for varje test. Forutom behandling
med testsubstansen, bor djuren i kontrollgrupperna hanteras pé ett identiskt sitt i forhallande till djuren i de
grupper dir behandling skett.
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1.5.

Positiva kontroller bor ge mikrokdrnor in vivo vid de exponeringsnivier som forvintas ge en detekterbar
okning i forhallande till bakgrunden. Positiva kontrolldoser bor viljas pé ett sddant sitt att effekterna ar tyd-
liga, men att identiteten hos kodade utstryksglas inte omedelbart avslojas for ldsaren. Det dr acceptabelt att
den positiva kontrollen administreras via en annan tillforselvdg dn testsubstansen och att provtagning endast
sker vid ett enstaka tillfille. Anvindning av kemiska klassrelaterade positiva kontrollkemikalier kan dessutom
overvigas nar dessa finns tillgdngliga. I tabellen nedan ges ndgra exempel pa positiva kontrollsubstanser.

Substans CAS-nummer EINECS-nummer
Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7
N-etyl-N-nitrosourea 759-73-9 212-072-2
Mitomycin C 50-07-7 200-008-6
Cyklofosfoamid 50-18-0 200-015-4
Cyklofosfoamidmonohydrat 6055-19-2
Trietylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativa kontroller, behandlade enbart med losningsmedel eller vehiklar, och i 6vrigt behandlade pd samma
sitt som behandlingsgrupperna, bor inkluderas for varje provtagningstillfille, om inte acceptabel variabilitet
och frekvens hos celler med kromosomavvikelser hos djuren kan erhéllas ur historiska kontrolldata. Om
enstaka provtagningar anvinds for negativa kontroller, dr den limpligaste tiden det forsta provtagningstillfal-
let. Dessutom bor obehandlade kontroller dven anvindas om det inte finns historiska eller publicerade kon-
trolldata som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det valda 16sningsmedlet/vehinkeln.

Om perifert blod anvinds, kan dven ett prov taget innan behandlingen pdborjas vara acceptabelt som en sam-
tidig negativ kontroll, men endast for de korta perifera undersokningarna av blod (t.ex. 1-3 behandling(ar))
ndr resulterande data ligger inom det forvintade omrédet for den historiska kontrollen.

FORFARANDE

Forsoksdjurens antal och kon

Varje behandlad grupp samt kontrollgruppen mdste bestd av minst 5 analyserbara djur av varje kén. Det
ricker med att testa enbart det ena konet, om det vid tiden for undersokningens genomforande finns data till-
gingliga frin undersokningar av samma art och dir man har anvint sig av samma exponeringssitt, s att det
gdr att visa att det inte finns ndgra substantiella skillnader i toxicitet mellan konen. 1 de fall dir exponering
for kemikalier hos manniska kan vara konsspecifik, vilket t.ex. kan vara fallet for vissa ldkemedel, bor testet
utforas med forsoksdjur av lampligt kon.

Behandlingsschema

Inget standardiserat behandlingsschema (t.ex en, tva eller flera behandlingar med 24 timmars intervall) kan
rekommenderas. Proverna frdn utokade doseringsscheman ar acceptabla sa linge som en positiv effekt har
demonstrerats for denna typ av undersokning eller, for en negativ undersokning, sd linge som toxicitet har
pavisats eller grinsviardesdosen har anvints, och doseringen fortsatte tills det var dags for provtagning. Test-
substanser kan dven administreras i form av en delad dos, dvs. tvd behandlingar under en och samma dag
med hogst ndgra timmars intervall, for att pé sd sitt underldtta administrering av stora volymer med material.

Testet kan utforas pa tvd sitt

a) Forsoksdjur behandlas en gng med testsubstansen. Prover pd benmirg tas ut minst tvd ganger, med bor-
jan tidigast 24 timmar och senast 48 timmar efter behandling, och med limpliga intervall mellan proven.
Om prover tas tidigare dn 24 timmar efter behandling bor detta motiveras. Prover pa perifert blod tas ut
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minst tvd gdnger, med borjan tidigast 36 timmar efter behandling, och i limpliga intervall efter det forsta
provet, men inte senare dn efter 72 timmar. Nar ett positivt svar identifieras vid ett provtagningstillfille,
s& dr ytterligare provtagning inte nodvindig.

b) Om tva eller flera dagliga behandlingar utfors (t.ex. tvd eller flera behandlingar med 24 timmars intervall),
bor prover tas ut en ging mellan 18 och 24 timmar efter den slutliga behandlingen av benmairgen och
en gang mellan 36 och 48 timmar efter den slutliga behandlingen av det perifera blodet (12).

Prover kan dessutom tas vid andra tidpunkter nir detta 4r lampligt.

Dosnivier

Om det inte finns ndgra lampliga data tillgdngliga och en undersokning darfor utfors for att faststdlla omfatt-
ningen, bor denna undersokning utforas i samma laboratorium, och med samma arter, stammar, kén och
behandlingsschema som senare skall anvindas i huvudundersokningen (13). Vid toxicitet anvinds tre dos-
nivder for det forsta provtagningstillfdllet. Dessa dosnivder bor ticka in ett omrdde som stricker sig frdn max-
imal till liten eller ingen toxicitet. Vid senare provtagningstillfillen ricker det med att endast den hogsta dosen
anvinds. Den hogsta dosen definieras som den dos som producerar tecken pa toxicitet och sa att hogre dos-
nivder baserade pd samma doseringsschema skulle forvintas leda till att forsoksdjuret dor. Substanser med
specifika biologiska vekningar vid ldga icke-toxiska doser (sdsom hormoner och mitogena substanser) kan
utgora undantag fran kriterier som ar dosbestimmande och bor utvirderas fran fall till fall. Den hogsta dosen
kan dven definieras som en dos vilken ger upphov till nigon indikation pa toxicitet i benmirgen (t.ex. en
reduktion av andelen omogna erytrocyter jamfort med det totala antalet erytrocyter i benmargen eller i peri-
fert blod).

’Limit-test’

En fullstindig undersokning med tre dosnivder kan inte anses vara nodvindig om ett test pd en dosnivd pd
minst 2 000 mg/kg kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av tvd behandlingar under samma
dag, inte ger upphov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan forvintas utifrdn data
om strukturellt relaterade substanser. Fér undersokningar med en lingre varaktighet ligger grinsdosen pd
2 000 mg/kg/kroppsvikt/dag vid behandlingar upp till 14 dagar, och pd 1000 mg/kg/kroppsvikt/dag for
behandlingar som varar lingre 4n 14 dagar. Forvintad exponering av manniskor kan utgéra en indikation pa
behovet av att anvinda en hogre dosniva i ett limit-test’

Administrering av doser

Testsubstansen administreras normalt genom sondmatning med hjilp av en magsond, en limplig intuberings-
kanyl eller genom en intraperitoneal injektion. Andra tillforselvagar for exponering kan vara acceptabla dar de
kan motiveras. Den maximala vitskevolymen som kan administreras med hjélp av sondmatning eller injektion
vid ett tillfalle beror pé forsoksdjurets storlek. Volymen bor inte overstiga 2 ml/100 g kroppsvikt. Anvindning
av volymer som 4r hogre dn dessa mdste motiveras. Forutom for irriterande eller korrosiva substanser, som
normalt kommer att visa pd stegrade effekter med hogre koncentrationer, bor variationer av testvolymen
minimeras genom en justering av koncentrationen for att sikerstdlla att volymen ar konstant vid alla dos-
nivéer.

Beredning av benmirg/blod

Benmirgsceller erhdlls vanligen fran larbenet eller skenbenet omedelbart efter det att djuret avlivats. Normalt
avldgsnas cellerna fran larbenet eller skenbenet, prepareras och firgas in med hjilp av etablerade metoder.
Perifert blod erhélls frin svansvenen eller ndgon annan limplig blodader. Blodceller firgas omedelbart in sup-
ravitalt (8) (9) (10) eller sd gors utstrykspreparationer vilka sedan firgas in. Anvindningen av ett DNA-speci-
fikt firgdimne (t.ex. akridinorange (14) eller Hoechst 33258 plus pyronin-Y (15)) kan eliminera nagra av de
artefakter som ir associerade med anvindning av ett firgimne som inte dr DNA-specifikt. Denna férdel ute-
sluter inte anvandningen av konventionella firgimnen (t.ex. Giemsa). Ytterligare system (t.ex. cellulosakolon-
ner for att avligsna celler med kirnor (16)) kan dven anvindas, férutsatt att dessa system har visat sig fungera
pé ett adekvat sdtt vid preparation av mikrokirnor i laboratoriet.

Analys

Andelen omogna erytrocyter bland det totala antalet erytrocyter (omogna + mogna) bestims for varje djur
genom att totalt rikna minst 200 erytrocyter fér benmirg och 1 000 erytrocyter for perifert blod (17). Alla
utstryksglas, inklusive de fran positiva och negativa kontroller, bor ges en oberoende kodning innan analys i
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mikroskop utfors. Minst 2 000 omogna erytrocyter per djur undersoks med avseende pd forekomst av
omogna erytrocyter med mikrokarnor. Ytterligare information kan erhallas genom att soka efter mogna eryt-
rocyter med mikrokdrnor. Vid analys av utstryksglas bor antalet omogna erytrocyter jamfort med det totala
antalet erytrocyter inte vara mindre dn 20% av kontrollvirdet. Nar djur behandlas kontinuerligt under fyra
veckor eller mer kan dven minst 2 000 mogna erytrocyter per djur undersokas med avseende pa forekomst
av mikrokidrnor. System for automatiserad analys (bildanalys och flodescytometri av cellsuspensioner) dr
acceptabla alternativ till manuell utvirdering om lamplig verifiering och validering sker.

DATA

BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella data fran forsoksdjur bor presenteras i tabellform. Den experimentella enheten utgérs av forsoks-
djuret. Antalet omogna erytrocyter som pdtriffas, antalet omogna erytrocyter med mikrokérnor, och antalet
omogna bland det totala antalet erytrocyter bor listas separat for varje djur som analyseras. Nar forsoksdjur
behandlas kontinuerligt under fyra veckor eller mer, bor data Gver mogna erytrocyter ocksd presenteras, om
dessa har samlats in. Andelen omogna erytrocyter bland det totala antalet erytrocyter och, om det anses till-
lampligt, procentandelen av erytrocyter med mikrokdrnor, bor anges for varje forsoksdjur. Om det inte finns
nagra bevis for en skillnad i resultaten mellan konen, kan data fran bada konen kombineras for statistisk ana-

lys.

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som anvinds for att bestimma om ett resultat r positivt, t.ex. en dosrelaterad
okning av antalet celler med mikrokirnor eller en tydlig 6kning av antalet celler med mikrokédrnor hos en
grupp som fétt en enstaka dos vid ett enstaka provtagningstillfille. Man bor i forsta hand overviga resultatets
biologiska relevans. Statistiska metoder kan anvindas som en hjilp vid utvirdering av testresultatet (18) (19).
Statistisk signifikans bor dock inte vara den enda faktor som bestimmer om resultatet dr positivt. Tvetydiga
resultat bor klarliggas genom fortsatta tester, liampligen vid dndrade experimentella betingelser.

En testsubstans for vilken resultatet inte uppfyller ovanstdende kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan i sillsynta fall upp-
sdttningen av data gora det omgjligt att utfora en otvetydig bedomning med avseende pa testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur manga génger experimentet upprepas.

Positiva resultat i testet av mikrokdrnor tyder pé att substansen inducerar mikrokdrnor som 4r ett resultat av
en kromosomal skada eller skada pd den mitotiska apparaten i erytroblasterna hos den art som testas. Nega-
tiva resultat indikerar att testsubstansen, under dessa forsoksbetingelser, inte ger upphov till mikrokdrnor i de
omogna erytrocyterna hos den art som testas.

Sannolikheten for att testsubstansen eller nigon av dess metaboliter skall nd ut i det stora kretsloppet eller
specifikt till malvivnaden (t.ex. systemisk toxicitet) bor diskuteras.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten maste innehalla foljande information:

Losningsmedel/vehikel:
— motivering for valet av vehikel

— testsubstansens loslighet och stabilitet i 16sningsmedlet/vehikeln, om detta dr kidnt
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Forsoksdjur:

art/stam som anvands
forsoksdjurens antal, alder och kon

killa, forhallanden vid forvaring, diet, etc.

individuell vikt hos férsoksdjuren vid forsokets bérjan, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvirde och

standardavvikelse for varje grupp

Forsoksbetingelser:

positiva och negativa kontrolldata (vehikel/losningsmedel)

data frin en undersokning av spannvidden, om en sddan har utforts
grund for valet av dosnivé

uppgifter om beredningen av testsubstansen

uppgifter om administreringen av testsubstansen

grund for det sitt administreringen sker pa

metoder for att verifiera att testsubstansen nddde det stora kretsloppet eller malvidvnaden, om detta ar till-

lampbart

omvandling av koncentrationen for testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/

kg/kroppsvikt/dag), om detta ar tillimpbart

fodrets och vattnets kvalitet

detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman
metoder for preparation av utstryksglas

metoder for mitningar av toxicitet

kriterier for bestimning av omogna erytrocyter med mikrokérnor
antalet analyserade celler per djur

kriterier for beddmning av om undersokningarna ar positiva, negativa eller tvetydiga

Resultat:

tecken pé toxicitet

andelen omogna erytrocyter av det totala antalet erytrocyter

antalet omogna erytrocyter med mikrokérnor, angett separat for varje djur
medelvirde + standardavvikelse for omogna erytrocyter med mikrokarnor per grupp
dos|respons-forhéllande, nirhelst detta dr mojligt

statistiska analyser och metoder som anvinds

samtidiga och historiska negativa kontrolldata

samtidiga positiva kontrolldata

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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BILAGA 4D

”B.13/14. MUTAGENICITET - TEST AV ATERMUTATION HOS BAKTERIER

METOD

Denna metod idr en kopia av OECD TG 471, Omvint bakteriellt mutationstest (Bakterial Reserve Mutation
Test (1997)).

INLEDNING

[ detta test av dtermutation hos bakterier anvinds aminosyraberoende stammar av Salmonelle typhimurium och
Escherichia coli for att detektera punktmutationer, vilka innfattar substitution, addition eller deletion av ett eller
ndgra DNA-baspar (1) (2) (3). Testet bygger pd principen att man detekterar mutationer som gor att redan
existerande mutationer i teststammarna gér tillbaka varvid den funktionella férmdgan hos bakterierna att syn-
tetisera en essentiell aminosyra aterstills. De dtermuterade bakterierna detekteras pd grundval av sin férmdga
att vixa i frdnvaro av den aminosyra som krdvs hos den ursprungliga teststammen.

Punktmutationer ar orsaken till mdnga genetiska sjukdomar hos manniskor och mycket tyder pé att punktmu-
tationer i onkogener och suppressorgener for tumérer i somatiska celler dr inblandade i bildning av tumdorer
hos ménniskor och forsoksdjur. Testet av dtermutation hos bakterier dr snabbt, billigt och relativt enkelt att
utfora. Ménga av testarterna har ett flertal egenskaper som gor dem mera kinsliga for detektion av mutationer
inklusive responsiva DNA-sekvenser vid reversionssiten, okad cellerpermeabilitet for stora molekyler och eli-
minering av reparationssystem for DNA eller forstirkning av felbendgna reparationsprocesser for DNA. Speci-
ficiteten hos teststammarna kan erbjuda en del nyttig information om de typer av mutationer som induceras
av genotoxiska dmnen. En mycket stor databas med resultat for ett stort antal olika strukturer finns tillgianglig
for tester av dtermutation hos bakterier och viletablerade metoder har utvecklats for testning av kemikaler
med olika fysisk-kemiska egenskaper, inklusive flyktiga dmnen.

Se dven Allmén inledning, del B.

DEFINITIONER

ett test av dtermutation hos antingen Salmonella typhimurium eller Escherichia coli detekterar mutation i en amino-
syraberoende stam (histidin respektive tryptofan) vilket ger en stam som ar oberoende av en extern tillforsel
av aminosyror.

mutagener som ger basparsubstitutioner 4r dmnen som orsakar en basforandring i DNA. I ett test av dtermutation
kan denna forindring upptrada vid sitet for den ursprungliga mutationen eller pa ett andra site i det bakteri-
ella genomet.

mutagener som ger forskjutningar (frameshift) dr dmnen som orsakar addition eller deletion av ett eller flera bas-
par i DNA, vilket da ger en 4ndrad avldsningsordning i RNA.

INLEDANDE OVERVAGANDEN

Testet av atermutation hos bakterier utnyttjar prokaryota celler, vilka skiljer sig frin diaggdjursceller med avse-
ende pa sddana faktorer som upptag, metabolism, kromosomstruktur och processer for DNA-reparation. Tes-
ter som utfors in vitro kraver i allmadnhet att det finns en yttre kalla for metabolisk aktivering. Hos system for
metabolisk aktivering in vitro kan inte forhllandena for daggdjur in vivo efterliknas helt och hallet. Testet ger
dirfor ingen direkt information om den mutagena och den karcinogena potensen hos en substans i daggdjur.

Testet av dtermutation hos bakterier anvands vanligen som en inledande undersokning av genotoxisk aktivitet
och, i synnerhet, av aktivitet som inducerar punktmutationer. En omfattande databas har demonstrerat att
ménga kemikalier som ger positiva resultat i detta test dven uppvisar mutagen aktivitet i andra tester. Det
finns exempel pd mutagena dmnen som inte kan detekteras med hjilp av detta test. Skalen till dessa tillkorta-
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kommanden kan tillskrivas den specifika naturen hos den detekterade slutpunkten, skillnader i metabolisk
aktivering, eller skillnader i biotillginglighet. A andra sidan kan faktorer som héjer kinsligheten hos testet
leda till en overskattning av den mutagena aktiviteten.

Testet av atermutation hos bakterier kan visa sig oldmpligt for utvirdering av vissa klasser av kemikalier
sdsom starkt baktericida dmnen (t.ex. vissa antibiotika) och de som anses (eller dr kinda for att) interferera
specifikt med systemet for cellreplikation hos diggdjur (t.ex. vissa inhibitorer av topoisomeras och vissa nuk-
leosidanaloger). I sddana fall kan mutationstester pd ddggdjur vara mera limpliga.

Aven om méinga dmnen som ger positiva resultat i detta test dr karcinogena for diggdjur, 4r korrelationen
inte absolut. Den ir beroende pé kemisk klass och det finns karcinogener som inte kan detekteras med hjilp
av detta test, eftersom de verkar genom andra, icke-genotoxiska mekanismer eller mekanismer som saknas i
bakterieceller.

TESTMETODENS PRINCIP

Suspensioner med bakterieceller exponeras for testsubstansen i nérvaro och i frinvaro av ett exogent system
for metabolisk aktivering. I plattinkorporeringsmetoden blandas dessa suspensioner med en toppskiktsagar
varpd plattor omedelbart gors pd minimalmedium. I preinkubationsmetoden inkuberas behandlingsbland-
ningen och sedan blandas denna med en toppskiktsagar innan plattor gors pd minimalmedium. I bdda meto-
derna rdknas dtermuterade kolonier efter tvd eller tre dagars inkubering och jimfors med antalet spontant
dtermuterade kolonier pa kontrollplattor med 16sningsmedel.

Ett flertal procedurer for att utfora testet av dtermutation hos bakterier har beskrivits. Bland de som vanligtvis
anvinds ingdr plattinkorporeringsmetoden (1) (2) (3) (4), preinkubationsmetoden (2) (3) (5) (6) (7) (8), fluktue-
ringsmetoden (9) (10) och suspensionsmetoden (11). Modifikationer for testning av gaser eller dngor har tidi-
gare beskrivits (12).

De procedurer som beskrivs i metoden hénfor sig primirt till plattinkorporerings- och preinkubationsmetoder.
Inga av dem dr acceptabla for att genomfora experiment bdde med och utan metabolisk aktivering. Vissa sub-
stanser kan detekteras mer effektivt med hjilp av preinkubationsmetoden. Dessa substanser tillh6r kemiska
klasser som innefattar korta kedjor med alifatiska nitrosaminer, tvavirda metaller, aldehyder, azofirger och
diazof6reningar, pyrolizidinalkoloider, allylféreningar och nitroforeningar (3). Det ér dven kant att vissa klas-
ser av mutanter inte alltid detekteras med hjilp av standardprocedurer sdsom plattinkorporeringsmetoden eller
preinkubationsmetoden. Dessa bor uppfattas som ’speciella fall’ och det rekommenderas varmt att alternativa
procedurer anvinds for detektionen av dem. De foljande 'speciella fallen’ bor identifieras (tillsammans med
exempel pd procedurer som kan anvindas for detektionen av dem): azofirger och diazoforeningar (3) (5) (6)
(13), gaser och flyktiga kemikaler (12) (14) (15) (16) samt glykosider (17) (18). En avvikelse fran standardpro-
ceduren maéste vara vetenskapligt motiverad.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN

Forberedelser

Bakterier

Nya kulturer med bakterier bor fa vixa till sig fram till den sena exponentiella eller tidiga stationdra tillvixtfa-
sen (ungefir 10° celler per ml). Kulturer som befinner sig i sen stationdr fas bér inte anvdndas. Det ar viktigt
att de kulturer som anvinds i experimentet har en hog tider med livsdugliga bakterier. Titern kan fas fram
antingen ur tillvixtkurvor frdn historiska kontrolldata, eller ur varje forsok genom att bestimma antalet livs-
dugliga celler med hjilp av ett utstrykningsexperiment.

Den rekommenderade inkubationstemparaturen r 37 °C.

Minst fem bakteriestammar bor anvindas. Dessa bor inkludera fyra av S. typhimurium (TA 1535; Ta 1537 eller
TA97a eller TA97; TA98; och TA100) som har visat sig vara tillforlitliga och ge en reproducerbar respons i
olika laboratorier. Dessa fyra stammar av S. typhimurium har GC-baspar vid det primira dtermutationsstillet
och det dr kidnt att de inte kan detektera vissa oxiderande mutagener, tvarbindande dmnen och hydraziner.
Sddana substanser kan detekteras med hjilp av E. coli WP2-stammar eller S. typhimurium TA 102 (19) som
har ett AT-baspar vid det primira dtermutationsstillet. Den rekommenderade kombinationen av stammar ir
darfor:
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— S. typhimurium TA 1535,

— S. typhimurium TA1537 eller TA97 eller TA97a,
— S. typhimurium TA9S8,

—  S. typhimurium TA100, och

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

Fir att kunna detektera tvirbindande mutagener kan det vara lampligt att inkludera TA102 eller att ocksd
anvinda en DNA-reparationsduglig stam av E. coli (t.ex. E.coli WP2 eller E. coli WP2 (pKM101)).

Etablerade procedurer for beredning av baskulturer, markorverifiering och lagring bor anvindas. Behovet av
aminosyror for tillvixten bor pavisas for varje frusen preparation av baskulturer (histidin for stammar av S.
typhimurium och tryptofan for stammar av E. coli). Andra fenotypiska karakteristika bor kontrolleras pé lik-
nande sitt, nimligen nédrvaron eller franvaron av R-faktorplasmider dir detta ar lampligt (dvs. ampicillin-resi-
stens i stammarna TA98, TA100 och TA97a eller TA97, WP2 uvrA och WP2 uvrA (pKM101) och
ampicillin + tetracyklinreststens i stammen TA102); ndrvaron av karakteristiska mutationer (dvs. rfa-mutation
i S. typhimurium genom kénslighet for kristallviolett och uvrA-mutation i E. coli eller uvrB-mutation i S. typhi-
murium genom kanslighet for ultraviolett ljus) (2) (3). Stammarna bor dven ge spontant atermuterande plat-
trakningar av kolonier inom de frekvensomrdden som kan forvéntas frén laboratoriets historiska kontrolldata
och helst inom det omréde som rapporteras i litteraturen.

Medium

Anvind en limplig minimalagar (t.ex. innechédllande Vogel-Bonner minimalmedium E och glukos) och ett agar-
toppskikt som innehéller histindin och biotin eller tryptofan, sd att ndgra stycken celldelningar skall kunna
ske (1) (2) (9).

Metabolisk aktivering

Bakterier bor exponeras for testsubstansen bade i nirvaro och frdnvaro av ett limpligt system for metabolisk
aktivering. Det vanligaste systemet som anvinds ar en post-mitokondriell fraktion dir en kofaktor tillsatts (S9)
vilken beretts ur lever frin gnagare vilka behandlats med enzyminducerande dmnen sdsom Aroclor 1254 (1)
(2) eller en kombination av fenobarbiton och B-naftoflavon (18) (20) (21). Den post-mitokondriella fraktionen
anvinds vanligen vid koncentrationer i omrddet frén 5 till 30% v/v i S9-blandningen. Valet av och beting-
elserna hos ett system for metabolisk aktivering kan bero pa den klass av kemikalier som testas. I vissa fall
kan det vara lampligt att anvinda mer 4n en koncentration av den postmitokondriella fraktionen. For azofir-
ger och diazodmnen, kan anvdndning av ett reduktivt system for metabolisk aktivering vara limpligare (6)
(13).

Beredning av testsubstansen

Fasta testsubstanser bor 1osas upp i eller blandas med limpliga 16sningsmedel eller vehiklar och spddas ut, om
detta dr lampligt, fore det att bakterierna behandlas. Flytande testsubstanser kan tillsdttas direkt till testsys-
temen och/eller spidas ut fére behandling. Nygjorda beredningar bér anvindas om inte stabilitetsdata visar att
lagring kan accepteras.

Losningsmedel/vehiklar bor inte kunna misstinkas for att reagera kemiskt med testsubstansen och bor vara
forenliga med bakteriernas 6verlevnad samt S9-aktivitet (22). Om man anvinder andra l6sningsmedel/vehiklar
dn gangse brukliga, bor anvdndningen av dem ha stod fran data som visar pa deras kompatibilitet. Darhelst
det dr mojligt, rekommenderas att man i forsta hand 6verviger vattenbaserade 16sningsmedel/vehiklar.

Forsoksbetingelser

Teststammar (se 1.5.1.1)

Exponeringskoncentration

Cytotoxiciteten och losligheten i den slutliga behandlingsblandningen é4r ndgra av de kriterier som man méste
ta hinsyn till vid bestimningen av den hogsta méngd av testsubstansen som skall anvindas.
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Det kan vara bra att bestimma toxicitet och loslighet i ett forberedande experiment. Cytotoxicitet kan detekte-
ras genom en minskning av antalet dtermuterande kolonier, en uttunning eller minskning av bakgrundstillvax-
ten, eller graden av 6verlevnad hos de behandlade kulturerna. Cytotoxiciteten hos en substans kan dndras i
ndrvaro av system for metabolisk aktivering. Oloslighet bor faststillas som en utfillning i den slutliga bland-
ningen, under de verkliga forsoksbetingelserna och skall vara synlig for blotta ogat.

Den maximala rekommenderade testkoncentrationen for losliga icke-cytotoxiska substanser dr 5 mg/platta
eller 5 pl/platta. For icke-cytotoxiska substanser som inte ér 16sliga vid 5 mg/platta eller 5 pl/platta, bor en
eller flera av de koncentrationer som testas vara olosliga i den slutliga behandlingsblandningen. Testsubstanser
som dr cytotoxiska redan under 5 mg/platta eller 5 pl/platta bor testas upp till en cytotoxisk koncentration.
Fillningen torde inte stora bestimningen.

Minst fem olika analyserbara koncentrationer av testsubstansen bor anvindas, med ungefir halva log-intervall
(dvs. V10) mellan testpunkterna for ett inledande experiment. Mindre intervall kan vara limpliga nir ett kon-
centrationssvar haller pd att undersokas. Testning 6ver en koncentration pd 5 mg/platta eller 5 pl/platta kan
overvigas vid utvirdering av substanser som innehéller avsevirda méingder av potentiellt mutagena forore-
ningar.

Negativa och positiva kontroller

Samtidiga stamspecifika positiva och negativa kontroller (l6sningsmedel eller vehikel), bidde med och utan
metabolisk aktivering, bor inkluderas i varje forsok. Positiva kontrollkoncentrationer som visar pd det effektiva
utfallet for varje forsok bor viljas.

For forsok dar ett system for metabolisk aktivering anvinds, bor den positiva kontrollreferenssubstansen viljas
pa basis av de typer av bakteriestammar som anvands.

De foljande substanserna utgér exempel pa limpliga positiva kontroller for forsok med metabolisk aktivering:

Substans CAS-nummer EINECS-nummer
9,10-dimetylantracen 781-43-1 212-308-4
7,12-dimetylbensantracen 57-97-6 200-359-5
bens[a]pyren 50-32-8 200-028-5
2-aminoantracen 613-13-8 210-330-9
Cyklofosfoamid 50-18-0 200-015-4
Cyklofosfoamidmonohydrat 6055-19-2

Foljande substans ar en lamplig positiv kontroll for den reduktiva metaboliska aktiveringsmetoden:

Substans CAS-nummer EINECS-nummer

kongorott 573-58-0 209-358-4

2-aminoantracen bor inte anvindas som den enda indikatorn pé effektiviteten hos S9-blandningen. Om
2-aminoanracen anvinds, bor varje sats av S9 dven karakteriseras med en mutagen som kriver metabolisk
aktivering med hjdlp av mikrosomala enzymer, t.ex. bens[a]pyren, dimetylbensantracen.
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Foljande substanser utgor exempel pé sortspecifika positiva kontroller for forsok som utférs utan exogena sys-
tem for metabolisk aktivering:

Substans CAS-nummer EINECS-nummer Stam

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

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

WP2uvrA(pKM101)
furyl)furamid 3688-53-7 plasmidinnehallande stammar
AF2

Andra lampliga positiva kontrollreferenssubstanser kan anvindas. Anvdndningen av kemiska klassrelaterade
positiva kontrollkemikalier bor vervigas nir sddana finns att tillga.

Negativa kontroller, bestdende av enbart 16sningsmedel eller vehikel, utan testsubstans, och i 6vrigt hanterade
pa samma sitt som for de behandlade grupperna, bér inkluderas. Obehandlade kontroller bor dessutom dven
anvindas, om det inte finns historiska kontrolldata som visar att inga farliga eller mutagena effekter induceras
av det valda losningsmedlet.

Forfarande

Vid plattinkorporeringsmetoden (1) (2) (3) (4), utan metabolisk aktivering, blandas vanligen 0,05 ml eller
0,1 ml av testlosningarna, 0,1 ml av firsk bakteriekultur (innehdllande ungefir 108 livsdugliga celler) och
0,5 ml av steril buffert med 2,0 ml av toppskiktsagar. For ett forsok med metabolisk aktivering blandas vanli-
gen 0,5 ml av en metabolisk aktiveringsblandning, vilken innehéller en adekvat mingd postmitokondriell frak-
tion (i omradet fran 5 till 30% v/[v i den metaboliska aktiveringsblandningen) med toppskiktsagar (2,0 ml),
tillsammans med bakterierna och testsubstansen/testlosningen. Innehallet i varje ror blandas och hills over
ytan pa en minimalagarplatta. Toppskiktsagarn tilldts att stelna innan inkubering sker.

For forinkubationsmetoden (2) (3) (5) (6), forinkuberas testsubstansen/testlosningen med teststamman (inne-
héllande ungefdr 108 livsdugliga celler) och steril buffert eller med system for metabolisk aktivering (0,5 ml),
vanligen under 20 minuter eller lingre vid 30-37°C, innan den blandas med toppskiktsagarn och halls uppa
ytan pd en minimalagarplatta. Vanligen blandas 0,05 eller 0,1 ml av testsubstansen/testlosningen, 0,1 ml bak-
terier och 0,5 ml av $9-blandningen eller steril buffert blandat med 2,0 ml av toppskiktsagar. Réren bor luftas
under forinkubationen med hjilp av en skakmaskin.

For att mojliggora en rimlig uppskattning av variationen bor tre plattor anvindas vid varje dosniva. Anvind-
ning av tva plattor dr acceptabelt nir detta dr vetenskapligt motiverat. Forlust av en enstaka platta innebar
inte nodvandigtvis att ett forsok blir ogiltigt.

Gasformiga eller flyktiga substanser bor testas med limpliga metoder, sisom i slutna karl (12) (14) (15) (16).
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Inkubering

Alla plattor i en given assay bor inkuberas vid 37°C under 48-72 timmar. Efter inkubationsperioden raknas
antalet dtermuterande kolonier per plattor.

DATA

BEHANDLING AV RESULTATEN

Data bor presenteras som antalet dtermuterande kolonier per platta. Antalet dtermuterande kolonier pa sival
negativa (losningsmedelskontroll och obehandlad kontroll, om en sddan anvinds) och positiva kontrollplattor
bor dven anges. Individuella plattrikningar, medelantalet for de dtermuterande kolonierna per platta och stan-
dardavvikelsen bor uppges for savil testsubstansen som for positiva och negativa (obehandlade och/eller (16s-
ningsmedels) kontroller.

Der finns inget krav pd verifiering av ett tydligt positivt svar. Tvetydiga resultat bor klarldggas genom fortsatta
tester, lampligen vid dndrade experimentella betingelser. Negativa resultat maste bekriftas fran fall till fall. I de
fall dar det inte anses nodvindigt att bekrifta negativa resultat bor detta motiveras. Vid uppfoljningsexperi-
ment bor man &verviga att dndra parametrarna i undersokningen for att utvidga de bedomda forsoksbeting-
elserna. De forsoksparametrar som skulle kunna modifieras innefattar koncentrationsindelningen, metoden for
behandling (plattinkorporering eller forinkubation i vitska), och betingelser for metabolisk aktivering.

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som anvinds for att bestimma om ett resultat dr positivt, t.ex. en koncentrations-
relaterad okning over hela det testade omrddet och/eller en reproducerbar 6kning, vid en eller flera koncentra-
tioner, av antalet dtermuterande kolonier per platta f6r minst en stam, med eller utan ett system for metabo-
lisk aktivering (23). Man bor i forsta hand overviga resultatets biologiska relevans. Statistiska metoder kan
anvindas som en hjilp vid utvirdering av testresultatet (24). Statistisk signifikans bor dock inte vara den enda
faktor som bestdimmer om svaret dr positivt

En testsubstans for vilken resultatet inte uppfyller ovanstdende kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan uppsittningen av
data i sillsynta fall gora det omojligt att utfora en otvetydig bedomning med avseende pé testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur manga ginger experimentet upprepas.

Positiva resultat frin testet av dtermutation hos bakterier indikerar att substansen inducerar punktmutationer
genom bassubstitutioner eller forskjutningar i genomet hos antingen Salmonella typhimurium och/eller Escheri-
chia coli. Negativa resultat indikerar att testsubstansen inte 4r mutagen hos den testade sorten under dessa for-
soksbetingelser.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT
Foljande information mdste ingd i testrapporten:

Losningsmedel/vehikel:
— motivering for valet av 16sningsmedel/vehikel

— testsubstansens loslighet och stabilitet i 16sningsmedlet [vehikeln, om detta ar kant,

Stammar:
— stammar som anvands
— antalet celler per kultur

— karakteristika for stammen
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Forsoksbetingelser:

mingd av testsubstansen per platta (mg/platta eller pl/platta) med grund f6r val av dos och antal plattor
per koncentration

anvinda medier

typ och sammansittning hos det system som anvinds for metabolisk aktivering, inklusive acceptabilitets-
kriterier

behandlingsprocedurer

Resultat:

tecken pé toxicitet

teken pd utféllning

individuella plattrakningar

medelantalet dtermuterande kolonier per platta och standardavvikelse
dos[respons-forhéllande, dir detta dr mojligt

statistiska analyser, om ndgra sadana finns

samtidiga negativa (I6sningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata, med omfattning, medelvirden och
standardavvikelser

historiska negativa (losningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata, med omfattning, medelvirden och
standardavvikelser

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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BILAGA 4E

”B.17. MUTAGENICITET - TEST AV GENMUTATIONER HOS DAGGDJURSCELLER IN VITRO

METOD

Denna metod dr en kopia av OECD TG 476, Test av genmutationer hos daggdjursceller in vitro (In Vitro Mam-
malian Cell Gene Mutation Test (1997)).

INLEDNING

Genmutationstestet in vitro for daggdjursceller kan anvindas for att detektera genmutationer som inducerats
med hjilp av kemiska substanser. Limpliga cellinjer innefattar L5178Y muslymfomceller, CHO-, CHO-AS52-
och V79-linjerna fran kinesiska hamsterceller och TK6 lymfoblastoidceller frin minniska (1). I dessa cellinjer
miter de vanligast anvinda genetiska slutpunkterna mutation av tymidinkinas (TK) och hypoxanthinguanin
fosforibosyltransferas (HPRT), och en transgen av xanthin-guanin fosforibosyltransferas (XPRT). Mutationstest-
erna TK, HPRT och XPRT detekterar olika spektra av genetiska hindelser. Den autosomala lokaliseringen av
TK och XPRT kan géra det mojligt att detektera genetiska handelser (t.ex. stora deletioner) som inte detekteras
vid HPRT-lokuset pd X-kromosomer (2) (3) (4) (5) (6).

I genmutationstestet in vitro fér daggdjursceller kan kulturer med etablerade cellinjer eller celltyper anvindas.
De celler som anvinds viljs ut pa basis av tillvixtférmaga vid odling och stabilitet med avseende pd spontan
mutationsfrekvens.

Tester som utfors in vitro kraver i allmédnhet att en exogen killa for metabolisk aktivering anvinds. Detta sys-
tem for metabolisk aktivering kan inte fullt ut efterlikna forhdllandena in vivo hos daggdjur. Forsiktighet bor
iakttagas s att man undviker forhdllanden som skulle kunna leda till resultat som inte avspeglar den verkliga
mutageniciteten. Positiva resultat som inte avspeglar den verkliga mutageniciteten kan uppkomma frin for-
dndringar i pH, osmolalitet eller hog cytotoxicitet (7).

Detta test anvinds for att undersoka majliga mutagener och karcinogener i didggdjur. Mdnga dmnen som édr
positiva i detta test dr karcinogena i ddggdjur. Det foreligger dock ingen perfekt korrelation mellan detta test
och karcinogenicitet. Korrelationen ar beroende pa den kemiska klassen och det finns allt fler bevis for att det
finns karcinogener som inte detekteras med hjilp av detta test, eftersom de verkar upptrida genom andra,
icke-genotoxiska mekanismer eller mekanismer som 4r frénvarande i bakterieceller (6).

Se dven Allmén inledning, del B.

DEFINITIONER

framdtmutation: en genmutation frin den parentala typen till den mutanta formen, vilket ger upphov till en
forindring eller en forlust av den enzymatiska aktiviteten i funktionen hos det protein som bildas.

mutagener som ger basparsubstitutioner: substanser som orsakar substitution av ett eller flera baspar i DNA.

forskjutnings (frameshift)-mutagener: substanser som orsakar addition eller deletion av ett eller flera baspar i
DNA-molekylen.

fenotypisk expressionstid: en period under vilken celler som nyligen muterat téms pd oforindrade genprodukter.
mutantfrekvens: antalet mutanta celler som observerats, delat med antalet livskraftiga celler.

relativ total tillvixt: dkningen av antalet celler 6ver tiden jimfért med en kontrollpopulation av celler, berdknat
som produkten av suspensionstillvixten i forhdllande till den negativa kontrollen, ganger kloningseffektivite-
ten i forhdllande till den negativa kontrollen.

relativ suspensionstillvixt: okning av cellantalet delat med expressionsperioden i relation till den negativa kon-
trollen.
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viabilitet: kloningens effektivitet hos de behandlade cellerna vid tiden for utstryk pd platta, under selektiva
betingelser efter expressionsperioden.

overlevnad: kloningens effektivitet hos de behandlade cellerna nir utstryk pé platta sker vid behandlingsperio-
dens slut. Overlevnaden uttrycks vanligen i férhéllande till éverlevnaden hos kontrollens cellpopulation.

TESTMETODENS PRINCIP

Celler som lider brist pa tymidinkinas (TK), beroende pa mutationen TK*'~ — TKF, dr resistenta mot de cyto-
toxiska effekterna av pyrimidinanalogen trifluortymidin (TFT). Celler med vil fungerande tymidinkinas ar
kinsliga for TFT, eftersom TFT ger upphov till inhibering av cellmetabolismen och stoppar fortsatt celldelning.
Mutanta celler kan sdledes utvecklas i nirvaro av TFT, medan ddremot normala celler, som innehaller tymidin-
kinas, inte klarar detta. Celler som lider brist pd HPRT eller XPRT kan pa liknande sitt viljas ut genom resi-
stens mot 6-tioguanin (TG) eller 8-azaguanin (AG). Egenskaperna hos testsubstansen bor noggrant gds igenom
om en basanalog eller ett dmne som &r relaterat till det selektiva dmnet testas i nigot av testerna for genmuta-
tioner i diggdjursceller. Exempelvis bor varje misstinkt selektiv toxicitet hos testsubstansen mot mutanta och
icke-mutanta celler undersokas. Det sdtt som det selekterande systemet/dmnet fungerar pd, madste saledes
bekriftas nir man testar kemikalier som ar strukturellt relaterade med det selektiva amnet (8).

Celler i suspension eller kulturer i form av ett enkelskikt exponeras for testsubstansen, bdde med och utan
metabolisk aktivering, under en limplig tidsperiod och subkultiveras for att bestimma cytotoxiciteten och for
att tillata fenotypisk expression innan mutantvalet sker (9) (10) (11) (12) (13). Cytotoxiciteten bestdms i van-
liga fall genom att mita den relativa kloningseffektiviteten (Gverlevnad) eller den relativa totala tillvixten for
kulturerna efter behandlingsperioden. De behandlade kulturerna bibehdlls i ett tillvixtmedium under en till-
rackligt ldng tid, karakteristisk for varje selekterat lokus och celltyp, for att tillita i det ndrmaste optimal feno-
typisk expression av inducerade mutationer. Mutationsfrekvensen bestims genom att inockulera ett kint antal
celler i ett medium som innehaller det selektiva amnet for detektion av mutanta celler, och i ett medium utan
selektivt dmne for bestimning av kloningseffektiviteten (viabiliteten). Efter en laimplig inkubationstid rdknas
cellerna. Mutationsfrekvensen erhlls fran antalet mutanta kolonier i selektivt medium och antalet kolonier i
icke-selektivt medium.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN

Forberedelser

Celler

Det finns ett antal olika celltyper som kan anvindas i detta test, inklusive subkloner fran L5178Y, CHO, CHO-
AS52, V79 eller TK6-celler. De celltyper som anvinds i detta test bor ha en demonstrerad kinslighet mot
kemiska mutagener, en hog kloningseffektivitet och en stabil spontan mutationsfrekvens. Cellerna bor kontrol-
leras med avseende pd kontaminering fran mykoplasma och bor inte anvindas om kontaminering skett.

Testet bor utformas pa ett sddant sitt att det har en forutbestimd kinslighet och styrka. Antalet celler, kul-
turer och koncentrationer av testsubstansen som anvinds bor reflektera dessa definierade parametrar (14). Det
minsta antalet livskraftiga celler som 6verlever behandlingen och anvinds vid varje stadium av testet bor base-
ras pd den spontana mutationsfrekvensen. En generell regel dr att anvinda ett cellantal som dr minst tio
génger det inverterade virdet av den spontana mutationsfrekvensen. Det rekommenderas dock att minst 10°
celler anvinds. Adekvata historiska data for det cellsystem som anvinds bor vara tillgiangliga for att kontrol-
lera att testet ger reproducerbara resultat.

Betingelser for media och kulturer

Limpliga kulturmedia och inkubationsbetingelser (odlingskarl, temperatur, CO,-koncentration och luftfuktig-
het) bor anvindas. Mediet bor viljas ut i enighet med de selektiva system och celltyper som anvénds i testet.
Det ar sidrskilt viktigt att betingelserna for kulturerna viljs pé ett sddant sitt att man sdkrar en optimal celltill-
vixt under expressionsperioden och en formdga till bildning av kolonier for bade mutanta och icke-mutanta
celler.
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1.4.1.5

1.4.2

1.4.2.1

1.4.2.2

Forberedelse av kulturer

Celler dras upp frdn stamkulturer, inokuleras i ett odlingsmedium och inkuberas vid 37°C. Innan de anvinds
i detta test kan kulturerna behova tvittas rena fran redan existerande mutanta celler.

Metabolisk aktivering

Celler bor exponeras for testsubstansen bdde i nirvaro och frinvaro av ett limpligt system for metabolisk
aktivering. Det system som vanligen anvinds 4r en postmitokondriell fraktion som tillsatts en kofaktor (S9),
beredd ur levern frén gnagare vilka behandlats med enzyminducerande dmnen ssom Aroclor 1254 (15) (16)
(17) (18) eller en kombination av fenobarbiton och B-naftoflavon (19) (20).

Den postmitokondriella fraktionen anvinds vanligen vid koncentrationer i omradet 1-10% v/v i det slutliga
testmediet. Valet av och betingelserna for ett system for metabolisk aktivering kan vara beroende av klassen
av kemikalier som testas. I vissa fall kan det vara limpligt att anvinda mer 4n en koncentration av den post-
mitokondriella fraktionen.

Ett antal vidareutvecklingar, inklusive konstruktion av genetiskt modifierade cellinjer som uttrycker specifika
aktiverande enzymer, kan ge en potential for endogen aktivering. Valet av de cellinjer som anvinds bor vara
vetenskapligt motiverat (t.ex. genom relevansen av cytokrom P450 isoenzym fér metabolismen av testsubstan-
sen).

Beredning av testsubstansen

Fasta testsubstanser bor losas upp i eller blandas med limpliga losningsmedel eller vehiklar och spddas ut
innan cellerna behandlas, om detta ar lampligt. Flytande testsubstanser kan tillsittas direkt till testsystemen
och/eller spadas ut innan behandlingen startas. Nygjorda beredningar av testsubstansen bor anvindas om inte
stabilitetsdata tyder pa att lagring kan accepteras.

Forsoksbetingelser

Losningsmedel/vehikel

Losningsmedlet/vehikeln bor inte kunna misstinkas for att reagera kemiskt med testsubstansen och bor vara
forenlig med 6verlevnaden for cellerna samt S9-aktiviteten. Om andra 16sningsmedel/vehiklar 4n gingse bruk-
liga anvinds bor det finnas data som visar att de dr kompatibla. Det rekommenderas att vattenbaserade 16s-
ningsmedel/vehiklar i forsta hand bor Gvervigas nérhelst det 4r mojligt. Ndr substanser som ér instabila i vat-
ten testas, bor de organiska 16sningsmedel som anvinds vara fria fran vatten. Vatten kan avligsnas genom till-
sats av en molekylsikt.

Exponeringskoncentrationer

Bland de kriterier som skall 6vervigas nir den hogsta koncentrationen skall faststdllas dr cytotoxicitet, 16slig-
het i testsystemet och forindringar i pH eller osmolalitet.

Cytotoxicitet bor faststillas sdvil med som utan metabolisk aktivering i huvudexperimentet med hjilp av
lamplig indikation pé cellernas integritet och tillvixt, sdsom relativ kloningseffektivitet (6verlevnad ) eller rela-
tiv total tillvixt. Det kan vara lampligt att faststilla cytotoxicitet och 16slighet i ett forberedande experiment.

Minst fyra analyserbara koncentrationer bor anvindas. Dir cytotoxicitet upptriader bor dessa koncentrationer
ticka in ett omrdde som stricker sig frin maximal toxicitet ner till liten eller ingen toxicitet. Detta innebar
normalt att koncentrationsnivierna bér separeras av minst en faktor mellan 2 och v10. Om den maximala
koncentrationen dr baserad pé cytotoxicitet bor detta da resultera i ungefir 10-20% (men inte mindre dn
10%) relativ overlevnad (relativ kloningseffektivitet) eller relativ total tillvixt. For relativt icke-cytotoxiska sub-
stanser, bor den maximala testkoncentrationen vara 5 mg/ml, 5 pl/ml eller 0,01 M, beroende pé vilket som dr
det lagsta.

Relativt olosliga substanser bor testas upp till eller 6ver sin loslighetsgrans under odlingsbetingelserna for kul-
turen. Bevis for oloslighet bor bestimmas i det slutliga behandlingsmediet for vilket cellerna exponeras. Det
kan vara lampligt att faststalla 16sligheten vid behandlingens borjan och slutpunkt, eftersom 16sligheten kan
forandras under exponeringsforloppet i testsystemet beroende pd nirvaron av celler, S9, serum, etc. Oloslighet
kan detekteras med hjdlp av blotta 6gat. Fillningen torde inte stora bestimningen.
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1.4.2.3

1.4.3

1.43.1

Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (I6sningsmedel eller vehikel), bidde med och utan metabolisk aktive-
ring, bor inkluderas i varje experiment. Nir metabolisk aktivering anvinds, bor den positiva kontrollkemika-
lien vara av sddant slag att den kraver aktivering for att ge ett mutagent svar.

[ tabellen nedan ges ndgra exempel pd positiva kontrollsubstanser.

Betingelser for rpetabolisk akti- Lokus Substans CAS-nummer EINECS-
vering nummer
Frénvaro av exogen HPRT Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7
metabolisk aktivering
Etylnitrosourea 759-73-9 212-072-2
TK (smd och | Metylmetansulfonat 66-27-3 200-625-0
stora kolonier)
XPRT Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7
Etylnitrosourea 759-73-9 212-072-2
Narvaro av exogen HPRT 3-Metylkolantren 56-49-5 200-276-4
metabolisk aktivering
N-Nitrosodimetylamin 62-75-9 200-549-8
7,12-Dimetylbensantracen 57-97-6 200-359-5
TK (sméd och | Cyklofosfoamid 50-18-0 200-015-4
stora kolonier)
Cyklofosfoamidmonohydrat 6055-19-2
Bens[a]pyren 50-32-8 200-028-5
3-Metylkolantren 56-49-5 200-276-5
XPRT N-Nitrosodimetylamin (for 62-75-9 200-549-8
héga nivder av S-9)
Bens[a]pyren 50-32-8 200-028-5

Andra limpliga referenssubstanser for positiv kontroll kan anvindas, t.ex. om ett laboratorium har en his-
torisk databas med 5-brom-2’-deoxiuridin [CAS-nummer 59-14-3, EINECS-nummer 200-415-9] skulle dven
denna referenssubstans kunna anvindas. Anvindning av kemiska klassrelaterade positiva kontrollkemikalier

bor overvigas ndr sidana finns att tillga.

Negativa kontroller, bestdende av enbart ett losningsmedel eller en vehikel i behandlingsmediet och behand-
lade p&4 samma sitt som behandlingsgrupperna bor inkluderas. Dessutom bor dven obehandlade kontroller
anvindas, om det inte finns historiska kontrolldata som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induce-

ras av det valda losningsmedlet.

Forfarande

Behandling med testsubstansen

Prolifererande celler bor exponeras for testsubstansen bdde med och utan metabolisk aktivering. Exponering
bor ske under en lamplig tidsperiod (normalt dr 3-6 timmar effektivt). Exponeringstiden kan utstriackas over

en eller flera cellcykler.
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1.4.3.2

2.1

2.2

Antingen en eller tvd behandlade kulturer kan anvindas vid varje koncentration som testas. Nir enstaka kul-
turer anvinds, bor antalet koncentrationer okas s att ett adekvat antal kulturer sikerstdlls for analys (t.ex.
minst tta analyserbara koncentrationer). Tva negativa (l6sningsmedels-) kontrollkulturer bér anvindas.

Gasformiga eller flyktiga substanser bor testas med hjilp av limpliga metoder, sisom slutna odlingskarl (21)
(22).

Mtning av Gverlevnad, viabilitet och mutantfrekvens

Mot slutet av exponeringsperioden tvittas cellerna och odlas for att bestimma 6verlevnad och for att medge
att den mutanta fenotypen uttrycks. Mdtning av cytotoxicitet, genom en bestimning av den relativa klonings-
effektiviteten (6verlevnad) eller relativa totala tillvixten for kulturerna, initieras normalt efter behandlings-
perioden.

Varje lokus har definierade krav pd minimitid, sd att nirmast optimal fenotypisk expression av nyligen induce-
rade mutanter medges (HPRT och XPRT krdver minst 6-8 dagar och TK minst tvd dagar). Celler odlas ofta i
ett medium med och utan selektiva dmnen for att sdvil antalet mutanter som kloningens effektivitet skall
kunna bestimmas. Midtningen av viabiliteten (anvinds for att berdkna mutantfrekvensen) initieras vid slutet av
expressionstiden genom utstryk pé platta i ett icke-selektivt medium.

Om testsubstansen ar positiv i testet L5178Y TK*/", bor storleksmitning av kolonierna utforas pa tminstone
en av testkulturerna (den hogsta positiva koncentrationen) och pd de negativa och positiva kontrollerna. Om
testsubstansen r negativ i testet L5178Y TK'/", bér storleksmatning av kolonierna utforas pa de negativa och
positiva kontrollerna. I undersokningar dir TK6TK*/~ anvinds, kan storleksmitning av kolonierna utforas dven
dar.

DATA

BEHANDLING AV RESULTATEN

Data bor inkludera en bestimning av cytotoxicitet och viabilitet, rikning av kolonier och mutantfrekvenser
for de behandlade kulturerna och kontrollkulturerna. Om testet L5178Y TK*I™ ger ett positivt svar, pavisas
kolonier utifrdn kriterier for sméd och stora kolonier f6r dtminstone en koncentration av testsubstansen (hogsta
positiva koncentrationen) och f6r de negativa och positiva kontrollerna. Den molekylira och cytogenetiska
naturen hos bide stora och smd mutanta kolonier har undersckts mycket ingdende (23) (24). I testet TK*/-
pavisas kolonier utifrdn kriterier for normal tillvixt (stora) och lingsam tillvixt (smd) av kolonier (25).
Mutanta celler som har utsatts for den mest omfattande genetiska skadan uppvisar forlingda dubbleringstider
och bildar dirfor smé kolonier. Denna skada stricker sig typiskt i en skala frdn forlust av hela genen till
karyotypiskt synliga kromosomavvikelser. Induktion av mutanter som ger smé kolonier har associerats med
kemikalier som inducerar omfattande kromosomavvikelser (26). Mutanta celler som 4r mindre allvarligt paver-
kade vixer med hastigheter liknande de som parentala celler uppvisar och bildar stora kolonier.

Overlevnad (relativa kloningseffektiviteter) eller relativ total tillvixt bor anges. Mutantfrekvensen bor uttryckas
som antalet mutanta celler per antalet celler som 6verlever.

Individuella data for kulturerna bor anges. Alla data bor dessutom sammanfattas i tabellform.

Det finns inget krav pd verifiering av ett tydligt positivt svar. Tvetydiga resultat bor klarliggas genom fortsatta
tester, limpligen vid dndrade experimentella betingelser. Negativa resultat maste bekriftas fran fall till fall. I de
fall dir det inte anses nodvindigt att bekrifta ett negativt resultat bor detta motiveras. Vid tvetydiga eller
negativa resultat bor man vid uppféljningsexperiment overviga att dndra parametrarna i undersokningen for
att utvidga de bedomda forsoksbetingelserna. Forsoksparametrar som kan behova modifieras inkluderar kon-
centrationsstegen och villkoren for metabolisk aktivering.

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATET

Det finns ett flertal kriterier som anvinds for att bestimma om ett resultat dr positivt, t.ex. en koncentrations-
relaterad okning eller en reproducerbar 6kning i mutationsfrekvensen. Man bor i forsta hand overviga resulta-
tets biologiska relevans. Statistiska metoder kan vara till hjilp vid utvirdering av testresultatet. Statistisk signi-
fikans bor dock inte vara den enda faktor som bestimmer om resultatet dr positivt.
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En testsubstans for vilken resultatet inte uppfyller ovanstdende kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan i sillsynta fall upp-
sdttningen av data gora det omajligt att utfora en otvetydig bedomning med avseende pa testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur manga gdnger som experimentet upprepas.

Positiva resultat frin testet av genmutationen in vitro hos diggdjursceller indikerar att testsubstansen inducerar
genmutationer i de odlade ddggdjursceller som anvinds. Ett positivt koncentrationssvar som ar reproducerbart
ar mycket meningsfullt. Negativa resultat indikerar att testsubstansen, under forsoksbetingelserna, inte induce-
rar genmutationer i de odlade ddggdjursceller som anvinds.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT
Foljande information maste ingd i testrapporten:

Losningsmedel/vehikel:
— motivering for valet av vehikel/losningsmedel

— testsubstansens stabilitet och 1oslighet i 16sningsmedlet/vehikeln, om detta ar kint

Celler:

— cellernas typ och killa

— antalet cellkulturer

— antalet cellpassager, om detta ir tillimpligt

— metoder for bibehallande av cellkulturen, om detta dr tillimpligt

— franvaro av mykoplasma

Forsoksbetingelser:

— grund fo6r val av koncentrationer och antalet kulturer inklusive t.ex. data for cytotoxicitet och loslighets-
begransningar, om dessa finns att tillgd

— mediernas sammansdttning, CO,-koncentration
— testsubstansens koncentration

— den tillsatta vehikelns och testsubstansens volym
— inkubationstemperatur

— inkubationstid

— behandlingens varaktighet

— celldensitet under behandlingen

— typ och sammansittning hos det system som anvinds f6r metabolisk aktivering, inklusive acceptabilitets-
kriterier

— positiva och negativa kontroller

— expressionsperiodens varaktighet (inklusive antalet celler som inokulerats, samt subkulturer och scheman
for ndringstillforsel, om detta ar tillimpligt)

— selektiva amnen

—  kriterier for nér tester skall anses som positiva, negativa eller tvetydiga
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metoder som anvinds for att rikna antalet livskraftiga och muterade celler

definition av kolonier vars storlek och typ skall beaktas (inklusive kriterier for 'sméd och ’stora’ kolonier,
dir detta ir tillimpligt)

Resultat:

tecken pé toxicitet
tecken pé utfillning

data for pH och osmolalitet under det att exponering for testsubstansen sker, om sddana data har upp-
matts

koloniernas storlek (i de fall de riknats) for dtminstone negativa och positiva kontroller

laboratoriets mojligheter att detektera mutanter som ger sma kolonier med L5178Y TK*/~-systemet, dir
detta ar tillimpligt

dos/respons-forhallande, dir detta dr mojligt
statistiska analyser, om sddana finns
samtidiga negativa (I6sningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata

historiska negativa (losningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata med intervall, medelvirden och stan-
dardavvikelser

mutationsfrekvens

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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1.1

1.2

BILAGA 4F

”B.23. SPERMATOGONIAL TEST AV KROMOSOMAVVIKELSER HOS DAGGDJUR

METOD

Denna metod dr en kopia av testet OECD TG 483, Spermatogonial test av kromosomavvikelser hos ddggdjur
(Mammalian Spermatogonial Chromosome Aberration Test (1997)).

INLEDNING

Andamalet med testet av spermatogoniala avvikelser in vivo hos diggdjur, ir att identifiera de substanser som
orsakar strukturella kromosomavvikelser i spermatogoniala celler hos didggdjur (1) (2) (3) (4) (5). Strukturella
avvikelser kan vara av tva typer, kromosomala eller kromatida. Majoriteten av de kemiska mutagenerna indu-
cerar avvikelser av kromatidtyp, men dven avvikelser av kromosomtyp férekommer. Denna metod ar inte
utformad for att mata numeriska avvikelser och anvinds inte rutinmissigt for detta dandamal. Kromosommuta-
tioner och relaterade hindelser ar orsaken till mdnga genetiska sjukdomar hos manniskor.

Detta test miter kromosomhindelser i spermatogoniala konsceller och forvantas dirfor utgora en forutsagelse
pa induktion av arftliga mutationer i konsceller.

Gnagare anvinds rutinméssigt i detta test. Detta cytogenetiska test in vivo detekterar kromosomavvikelser i
spermatogoniala mitoser. Andra milceller omfattas inte av denna metod.

For att detektera avvikelser av kromatidtyp i spermatogoniala celler, bor den forsta mitotiska celldelningen
efter behandlingen undersokas innan dessa skador forloras i de péfoljande celldelningarna. Ytterligare infor-
mation frin behandlade spermatogoniala stamceller kan erhallas genom meiotisk kromosomanalys av avvikel-
ser av kromosomtyp vid diakinesmetafas I, nar de behandlade cellerna forvandlas till spermatocyter.

Detta in vivo-test dr utformat for att undersoka om mutagener for somatiska celler dven 4r aktiva i konsceller.
Det spermatogoniala testet dr dessutom relevant for att faststilla risken for mutagenicitet, eftersom det medger
att faktorer for in vivo metabolism, farmakokinetik och reparationsprocesser for DNA beaktas.

Ett antal generationer av spermatogonier finns nirvarande i testikeln med ett spektrum av kinslighet for
kemisk behandling. De avvikelser som detekteras representerar alltsd ett samlat svar pa behandlade spermato-
goniala cellpopulationer, dir de mera talrika differentierade spermatogoniala cellerna dverviger. Olika genera-
tioner av spermatogonier kan dir komma i kontakt med det stora kretsloppet. Om detta sker eller ¢j avgors
av deras position inne i testikeln, beroende pd den fysiska och fysiologiska Sertoli-cellbarridren och pa blod/
testikelbarridren.

Om det finns bevis for att testsubstansen, eller en reaktiv metabolit, inte kommer att ni fram till malviv-
naden, dr det inte ldmpligt att anvinda detta test.

Se dven Allmén inledning, del B.

DEFINITIONER

avvikelse av kromatidtyp: strukturell kromosomskada uttryckt som brott pd enstaka kromatider eller brott och
aterforening mellan kromatider.

avvikelse av kromosomtyp: strukturell kromosomskada uttryckt som brott och aterforening, pd bada kromati-
derna pd samma stille.

lucka: en akromatisk skada som dr mindre 4n bredden pa en kromatid, och med ett minimum av misspassning
hos kromatiderna.

numerisk awvikelse: en forandring av antalet kromosomer frdn det normala antalet karakteristiskt for det for-
soksdjur som anvinds.
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polyploidi: en multipel av det haploida kromosomantalet (n) som skiljer sig fran det diploida (d.v.s. 3n, 4n
0.8.V.).

Strukturell avvikelse: en forindring av kromosomstrukturen som ar detekterbar med hjilp av en mikroskopisk
undersokning av metafasstadiet vid celldelning, observerad i form av deletioner, interna eller externa utbyten.

TESTMETODENS PRINCIP

Forsoksdjur exponeras for testsubstansen genom ett limpligt exponeringssitt och avlivas sedan vid en limplig
tid efter behandling. Innan avlivningen sker, behandlas forsoksdjuren med en substans som gor att celldel-
ningen stannar upp i metafas (t.ex. colchicin eller Colcemid®). Kromosomberedninger gérs sedan fran konscel-
ler och firgas in, varpd de celler som ar i metafas analyseras med avseende pd kromosomavvikelser.

BESKRIVNING AV TESTMETODEN

Forberedelser

Val av djurarter

Handjur av kinesiska hamstrar och moss anvinds i stor utstrickning. Det dr dven mojligt att anvdnda hanar
fran andra limpliga ddggdjursarter. Man bor vilja de stammar av unga, friska vuxna djur som vanligen
anvinds pa laboratorier. Nir undersokningen skall pdborjas dr det limpligt att viktskillnaden mellan djuren ar
sa liten som majligt och den bor inte Gverstiga +20% av medelvikten.

Forhdllanden vid forvaring och utfodring

De generella forhdllanden som anges i den Allménna inledningen till del B galler. Man bor dock strdva efter
en relativ luftfuktighet pd 50-60%.

Forberedelse av djuren

Friska, unga vuxna djur viljs ut slumpartat for placering i kontroll- och behandlingsgrupperna. Burar bor
arrangeras pa ett sddant sitt att mojliga effekter beroende pa placeringen av burarna blir s3 smi som majligt.
Djuren skall ha en unik identifiering. De bor vénjas vid forhallandena i laboratoriet under minst fem dagar
innan undersékningen borjar.

Beredning av doser

Festa testsubstanser bor 16sas upp i eller blandas med lampliga losningsmedel eller vehiklar och spadas ut, om
sd dr lampligt, innan dosen administreras till djuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras direkt eller
spadas ut fore dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bor anvindas, om inte stabilitetsdata visar att
lagring ar acceptabel.

Forsoksbetingelser

Losningsmedel fvehikel

Losningsmedlet/vehikeln bor inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivder som anvinds och bér inte
kunna misstinkas for att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra 16sningsmedel/vehiklar 4n gingse
brukliga anvinds, bor anvindningen av dem ha stod frin data som visar pd deras kompatibilitet. Nar det ar
mojligt, rekommenderas att man i forsta hand 6verviger att anvdnda vattenbaserade losningsmedel/vehiklar.

Kontroller

Samtidiga positiva och negativa (l9sningsmedel/vehikel) kontroller bor inkluderas i varje test. Utom vid
behandling med testsubstansen, bor forsoksdjuren i kontrollgrupperna hanteras pd ett sitt om ar identiskt
med sittet for forsoksdjuren i de grupper som behandlas.
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Positiva kontroller bor de strukturella kromosomavvikelser in vivo i spermatogoniala celler nar administrering
sker vid exponeringsnivéer som forvintas ge en detekterbar 6kning i forhallande till bakgrunden.

Positiva kontrolldoser bor viljas pa ett sddant sitt att effekterna ar tydliga men inte omedelbart avslojar identi-
teten hos kodade utstryksglas for lasaren. Det dr acceptabelt att den positiva kontrollen administreras via en
annan tillforselvdg 4n testsubstansen och att provtagningen endast sker vid ett tillfille. Dessutom kan anvind-
ningen av kemiska klassrelaterade positiva kontrollkemikalier 6vervigas nir sddana finns att tillgd. I tabellen
nedan ges ndgra exempel pa positiva kontrollsubstanser.

Substans CAS-nummer Einecs-nummer
Cyklofosfoamid 50-18-0 200-015-4
Cyklofosfoamidmonohydrat 6055-19-2
Cyclohexylamin 108-91-8 203-629-0
Mitomycin C 50-07-7 200-008-6
Monomer akrylamid 79-06-1 201-173-7
Trietylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Negativa kontroller, behandlade med enbart ett 16sningsmedel eller en vehikel, och i 6vrigt behandlade pa
samma satt som behandlingsgrupperna, bor inkluderas for varje provtagningstillfille, om inte acceptabel varia-
bilitet och frekvens for celler med kromosomavvikelser mellan forsoksdjuren kan pévisas fran historiska kon-
trolldata. Dessutom bor obehandlade kontroller dven anvindas, om det inte finns historiska eller publicerade
kontrolldata som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det valda l6sningsmedlet/vehi-

keln.

FORFARANDE

Antal forsoksdjur

Varje behandlad grupp och kontrollgrupp maste inkludera minst fem analyserbara hanar.

Behandlingsschema

Testsubstanser bor limpligen administreras en eller tvd génger (d.v.s. som en enstaka behandling eller som tvé
behandlingar). Testsubstanser kan dven administreras i form av en delad dos, d.v.s. tvd behandlingar under
samma dag med hogst ndgra timmars intervall, for att underldtta administrering av stora volymer. Andra
doseringsscheman bor vara vetenskapligt motiverade.

I den hogsta dosgruppen anvénds tvd provtagningstider efter behandlingen. Eftersom cellcykelns kinetik kan
paverkas av testsubstansen, anvdnds en tidig och en sen provtagningstid vid ungefar 24 och 48 timmar efter
behandlingen. For andra doser dn den hogsta dosen bor en provtagningstid vid 24 timmar eller 1,5 cellcyklers
lingd efter behandlingen anvindas, om inte andra provtagningstider 4r kidnda for att vara limpligare for
detektion av effekter (6).

Dessutom kan andra provtagningstider anvindas. Nar det t.ex. giller fall dir kemikalier kan inducera kromo-
som-lagging’, eller nir de kan ge upphov till S-oberoende effekter, kan tidigare provtagningstider visa sig vara
lampligare (1).

Man maste i varje enskilt fall faststilla om det 4r lampligt att anvdnda ett upprepat behandlingsschema. Efter
ett upprepat behandlingsschema bor forsoksdjuren avlivas 24 timmar (1,5 ganger cellcykelns lingd) efter den
sista behandlingen. Ytterligare provtagningstider kan anvindas dar sa ar lampligt.

Innan avlivningen sker, injiceras forsoksdjuren intraperitonealt med en limplig dos av en substans som stop-
par celldelningen i metafas (t.ex. Colcemid® eller colchicin). Provtagning pd forsoksdjur sker direfter med
lampliga intervall. For moss ligger detta intervall pd ungefir 3-5 timmar och for kinesiska hamstrar ligger
intervallet pd ungefir 4-5 timmar.
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Dosnivder

Om det inte finns ndgra lampliga data tillgdngliga och en undersokning darfor utfors for att faststdlla omfatt-
ningen, bor denna undersokning utforas i samma laboratorium, och med samma arter, stammar och behand-
lingsschema som senare skall anvindas i huvudundersokningen. Vid toxicitet anvinds tre dosnivaer for det
forsta provtagningstillfillet. Dessa dosnivaer bor ticka in ett intervall som striacker sig frdn maximal till liten
eller ingen toxicitet. Vid senare provtagningstillfallen ricker det med att endas den hogsta dosen anvinds. Den
hogsta dosen definieras som den dos som producerar tecken pé toxicitet och si att hogre dosnivéder baserade
pa samma doseringsschema skulle forvintas leda till att forsoksdjuret dor.

Substanser med specifika biologiska verkningar vid laga icke-toxiska doser (sdsom hormoner och mitogena
substanser) kan utgora undantag fran kriterier som dr dosbestimmande och bor utvirderas ifrdn fall till fall.
Den hogsta dosen kan dven definieras som en dos vilken ger upphov till ndgon indikation pé toxicitet i den
spermatogoniala cellerna (t.ex. en reduktion i kvoten av spermatogoniala mitoser hos de forsta och andra
meiotiska metafaserna; denna reduktion bér inte éverskrida 50 %).

’Limit-test’

En fullstindig undersokning med tre dosnivéder kan inte anses vara nédvindig om ett test pd en dosniva vid
minst 2 000 mg/kg kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av tvd behandlingar under samma
dag, inte per upphov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan forvintas utifran data
om strukturellt relaterade substanser. En forvintad exponering av manniskor kan visa pd behovet av att en
hogre dosniva anvinds i limit-testen’.

Administrering av doser

Testsubstansen administreras normalt genom sondmatning med hjilp av en magsond, en limplig intuberings-
kanyl eller genom en intraperitoneal injektion. Andra tillforselvagar for exponering kan vara acceptabla dir de
kan motiveras. Den maximala vitskevolymen som kan administreras med hjdlp av sondmatning eller injektion
vid ett tillfille beror pé forsoksdjurets storlek. Volymen bor inte overstiga 2 ml/100 g kroppsvikt. Anvindning
av volymer som dr storre dn dessa mdste motiveras. Forutom for irriterande eller korrosiva substanser, som
normalt kommer att visa pd stegrade effekter med hogre koncentrationer, bor variationer av testvolymen
minimeras genom att en justering av koncentrationen sker for att sakerstilla att volymen ar konstant vid alla
dosnivéer.

Kromosomberedning

Omedelbart efter avlivning, tas cellsuspensioner ut fran en eller bdda testiklarna, exponeras for en hypoton
16sning och fixeras. Cellerna stryks sedan ut pa utstryksglas och firgas in.

Analys

For varje forsoksdjur bér minst 100 vl spridda metafaser analyseras (d.v.s. ett minimum pd 500 metafaser
per grupp). Detta antal skulle kunna reduceras nir ett stort antal avvikelser observeras. Alla utstryksglas,
inklusive de frén positiva och negativa kontroller, bor fa en oberoende kodning innan den mikroskopiska ana-
lysen utférs. Eftersom fixeringsprocedurerena ofta resulterar i brott pa en del av de celler som dr i metafas,
med forlust av kromosomer som f6ljd, bor de celler som pavisas innehdlla ett antal centromerer som motsva-
rar antalet 2 N+2.

DATA

BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella data frdn forsoksdjur bor presenteras i tabellform. Den experimentella enheten utgérs av forsoks-
djuret. For varje individuellt forsoksdjur bor antalet celler med strukturella kromosomavvikelser och antalet
kromosomavvikelser per cell utvirderas. Olika typer av strukturella kromosomavvikelser bor listas med antal
och frekvenser for behandlade grupper och kontrollgrupper. Luckor i DNA-stringen registreras separat och
rapporteras men inkluderas i allméinhet inte i den totala avvikelse frekvensen,

Om savil mitos som meios observeras, bor forhdllandet mellan spermatogoniala mitoser och de forsta och
andra meiotiska metafaserna faststillas som ett métt pd cytotoxicitet for alla behandlade och negativa kon-
trollforsoksdjur vid ett totalt prov pd 100 celler som delar sig per djur for att etablera en mojligt cytotoxisk
effekt. Om endast mitos kan observeras, bor mitosindexet bestimmas i minst 1 000 celler for varje forsoks-
djur.
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UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som anvinds for att bestimma om ett resultat r positivt, t.ex. en dosrelaterad
okning av det relativa antalet celler med kromosomavvikelser eller en tydlig 6kning av antalet celler hos en
grupp som fétt en enstaka dos vid ett enstaka provtagningstillfille. Man bor i forsta hand 6verviga resultatets
biologiska relevans. Statistiska metoder kan anvindas som en hjilp vid utvirdering av testresultatet (8). Tvety-
diga resultat bor klarliggas genom fortsatta tester, limpligen vid dndrade experimentella betingelser.

En testsubstans for vilken resultatet inte uppfyller ovanstdende kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, s kan i séllsynta fall upp-
sdttningen av data gora det omdjligt att utfora en otvetydig bedomning med avseende pa testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur minga gdnger som experimentet upprepas.

Positiva resultat fran in vivo-test for spermatogoniala kromosomavvikelser indikerar att testsubstansen induce-
rar strukturella kromosomavvikelser i konscellerna hos den art som testas. Negativa resultat indikerar att test-
substansen, under forsoksbetingelserna, inte inducerar kromosomavvikelser i konscellerna pé den art som tes-
tas.

Sannolikheten for att testsubstansen eller dess metaboliter ndr mélvivnaden bor diskuteras.

RAPPORTERING

TESTRAPPORT
Testrapporten maste innehélla f6ljande information:

Losningsmedel/vehikel:
— motivering av valet av vehikel

— testsubstansens 16slighet och stabilitet i 16sningsmedlet/vehikeln, om detta ar kant

Forsoksdjur:

— art/stam som anvinds

— forsoksdjurens antal och alder

— ursprung, forhdllanden vid forvaring, diet, etc.

— individuell vikt hos forsoksdjuren vid forsokets borjan, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvirde och
standardavvikelse for varje grupp

Forsoksbetingelser:

— data fran en omfangsundersokning, om en sidan genomforts
— grund for valet av dosnivé

— grund for administrationsvigen

— uppgifter om beredningen av testsubstansen

— uppgifter om administreringen av testsubstansen

— grund for avlivningstiderna

— omvandling fran koncentration av testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg
kroppsvikt/dag), om detta ar tillimpbart
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— uppgifter om fodrets och vattnets kvalitet
— detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman
— metoder for mitningar av toxicitet

— identiteten hos substanser som stoppar cellcykeln i metafas, deras koncentration och behandlingens var-
aktighet

— metoder for preparation av utstryksglas
—  kriterier for hur avvikelser pévisas
— antalet celler som analyserats per forsoksdjur

—  kriterier for bedomning av om undersokningarna ar positiva, negativa eller tvetydiga

Resultat:

— tecken pd toxicitet

— mitotiskt index

— forhallandet mellan spermatogoniala mitosceller och de forsta och andra meiotiska metafaserna
— typ av och antal avvikelser, angivna separat for varje forsoksdjur

— det totala antalet avvikelser per grupp

— antalet celler med avvikelser per grupp

— dos/respons-forhillande, dir sd dr mojligt

— statistiska analyser, om ndgra sddana forekommer

— samtidiga negativa kontrolldata

— historiska negativa kontrolldata med omfdng, medelvirden och standardavvikelser
— samtidiga positiva kontrolldata

— fordndringar i ploiditet, om sddana har observerats.

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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BILAGA 4G

”B.39. TEST AV REPARATIONSSYNTES (UDS) HOS LEVERCELLER FRAN DAGGDJUR IN-VIVO

METOD

Denna metod dr en kopia av testet OECD TG 486, Test av reparationssyntes (UDS) hos leverceller fran digg-
djur in vivo (Unscheduled DNA Synthesys (UDS) Test with Mammalian Liver Celler in Vivo (1997)).

INLEDNING

Andamélet med testet av reparationssyntes (UDS) hos leverceller frdn ddggdjur in vivo dr att identifiera testsub-
stanser som inducerar DNA-reparation i leverceller fran behandlade forsoksdjur (se (1) (2) (3) (4).

Detta in vivo-test erbjuder en metod for undersokning av genotoxiska effekter av kemikaler i levern. Slut-
punktsmitning 4r indikativt for DNA-skador och péféljande reparation i leverceller. Levern ar vanligen det
huvudsakliga sitet for metabolismen av absorberade dmnen. Det ar sdledes ett lampligt site for att mata DNA-
skador in vivo.

Om det finns bevis for att testsubstansen inte kommer att nd mélvivnaden 4r det inte lampligt att anvinda
detta test.

Reparationssyntesens slutpunkt mits genom att bestimma upptaget av mérkta nukleosider i celler som inte
undergér reguljar DNA syntes (S-fas). Den teknik som dr den mest anvidnda ér bestimning av upptag av triti-
ummirkt tymidin (H-TdR) med hjilp av autoradiografi. Rattlever anvinds med fordel f6r UDS-tester in vivo.
Andra vivnader 4n lever kan anvindas, men omfattas inte av denna metod.

Detektionen av ett UDS-svar dr beroende av antalet DNA-baser som ’klipps bort’ och byts ut vid platsen for
skadan. UDS-testet dr darfor sarskilt vardefullt for att detektera substansinducerad ’longpatch’-reparation
(20-30 baser). 'Shortpatch’-reparation (1-3 baser) detekteras diremot med mycket ligre kanslighet. Vidare
kan mutagena hindelser intriffa pd grund av utebliven reparation, felreparation eller felreplikation av DNA-
skador. Omfattningen av UDS-svaret ger ingen indikation pa noggrannheten i reparationsprocessen. Dessutom
ar det mojligt att ett mutagen reagerar med DNA men att DNA-skadan inte repareras via en reparationspro-
cess dir DNA-baser klipps bort” och byts ut. Bristen pa specifik information rérande mutagen aktivitet, erhal-
len genom UDS-testet, kompenseras for genom dess potentiella kinslighet, eftersom den mits i hela genomet.

Se dven Allmin inledning, del B.

DEFINITIONER

celler som repareras: ett nettoantal korn i kdrnan (net nuclear grain, NNG) som ar storre 4n ett forvalt virde, vil-
ket skall verifieras av det laboratorium som utfor testet.

nettoantal korn i karnan (NNG): kvantitativ métning av UDS-aktivitet hos celler i autoradiografiska UDS-tester,
berdknade genom att subtrahera medelantalet av de cytoplasmiska kornen i kirnekvivalenta cytoplasmiska
omraden (CG) frdn antalet korn i kdrnan (nuclear grains, NG): NNG=NG - CG. NNG-rikningar berdknas for
individuella celler och slds sedan samman for celler i en kultur, i parallella kulturer, etc.

reparationssyntes (UDS): DNA-reparationssyntes efter ‘bortklippning’ och avligsnande av en DNA-string som
innehéller ett avsnitt med skador inducerats av kemiska substanser eller fysiska &mnen. (UDS)

TESTMETODENS PRINCIP

UDS-testet med leverceller frin daggdjur in vivo indikerar DNA-reparationssyntes efter bortklippning’ och
avligsnande av en string med DNA innehdllande ett avsnitt med skador, vilka inducerats av kemiska substan-
ser eller fysiska dmnen. Testet baseras i vanliga fall pd en inkorporering av *H-TdR i DNA hos leverceller,
vilka har en 14g frekvens av celler som befinner sig i cellcykelns S-fas. Upptaget av *H-TdR bestims vanligen
genom autoradiografi, eftersom denna teknik inte dr sd mottaglig for interferens fran celler i S-fas som, t.ex.
vitske-scintillationsrikning
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BESKRIVNING AV METODEN

Forberedelser

Val av djurarter

Vanligen anvinds rdttor men det gar dven bra att anvinda ett annat lampligt ddggdjur. Man bor vilja de stam-
mar av unga, friska vuxna forsoksdjur som vanligen anvinds pd laboratorier. Nar undersokningen skall pabor-
jas, ar det lampligt att viktskillnaden mellan djuren ar sa liten mojligt och den bor inte overstiga + 20% av
medelvikten for varje kon.

Forhéllanden vid forvaring och utfodring

De generella forhdllanden som anges i den Allminna inledningen till del B giller. Man bor dock strdva efter
en relativ luftfuktighet pd 50-60%.

Forberedelse av djuren

Friska, unga och vuxna forsoksdjur viljs ut slumpartat for placering i kontroll- och behandlingsgrupperna.
Burar bor arrangeras pé ett sddant sdtt att mojliga effekter beroende pd placeringen av burarna blir s sma
som mojligt. Djuren skall ha en unik identifiering och héllas i sina burar under minst fem dagar innan under-
sokningen borjar, for att gora det majligt for dem att acklimatiseras till forhallandena i laboratoriet.

Berdning av testsubstansen

Testsubstanser i fast form bor 16sas upp i eller blandas med limpliga 16sningsmedel eller vehiklar och spadas
ut, om sa dr lampligt, innan dosen administreras till forsoksdjuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras
direkt eller sa spads de ut fore dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bor anvindas om inte sta-
bilitetsdata visar att lagring 4r acceptabelt.

Forsoksbetingelser

Lisningsmedel fvehikel

Lolsningsmedlet/vehikeln bor inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivéer som anvinds och bor inte
kunna misstinkas for att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra lsningsmedel/vehiklar 4n gingse
brukliga anvinds, bor anvindningen av dem ha stod fran data som visar pd deras kompatibilitet. Nér det ar
mojligt, rekommenderas att man i forsta hand 6verviger vattenbaserade 16sningsmedel/vehiklar.

Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (I6sningsmedel/vehikel) bor ingé i varje oberoende utford del av
experimentet. Forutom vid behandling med testsubstansen, bor forsoksdjuren i kontrollgrupperna hanteras pa
ett identiskt sitt i forhallande till djuren i de grupper ddr behandling skett.

Positiva kontroller bor utgoras av substanser som ér kidnda for att ge UDS nir de administreras vid expone-
ringsnivder som kan forvintas att ge en detekterbar okning jamfort med bakgrunden. Positiva kontroller som
kriver metabolisk aktivering bér anvindas vid doser som framkallar ett mattligt svar (4). Doserna kan viljas
pa ett sadant sitt att effekterna dr tydliga men att de inte omedelbart avslojar identiteten hos kokade
utstryksglas for lasaren. I tabellen nedan ges ndgra exempel pa positiva kontrollsubstanser.

Tider for provtagning Substans CAS-nummer EINECS-nummer
Tidiga provtagningstider (2—4 tim.) | N-Nitrosodimethylamin 62-75-9 200-249-8
Sena provtagningstider (12-16 tim.) | N-2-Fluorenylacetamid (2-AAF) 53-96-3 200-188-6

Andra limpliga positiva kontrollsubstanser kan anvinds. Det 4r acceptabelt att den positiva kontrollen admi-
nistreras via en annan tillforselvdg 4n testsubstansen.
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1.5

1.5.5

FORFARANDE

Forsokdjurens antal och kon

Ett limpligt antal forsoksdjur bor anvindas, for att man skall kunna ta hinsyn till den naturliga biologiska
variationen hos testresultaten. Antalet forsoksdjur bor utgdras av minst tre analyserbara forsoksdjur per
grupp. Dir det finns en signifikant historiks databas som har ackumulerats, krivs det endast ett eller tva for-
soksdjur for de samtidiga negativa och positiva kontrollgrupperna.

Om det vid tiden for undersokningen visar sig att det finns data som 4r tillgidngliga frdn undersokningar pa
samma stam och dir samma tillforselvdg for exponering har anvints, samt att dessa visar att det inte finns
nagra betydande skillnader i toxicitet mellan konen, kan testning pa endast ett kon, helst pd hanar, vara till-
rdckligt. I de fall ddr exponering av ménniska for kemikaler kan ge konsspecifika resultat, som t.ex. for vissa
lakemedel, bor testet utforas med forsoksdjur av lampligt kon.

Behandlingsschema

Testsubstanser administreras i allminhet i form av en enstaka behandling.

Dosnivier

Normalt anvinds minst tvd olika dosnivder. Den hogsta dosen definieras som dos vilken producerar tecken pé
toxicitet pa ett sddant sitt att hogre dosnivaer, baserade pé en likadan doseringsregim, skulle forvintas leda till
letalitet. I allmdnhet bor den lagre dosen vara 50% till 25% av den hogre dosen.

Substanser med specifika biologiska verkningar vid ldga icke-toxiska doser (sdsom hormoner och mitogena
substanser) kan utgora undantag med avseende pa de dosbestimmande kriterierna och bor utvirderas frén fall
till fall. Om en undersokning for att bestimma intervallet utfors pd grund av att det inte finns nigra lampliga
data tillgangliga, bor denna utféras i samma laboratorium, och dir man anvéinder samma arter, stammar, kon
och behandlingsschema som i huvudundersokningen.

Den hogsta dosen kan dven definieras som en dos vilken producerar en indikation pa toxicitet i levern (t.ex.
pyknotiska kirnor).

Limit-test

En fullstindig undersokning kan inte anses vara nodvindig om ett test pd en dosnivd vid minst 2 000 mg/kg
kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av tvd behandlingar under samma dag, inte ger upp-
hov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan forvintas utifrdn data om strukturellt
relaterade substanser. En forvintad exponering av minniskor kan visa pd behovet av att en hogre dosnivé
anvinds i limit-testen’.

Administrering av doser

Testsubstansen administreras vanligen via sondmatning genom att anvinda en magsond eller en limplig intu-
bationskanyl. Andra tillférselvigar for exponering kan vara acceptabla, dir de kan motiveras. Den intraperito-
neala vigen rekommenderas dock inte, eftersom den skulle kunna exponera levern direkt for testsubstansen
snarare 4n via det cirkulatoriska systemet. Den maximala vitskevolymen som kan administreras genom sond-
matning eller injektion vid ett tillfille beror av forsoksdjurets storlek. Volymen bér inte 6verskrida 2 ml/100 g
kroppsvikt. Anvindningen av storre volymer mdste motiveras. Forutom nér det giller irriterande eller korro-
siva substanser, vilka normalt kommer att avsl6ja forvarade effekter vid hogre koncentrationer, bor variationer
av testvolymen minimeras genom en justering av koncentrationen, s att konstant volym kan sikerstillas vid
alla dosnivéer.

Beredning av leverceller

I normala fall bereds leverceller fran behandlade forsoksdjur 12-16 timmar efter dosering. Ytterligare en tidig
provtagningstidpunkt (normalt 2-4 timmar efter behandlingen) dr normalt nédvindig om inte det finns ett
tydligt positivt svar efter 12-16 timmar. Alternativa provtagningstidpunkter kan anvinds nir det 4r motiverat
utifrdn toxikokinetiska data.
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2.1

2.2

Kortvariga kulturer med leverceller fran diggdjur startas genom att skolja lever in situ med kollagenas och att
lata nyligen dissocierade leverceller fista sig pd en lamplig yta. Leverceller frén negativa kontrollforsoksdjur
bor ha en viabilitet (5) pd minst 50%.

Bestimning av UDS

Nyligen isolerade leverceller frén ddggdjur inkuberas normalt med ett medium som innehéller *H-TdR under
en tid som dr tillrackligt lng, t.ex. 3-8 timmar. Nar inkubationsperioden gar mot sitt slut, bér mediet avldgs-
nas frén cellerna, vilken sedan kan inkuberas i ett medium som innehéller ett Gverskott pd omérkt tymidin
for att forsvaga oinkorporerad radioaktivitet (‘cold chase’). Cellerna tvittas sedan, fixeras och torkas. Vid langre
inkubationstider, kan 'cold chase’ visa sig vara onodigt. Utstryksglas doppas sedan i en autoradiografisk emul-
sion, exponeras i morker (t.ex. nedkylda under 7-14 dagar) framkallas och firgas in, varpd exponerade silver-
korn sedan rdknas. Tva till tre utstryksglas bereds frén varje forsoksdjur.

Analys

Preparationerna av utstryksglas bor innehélla tillrackligt manga celler med normal morfologi for att medge en
meningsfull bestimning av UDS. Preparationer undersoks mikroskopiskt efter tecken pd uppenbar cytotoxici-
tet (t.ex. pyknos, reducerade nivder av radioaktiv markning).

Utstryksglas bor kodas innan kornen rdknas. Normalt pavisas 100 celler fran varje forsoksdjur frdn minst tva
utstryksglas. om mindre dn 100 celler/forsoksdjur pavisas bor detta motiveras. Vid kornrikningar pavisas inte
kérnor i S-fas, men proportionen av celler i S-fas kan registreras.

Mingden av *H-TdR som inkorporerats i kirnan och cytoplasman hos morfologiskt normala celler, som bevi-
sats av upplagringen av silverkorn, bor bestimmas med hjilp av limpliga metoder.

Kornrikningar bestims i kdrnorna (nuclear grains, NG) och kirnekvivalenta omraden i cytoplasman (cytoplas-
mic grains, CG). CG-rdkningar mdts genom att antingen ta det omride av cytoplasman som har den mest
omfattande markningen. eller genom att ta ett medeltal av tva eller tre slumpmissiga cytoplasmardkningar
ndra kdrnan. Andra riknemetoder (t.ex. helcellsrikning) kan anvindas om de kan motiveras (6).

DATA

BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella utstryksglas och forsoksdjursdata bor tas fram. Dessutom bor alla data sammanfattas i tabellform.
Rikningar av nettoantalet korn i kidrnan (NNG) bor tas fram for varje cell, for varje forsoksdjur och for varje
dos och tid genom att subtrahera CG-rikningar frin NG-rikningar. Om ’celler under reparation’ riknas in,
bor kriterierna for definition av 'celler under reparation’ vara motiverade och baserade pa historiska eller sam-
tidiga negativa kontrolldata. Numeriska resultat kan utvirderas utifrdn statistiska metoder. Om statistiska tes-
ter anvinds, bor de selekteras och motiveras innan undersokningen utfors.

UTVARDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Exempel pé kriterier for positiva/negativa svar innefattar:

positiva () NNG-virden over ett forvalt troskelvirde som dr motiverat pad basis av historiska laborato-
riedata

eller (i) NNG-virden som dr signifikant storre d4n den samtidiga kontrollen

negativa ()  NNG-virden inom/under det historiska kontrolltroskelvirdet

eller (i) NNG-virden som inte ar signifikant storre dn den samtidiga kontrollen

Den biologiska relevansen hos registrerade data bor uppmarksammas: d.v.s. parameter sisom variationer mel-
lan olika forsoksdjur, dos/respons-forhdllanden och cytotoxicitetet bor ocksd beaktas. Statistiska metoder kan

anvindas sdsom en hjilp vid utvirderingen av testresultaten. Statistisk signifikans bor dock inte vara den enda
faktor som bestimmer om resultatet dr positivt.
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Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan uppsittningen av
data i sdllsynta fall gora det omojligt att utfora en otvetydig beddmning med avseende pé testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan forbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur minga gdnger som experimentet upprepas.

Ett positivt resultat frin UDS-testet pa leverceller fran ddggdjur in vivo indikerar att testsubstansen inducerar
DNA-skador i leverceller fran diggdjur in vivo, vilka kan repareras av reparartionssyntes in vitro. Ett negativt
resultat indikerar att testsubstansen, under forsoksbetingelserna, inte inducerar skador pd DNA som ir detek-
terbara med hjilp av detta test.

Sannolikheten for att testsubstansen eller dess metaboliter skall nd ut i det stora kretsloppet eller specifike till
mélvivnaden (t.ex. systemisk toxicitet) bor diskuteras.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT
Testrapporten maste innehalla foljande information:

Losningsmedel/vehikel:
— motivering for valet av vehikel

— testsubstansens stabilitet och loslighet i 16sningsmedel/vehikeln, om detta ar kant

Forsoksdjur:

— art/stam som anvinds

— forsoksdjurens antal, dlder och kon

— ursprung, forhallanden vid forvaring, diet, etc.

— individuell vikt hos forsoksdjuren vid forsokets borjan, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvirde och
standardavvikelse for varje grupp

Forsoksbetingelser:

— positiva och negativa kontroller (vehikel/losningsmedel)

— data fran en undersokning av spannvidden, om en sddan har utforts
— grund for valet av dosnivéd

— uppgifter om beredningen av testsubstansen

— uppgifter om administreringen av testsubstansen

— grund for det sitt administreringen sker pa

— metoder for att verifiera att testsubstansen nadde det stora kretsloppet eller malvdvnaden, om detta ar till-
lampbart

— omvandling fran koncentration av testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg
kroppsvikt/dag), om detta ar tillimpbart

— uppgifter om fodrets och vattnets kvalitet

— detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman
— metoder for mitning av toxicitet

— metod for beredning och odling av leverceller

— den autoradiografiska teknik som anvints
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antalet utstryksglas som preparerats och antalet celler som pévisats
kriterier for utvirdering

kriterier for att beddoma om undersokningarna dr positiva, negativa eller tvetydiga

Resultat:

individuella utstryksglas, forsoksdjurs- och gruppmedelvirden for antalet korn i kdrnan, cytoplasmiska
korn, och nettoantalet korn i kdrnan (NNG)

dos/respons-forhallande, om detta ar tillgiangligt

statistisk utvdrdering, om en sddan utforts

tecken pa toxicitet

samtidiga negativa (l6sningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata

historiska negativa och positiva kontrolldata (16sningsmedel/vehikel) med intervall, medelvirden och stan-
dardavvikelser

antalet "celler under reparation’, om detta har faststallts
antalet celler i S-fas, om detta har bestimts

cellernas viabilitet

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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BILAGA 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 utloppsbigare 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
genomsnittlig ytspanning hogre dn 33 mN/m vid 25°C, uppmitt med du Notiytensiometer eller enligt de
testmetoder som finns beskrivna i bilaga V del A.5.

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

(Beror inte den ES versionen)
(Beror inte den DA versionen)
(Beror inte den DE versionen)
(Beror inte den EL versionen)
(Beror inte den EN versionen)
(Beror inte den FR versionen)
(Beror inte den IT versionen)
(Beror inte den NL versionen)
(
(

Beror inte den PT versionen)

Beror inte den FI versionen)

FI.

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

R38 Arsyttid ihoa

— Aineet ja valmisteet aiheuttavat ihon merkittivin tulehtumisen enintddn neljin tunnin altistuksessa maa-
ritettynd kanilla liitteessd V mainitulla ihodrsytstestilld. Tulehdus kestdd vihintddn 24 tuntia.

Thon tulehdus on merkittivaa, jos:

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

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

Kummassakin tapauksessa keskiarvojen lasekmiseen on kdytettdvi 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.

Beror inte den ES versionen)
Beror inte den DA versionen)
Beror inte den DE versionen)

Beror inte den EL versionen)

Beror inte den FR versionen)
Beror inte den IT versionen)

(
(
(
(
(Berér inte den EN versionen)
(
(
(Beror inte den NL versionen)
(

Beror inte den PT versionen)

(Berdr inte den SV versionen)

In point 6.2 (Skyddsfraser for amnen och preparat):

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

— Anwendungsbereich:

— schr 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
Spulflissigkeit ist;

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

Beror inte den ES versionen)
Beror inte den DA versionen)
Beror inte den EL versionen)
Beror inte den EN versionen)
Beror inte den FR versionen)
Beror inte den IT versionen)

Beror inte den NL versionen)

—_ o~~~ o~~~ —

Beror inte den PT versionen)
(Beror inte den FI versionen)

(Beror inte den SV versionen)
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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.
Beror inte den ES versionen)
Beror inte den DA versionen)
Beror inte den DE versionen)

Beror inte den EL versionen)

(

(

(

(

(Beror inte den EN versionen)
(Beror inte den FR versionen)
(Beror inte den IT versionen)

(Berdr inte den NL versionen)
(Beror inte den PT versionen)
(

Beror inte den SV versionen)
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BILAGA 6
"BILAGA IX

DEL A

Bestimmelser om barnskyddande forslutningar

Som komplement till bestimmelserna i artikel 22.1 i detta direktiv skall behéllare, oavsett storlek, som innehaller dmnen
som utgor en risk for aspiration (Xn; R65) och som klassificerats och mirkts i enlighet med punkt 3.2.3 i bilaga 6 till
detta direktiv, med undantag for dmnen som slipps ut pd marknaden i form av aerosoler eller i en behéllare forsedd
med en forseglad sprayanordning, vara forsedda med barnskyddande forslutningar.

1. Aterforslutbara forpackningar

Barnskyddande forslutningar pa aterforslutbara forpackningar skall uppfylla den internationella standarden ISO
8317 (utgdvan av den 1 juli 1989) om 'Férpackning — Barnsikra forpackningar — Krav och provningsmetoder for
aterforslutningsbara forpackningar’ antagen av Internationella standardiseringsorganisationen (ISO).

2. Icke aterforslutbara forpackningar

Barnskyddande forslutningar pa icke aterforslutbara forpackningar skall uppfylla kraven i CEN-standarden EN 862
(frdn mars 1997) om 'Forpackning — Barnskyddande forpackningar — Krav och provningsmetoder for icke aterfor-
slutningsbara forpackningar for andra produkter 4n likemedel” antagen av Europeiska standardiseringsorganisatio-
nen (CEN).

3. Anmarkningar

1. Intyg om overensstimmelse med ovan nimnda standarder fir endast utfirdas av laboratorier som uppfyller
kraven i europeisk standard serie EN 45 000.

2. Siarskilda fall

Om det framstir som uppenbart att en forpackning ar tillrickligt siker for barn eftersom de inte kan komma
at innehéllet utan hjdlp av verktyg, behover provet inte genomforas.

I alla andra fall och nir det finns goda skil att betvivla att forslutningen ar saker for barn fir den nationella
myndigheten krdva att den som &r ansvarig for att sldppa ut produkten pd marknaden skall ldimna ett intyg
fran ett sidant laboratorium som beskrivs under 3.1. Av intyget skall framga, antingen

— att forslutningen &r av en sddan typ att den inte behdver provas mot den ISO-standard eller CEN-standard
som avses ovan,

eller

— att forslutningen har provats och funnits uppfylla kraven i den standard som avses ovan.

DEL B

Bestimmelser om kinnbar varningsmirkning

De tekniska specifikationerna for kinnbar varningsmérkning skall uppfylla ISO-standarden 11683 (1997 &rs utgdva) om

s 9

kannbar varningsmirkning, 'Forpackningar — Kinnbar varningssymbol — Fordringar'.
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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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1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

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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1.5.3.2

1.5.3.3

1.5.3.3.1

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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1.53.4

1.6

1.7

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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1.1

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.



8.6.2000

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

L 136/99

1.3

1.4

1.5

1.6

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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2.4

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).



8.6.2000

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

L 136/105

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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II

(Rattsakter vilkas publicering inte dr obligatorisk)

KOMMISSIONEN

KOMMISSIONENS BESLUT
av den 19 maj 2000

om rittelse av direktiv 98/98/EG om anpassning till tekniska framsteg for tjugofemte gingen av
rddets direktiv 67/548/EEG om tillnirmning av lagar och andra forfattningar om Kklassificering,
forpackning och mirkning av farliga imnen

[delgivet med nr K(2000) 1333]
(Text av betydelse for EES)

(2000/368[EG)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR FATTAT utveckling av direktiven om avskaffande av tekniska han-
DETTA BESLUT delshinder for farliga 4mnen och preparat.

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Europeiska
gemenskapen, HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

med beaktande av rddets direktiv 67/548/EEG av den 27 juni

1967 om tillnirmning av lagar och andra forfattningar om Artikel 1
klassificering, forpackning och mirkning av farliga dmnen (%),
senast dndrat genom Europaparlamentets och rddets direktiv Bilaga 4 till direktiv 98/98/EG skall ersittas med bilagan till
1999/33EG (%), sirskilt artikel 28 i detta, och detta beslut.
av foljande skil:
Artikel 2

(1) I bilaga VI till direktiv 67/548/EEG finns riktlinjer for
klassificering, forpackning och mirkning av farliga
amnen och preparat. Bilaga VI dndrades senast genom
bilaga 4 till direktiv 98/98/EG (?). Punkterna 3.2.3, 3.2.8,
6.2 och 8 i bilaga 4 till direktiv 98/98/EG ar ofullstindi- Utfdrdat i Bryssel den 19 maj 2000.
ga. Det dr ddrfor nodvindigt att korrigera bilaga 4 till
direktiv 98/98/EG.

Detta beslut riktar sig till medlemsstaterna.

Pd kommissionens vignar

(2) Det atgirder som foreskrivs i detta beslut dr forenliga Margot WALLSTROM
med yttrandet frdn Kommittén for anpassning till teknisk Ledamot av kommissionen

(') EGT 196, 16.8.1967, s. 1.
(3) EGT L 199, 30.7.1999, s. 57.
() EGT L 355, 30.12.1998, s. 1.
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1.6

1.7.2

2221

BILAGA

"BILAGA 4

De data som krivs for klassificering och mérkning av dmnen kan erhallas pé foljande sitt:

a) Amnen for vilka den information som anges i bilaga VII erfordras: De flesta data som ir nédvindiga for
klassificering och mérkning framgar av baskraven. Denna klassificering och markning skall om nédvandigt
ses Gver ndr ytterligare information blir tillganglig (bilaga VIII)

b) Andra dmnen (t.ex. de som avses i avsnitt 1.5 ovan): De data som kravs for Klassificering och mérkning
kan, om nodvindigt, erhdllas frin ett antal olika kallor, t.ex. resultat frin tidigare undersokningar, infor-
mation som erfordras i enlighet med internationella regler om transport av farliga mnen, information
inhdmtad fran referenslitteratur eller genom praktisk erfarenhet. Resultaten av validerade strukturaktivitets-
samband samt expertbedomningar kan ocksd beaktas i forekommande fall.

De data som krivs for klassificering och mérkning av preparat kan erhéllas pé foljande sitt:

a) Fysikalisk-kemiska data: Genom anvindning av de metoder som beskrivs i bilaga V. For gasformiga prepa-
rat kan en berdkningsmetod anvindas for brandfarliga och oxiderande egenskaper (se kapitel 9).

b) Data om halsoeffekter:

— Genom anvindning av de metoder som anges i bilaga V, och genom anvindning av den konventio-
nella metod som beskrivs i artikel 3.5 a—i i direktiv 88/379/EEG eller, vad giller R 65, genom tillimp-
ning av reglerna i 3.2.3.

— Vid utvirdering av cancerframkallande, mutagena och reproduktionstoxiska egenskaper skall emeller-
tid den konventionella metod som beskrivs i artikel 3.5 j—q i direktiv 88/379/EEG anvindas.

Anmdrkning om genomforande av djurforsok

Djurforsok som genomfors for att faststilla experimentella data omfattas av direktiv 86/609/EEG om skydd av
djur som anvinds for forsok och andra vetenskapliga dndamal.

Anvandning av vagledande kriterier for dmnen

De vigledande kriterier som anges i denna bilaga ar direkt tillimpliga ndr data har erhllits genom testmetoder
som dr jimforbara med dem som beskrivs i bilaga V. I annat fall méste tillgingliga data bedomas genom att
de anvinda testmetoderna jamfors med dem i bilaga V och med de regler for faststillande av lamplig klassifi-
cering och mirkning som anges i denna bilaga

I vissa fall kan det rida tvekan om hur kriterierna skall tillimpas, sirskilt nir dessa kraver anvindning av en
expertbedomning. [ sddana fall skall tillverkaren, distributoren eller importoren preliminart klassificera och
mirka dmnet pa grundval av en kompetent persons bedémning av dokumentationen.

Utan att det paverkar tillimpningen av artikel 6, kan, nidr ovanndmnda forfarande har foljts och det finns risk
for inkonsekvens, ett forslag limnas in om att inféra den preliminara Klassificering i bilaga I. Forslaget skall
riktas till en av medlemsstaterna och omfatta relevanta vetenskapliga data (se dven punkt 4.1).

Ett liknande forfarande kan tillimpas nér det framkommer information som ger anledning att betvivla att en
befintlig uppgift i bilaga I 4r korrekt.

Anmirkning om peroxider

Vad betriffar explosiva egenskaper skall organiska peroxider eller preparat innehéllande organiska peroxider,
oavsett i vilken form de slipps ut pd marknaden, klassificeras i enlighet med kriterierna i punkt 2.2.1 pd
grundval av tester som genomforts enligt de metoder som anges i bilaga V.
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Vad betriffar oxiderande egenskaper kan de befintliga metoderna i bilaga V inte anvindas for organiska perox-
ider.

Organiska peroxider som inte redan klassificerats som explosiva skall pd grundval av sin struktur (t.ex.
R-0-O-H; R;-0-0-R,) klassificeras som farliga.

Preparat som inte redan klassificerats som explosiva skall klassificeras genom anvindning av den berdknings-
metod som visas i punkt 9.5, vilken grundas pd den procentuella andelen aktivt syre.

Alla organiska peroxider eller preparat innehallande organiska peroxider som inte redan klassificerats som
explosiva skall klassificeras som oxiderande om de innehéller

— mer 4n 5 hairsp;% organiska peroxider, eller

— mer 4n 0,5% tillgdngligt syre frn de organiska peroxiderna och mer dn Shairsp;% viteperoxid.

Halsoskadlig

Amnen och preparat skall klassificeras som hilsoskadliga och tilldelas symbolen "Xn’ samt farobeteckningen
"hilsoskadlig’ i enlighet med kriterierna nedan. Riskfraser skall tilldelas i enlighet med f6ljande kriterier:

R 22 Farligt vid fortdring

Akut toxicitet:
— LDy, oral, ratta: 200 <LDs,<2 000 mg/kg
— Sirskiljande dos, oral, ritta, 50 mgfkg: 100 % Gverlevnad men uppenbar toxicitet

— Mindre dn 100 % 6verlevnad vid 500 mg/kg, (oral, ratta), enligt metoden for sirskiljande dos. Se bedom-
ningstabell i testmetod B1 (a) i bilaga V.

R 21 Farligt vid hudkontakt

Akut toxicitet:

— LDy, dermal, rétta eller kanin: 400 <LDs,<2 000 mg/kg.

R 20 Farligt vid inandning

Akut toxicitet:
— LCs, inhalation, rétta, for aerosoler eller partiklar: 1 <LCso< 5 mg/liter/4 tim.

— LCs inhalation, rétta, for gaser eller dngor: 2 <LCsy<20 mg/liter/4 tim.

R 65 Farligt: Kan ge lungskador vid fortiring

Flytande dmnen och preparat som pa grund av 13g viskositet utgor en fara for manniskor vid aspiration:

a) Amnen och preparat innehéllande alifatiska, alicykliska och aromatiska kolviten med en koncentration pa
10 hairsp;% eller mer, och som antingen har

— en flodestid understigande 30 sekunder, uppmitt i en 3 mm ISO-bdgare enligt ISO 2431, eller

— en kinematisk viskositet understigande 7x107® m?[s vid 40°C, uppmétt med en kalibrerad kapillarvis-
kosimeter av glas, enligt ISO 3104/3105, eller

— en kinematisk viskositet understigande 7x107® m?/s vid 40°C, bestimd frin rotationsviskosimetri
enligt ISO 3219.

Anmdrkning: Det bor papekas att dmnen och preparat som uppfyller ovan angiva kriterier inte behover
klassificeras om de har en genomsnittlig ytspanning overstigande 33 mN/m vid 25°C upp-

mitt med du Nuoy-tensiometer eller med de metoder som visas i bilaga V del A.5.

b) Amnen och preparat som enligt praktisk erfarenhet ir skadliga fér manniskor.
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3.2.3.1

3.2.6.1

R 40 Mojlig risk for bestdende hilsoskador

— Starka beldgg for att andra bestdende skador dn de effekter som anges i kapitel 4 sannolikt kan uppsta vid
en enda exponering, i allmdnhet i ovan nimnda dosintervall.

For att ange administrerings-/exponeringssitt skall nigon av foljande kombinationer anvindas: 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 Risk for allvarliga hilsoskador vid langvarig exponering

— Allvarlig skada (tydlig funktionell storning eller morfologisk féridndring med toxikologisk signifikans) orsa-
kas sannolikt vid upprepad eller lingvarig exponering via relevant tillforselvag.

Amnen och preparat klassificeras dtminstone som hilsoskadliga nar dessa effekter observeras vid doser av fol-
jande storleksordning:

— Oral, rétta <50 mg/kg (kroppsvikt)/dag.
— Dermal, ratta eller kanin <100 mg/kg (kroppsvikt)/dag.

— Inhalation, rdtta <0,25 mg/l, 6 tim/dag.

Dessa riktvirden kan tillimpas direkt nir allvarliga skador har observerats i ett subkroniskt (90-dagars) toxici-
tetstest. Vid tolkning av resultat frén ett subakut (28-dagars) toxicitetstest bor dessa siffror okas ungefir trefal-
digt. Om ett test av kronisk (2-drs) toxicitetet ar tillgdngligt bor det goras en bedomning fran fall till fall. Om
resultat frdn undersokningar av olika varaktighet dr tillgangliga bor resultaten frin den undersokning som
varat langst normalt sett anvindas.

For att ange administrations-/exponeringssitt skall nigon av foljande kombinationer anvindas: R 48/20,
R48/21, R48/22, 48/20/21, R48/20/22, R48/21/22, R48/20/21/22.

Kommentarer betriffande flyktiga dmnen

For vissa damnen med hdog mittnadskoncentration for dnga kan det finnas beldgg for effekter som ger anled-
ning till oro. Det 4r mojligt att sddana dmnen undgér klassificering enligt kriterierna for halsoeffekter i denna
vigledning (3.2.3) eller att de inte omfattas av punkt 3.2.8. Om det finns relevanta beldgg for att sidana
amnen utgdr en risk vid normal hantering och anvindning kan det emellertid, efter bedomning av varje enskilt
fall, vara nodvandigt att klassificera dem i bilaga 1.

Hudinflammation
Foljande riskfras skall tilldelas i enlighet med de faststdllda kriterierna:

R 38 Irriterar huden

— Amnen och preparat som ger upphov till en signifikant inflammation i huden som varar i minst 24 tim-
mar efter en exponeringstid pd upp till fyra timmar vid testning av hudirritation pé kanin i enlighet med
den metod som beskrivs i bilaga V.

Inflammation dr signifikant

a) om medelvirdet, beriknat for samtliga testade djur, dr 2 eller mer med avseende pé antingen hudrod-
nad och skorpbildning eller 6dembildning, eller

b) om testet i bilaga V genomfors pé tre djur och antingen inflammation och skorpbildning eller 6dem-
bildning, motsvarande ett medelvirde pd 2 eller mer, berdknat for varje enskilt djur, noteras hos
minst tvd djur.

I bada fallen skall medelvirdet berdknas utifrdn samtliga vdrden vid var och en av avldsningstiderna (24,
48 och 72 timmar).
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Hudinflammationen 4r ocksa signifikant om den bestdr hos minst tvd djur i slutet av observationstiden.
Sarskilda verkningar, t.ex. hyperplasi, fjillning, missfirgning, sprickor, sarskorpor och haravfall, bor beak-
tas.

Relevanta data kan ocksd inhdmtas genom icke-akuta djurforsok (se kommentarerna till R 48 i punkt 2
d). Dessa data anses signifikanta om de noterade effekterna dr jamforbara med dem som beskrivs ovan.

— Amnen och preparat som vid kortvarig, langvarig eller upprepad kontakt orsakar en signifikant inflam-
mation i huden, baserat pé praktiska erfarenheter pd manniskor.

— Organiska peroxider, utom nar det finns beldgg for att riskfrasen inte 4r tillimplig.

Parestesi: Parestesi som uppkommer hos minniskor vid hudkontakt med pyretroidbaserade bekdmpningsmedel
anses inte vara en sddan irriterande effekt som motiverar klassificering som Xi; R 38. S-fras S 24 bor emeller-
tid anvindas for dmnen som kan ge denna effekt.

Andra toxikologiska egenskaper

Ytterligare riskfraser skall tilldelas &mnen och preparat som klassificerats i Gverensstimmelse med punkterna
2.2.1 till 3.2.7 ovan eller kapitlen 4 och 5, och detta i enlighet med f6ljande kriterier (grundade pd den erfa-
renhet som forvirvats vid sammanstéllning av bilaga I).

R 29 Utvecklar giftig gas vid kontakt med vatten

For dmnen och preparat som vid kontakt med vatten eller fuktig luft utvecklar giftiga/mycket giftiga gaser i
potentiellt farliga mingder, t.ex. aluminiumfosfid och fosforpentasulfid.

R 31 Utvecklar giftig gas vid kontakt med syra

For dmnen och preparat som reagerar med syror och utvecklar giftiga gaser i farliga mingder, t.ex. natrium-
hypoklorit, bariumpolysulfid. For dmnen som anvinds av allmanheten dr det mer limpligt att anvinda S 50
(Blanda inte med ... [anges av tillverkaren ]).

R 32 Utvicklar mycket giftig gas vid kontakt med syra

For amnen och preparat som vid reaktion med syror utvecklar mycket giftiga gaser i farliga mangder, t.ex. sal-
ter av vdtecyanid, natriumazid. Nir det giller 4mnen som anvinds av allminheten dr det mer limpligt att
anvinda S 50 (Blanda inte med ... [anges av tillverkaren]).

R 33 Kan ansamlas i kroppen och ge skador

For dmnen och preparat innehéllande sddana dmnen, som troligen kan ansamlas i manniskokroppen och dar-
for mojligen kan ge upphov till skador. De ér dock inte tillrickliga for att berittiga anvindningen av R 48.

R 64 Kan skada spddbarn under amningsperioden

For dmnen och preparat som tas upp av kvinnor och som kan péverkar amningen eller forekomma i moders-
mjolk (dven metaboliter) i mingder som ir tillrickliga for att ge anledning till oro ndr det giller ett ammat
barns halsa.

For kommentarer om anvindning av R 64 (och i vissa fall R 33), se punkt 4.2.3.3.

R 66 Upprepad kontakt kan ge torr hud eller hudsprickor

For dmnen och preparat vilka bor uppmérksammas pd grund av att de vid hudkontakt kan orsaka uttorkning,
fjdllning eller sprickbildning, men som inte uppfyller kriterierna for R 38:

rundat antingen pé
g gen p
— praktiska erfarenheter vid normal hantering och anvindning, eller

— relevanta beldgg avseende deras forvintade effekter pd huden.

Se dven punkterna 1.6 och 1.7.
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R 67 Angor kan gora att man blir désig och omtocknad

For flyktiga dmnen och preparat innehdllande sddana dmnen, som vid inandning ger tydliga symptom pé funk-
tionsnedsittningar i centrala nervsystem och som inte redan ar Klassificerade med avseende pd akut inhala-
tionstoxicitet (R 20, R 23, R26, R 40/20, R 39/23 eller R 39/26).

Foljande beldgg kan anvindas:

a) Data fran djurforsok som visar pa klara tecken pd funktionsnedsdttningar i centrala nervsystemet, exem-
pelvis narkotiska effekter, letargi, bristande koordination (bla. forlust av uppritningsreflex) och ataxi,
antingen

— vid koncentrationer/exponeringstider som inte overstiger 20 mg/l/4 timmar, eller

— ndr kvoten mellan den koncentration som ger upphov till effekter vid en exponeringstid <4 timmar
och mittnadskoncentrationen for dnga vid 20°C ar <1/10.

b) Praktisk erfarenhet av effekter pd manniskor (t.ex. narkos, ddsighet, sinkt grad av uppmirksamhet, forlust
av reflexer, bristande koordination, yrsel) fran vildokumenterade rapporter vid exponeringsforhdllanden
som dr jaimforbara med dem som anges ovan for djur.

Se dven punkterna 1.6 och 1.7.
Se punkt 2.2.6 for ytterligare riskfraser.

Om en tillverkare, distributor eller importér har tillgang till information som tyder pé att dmnet bor klassifice-
ras och markas i enlighet med de kriterier som anges i punkterna 4.2.1, 4.2.2 eller 4.2.3 skall han preliminart
mirka dmnet i enlighet med dessa kriterier, pd grundval av en kompetent persons bedomning av dokumenta-
tionen.

Tillverkaren, distributoren eller importoren skall snarast maojligt limna in en sammanfattning av all relevant
information till en medlemsstat dir dmnet slipps ut pd marknaden. Sammanfattningen skall innehélla en bib-
liografi som upptar alla relevanta referenser, inklusive alla opublicerade uppgifter av betydelse

En tillverkare, distributor eller importor som har tillgdng till nya uppgifter som dr av betydelse for ett dmnes
klassificering och mérkning enligt kriterierna i punkterna 4.2.1, 4.2.2 eller 4.2.3, skall si snart som mojligt
overlimna dessa uppgifter till en medlemsstat dir dmnet sldpps ut pd marknaden

Andra miljéer dn vattenmiljéer

Amnen skall klassificeras som miljofarliga och tilldelas symbolen 'N’, limplig farobeteckning samt riskfraser i
enlighet med foljande kriterier:

R 54: Giftigt for vixter

R 55: Giftigt for djur

R 56: Giftigt for markorganismer

R 57: Giftigt for bin

R 58: Kan orsaka skadliga langtidseffekter i miljon

Amnen som kan medféra en omedelbar, langsiktig eller férdrdjd fara for struktur och funktion hos andra
naturliga ekosystem dn de som anges i 5.2.1 ovan. Beddmningen skall grundas pé tillgingliga data om 4mne-

nas egenskaper, persistens, potential for bioackumulering och férutsedda eller observerade upptradande i mil-
jon. Utforliga kriterier kommer att utarbetas senare.

Amnen skall Klassificeras som miljofarliga och tilldelas symbolen 'N’, limplig farobeteckning samt riskfraser i
enlighet med foljande kriterier:

R 59: Farligt for ozonkiktet.

Amnen som, pd grundval av tillgingliga data om deras egenskaper och forutsedda eller observerade upptra-
dande i miljon, kan utgora en fara for det stratosfariska ozonskiktets struktur och funktion. Hit hor de dmnen
som upptas i bilaga I till rddets férordning (EG) nr 3093/94 om dmnen som bryter ned ozonskiktet (EGT L
333, 22.12.1994, s. 1) och senare dndringar av denna forordning.
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6.2 Skyddsfraser for imnen och preparat

S 1 Forvaras i list utrymme
— Tillimpning:
— Mycket giftiga, giftiga eller fritande 4mnen och preparat.

— Kiiterier for anvindning:

— Obligatorisk for sddana dmnen och preparat som nimns ovan, om de siljs till allménheten.

S 2 Forfaras odtkomligt fér barn
— Tillimpning:
— Alla farliga dmnen och preparat.

— Kiriterier for anvindning:

— Obligatorisk for alla farliga dmnen och preparat som siljs till allminheten, utom fér sddana som
endast klassificeras som farliga for miljon.

S 3 Forvaras svalt
— Tillimpning:
— Organiska peroxider

— Andra farliga dmnen och preparat med kokpunkt <40°C.

— Kriterier for anvindning:
— Obligatorisk for organiska peroxider om inte S 47 anvinds.

— Rekommenderas for andra farliga amnen och preparat med kokpunkt <40°C.

S 4 Forvaras avskilt frin bostadsutrymmen
— Tillimpning:
— Mycket giftiga och giftiga amnen och preparat.

— Kiriterier for anvindning:

— Normalt begrinsad till nycket giftiga och giftiga dmnen och preparat nir det dr 6nskvirt att komplet-
tera S 13; till exempel nir det finns risker vid inandning och dmnet eller preparatet bor forvaras
atskilt frin bostadsutrymmen. Skyddsfrasen syftar inte till att utesluta korrekt anvindning av dmnet
eller preparatet i bostadsutrymmen.

S 5 Forvara innehdllet i ... (limplig vitska anges av tillverkaren)

— Tillimpning:

— Fasta dmnen och preparat som kan sjdlvantinda.

— Kiiterier fér anvindning:

— Normalt begrinsad till speciella fall, t.ex. natrium, kalium eller vit fosfor.

S 6 Forvarasi ... (inert gas anges av tillverkaren)
— Tillimpning:
— Farliga dmnen och preparat som madste forvaras i inert atmosfir.

— Kiiterier fér anvindning:

— Normalt begrinsad till speciella fall, t.ex. vissa organiska metallféreningar.
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S 7 Forpackningen forvaras vil tillsluten

— Tillimpning:
— Organiska peroxider.

— Amnen och preparat som kan avge mycket giftiga, giftiga, hilsoskadliga eller extremt brandfarliga
gaser.

— Amnen och beredningar som i kontakt med fukt avger extremt brandfarliga gaser.

— Mycket brandfarliga fasta dmnen och preparat.

— Kiiterier for anvindning:
— Obligatorisk for organiska peroxider.

— Rekommenderas for 6vriga fall som ndmns ovan.

S 8 Forpackningen forvaras torrt
— Tillimpning:
— Amnen och preparat som kan reagera vildsamt med vatten.
— Amnen och preparat som vid kontakt med vatten utvecklar extremt brandfarliga gaser.

— Amnen och preparat som vid kontakt med vatten utvecklar mycket giftiga eller giftiga gaser.

— Kiiterier for anvindning:

— Normalt begrinsad till de tillimpningsomrdden som ndmns ovan, nir det dr nodvindigt att forstirka
de varningar som ges genom R 14, R 15 (i synnerhet) och R 29.

S 9 Forpackningen forvaras pd vil ventilerad plats
— Tillimpning:
— Flyktiga dmnen och preparat som kan avge mycket giftiga, giftiga eller hilsoskadliga gaser.

— Extremt brandfarliga eller brandfarliga vitskor och extremt brandfarliga gaser.

— Kiriterier for anvindning:

— Rekommenderas for flyktiga dmnen och preparat som kan avge mycket giftiga, giftiga eller halsoskad-
liga &ngor.

— Rekommenderas for extremt brandfarliga eller mycket brandfarliga vitskor eller extremt brandfarliga
gaser.

S 12 Forpackningen fir inte tillslutas lufttict

— Tillimpning:

— Amnen och preparat som kan avge gaser eller &ngor som kan springa férpackningen

— Kriterier for anvindning:

— Normalt begrinsad till de speciella fall som ndmns ovan.

S 13 Forvaras tskilt frin livsmedel och djurfoder
— Tillimpning:
— Mycket giftiga, giftiga och hilsoskadliga dgmnen och preparat.

— Kiiterier for anvindning:

— Rekommenderas for sidana dmnen och preparat nir de kan komma att anvindas av allminheten.
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S 14 Forvaras dtskilt frin ... (oforenliga imnen anges av tillverkaren)
— Tillimpning:
— Organiska peroxider.

— Kiiterier for anvindning:

— Obligatorisk for och normalt begrinsad till peroxider. Kan dock komma till anvindning i sirskilda fall
nidr oférenliga egenskaper kan medfora sarskilda risker.

S 15 Fér inte utsittas for virme
— Tillimpning:
— Amnen och preparat som kan sénderfalla eller reagera spontant under inverkan av virme.

— Kiiterier for anvindning:

— Normalt begrinsad till speciella fall, t.ex. monomerer, och skall inte tilldelas om négon av riskfraserna
R 2, R 3 eller R 5 redan anvinds.

S 16 Forvaras atskilt frin antindningskillor - Rokning forbjuden
— Tillimpning:
— Extremt brandfarliga eller mycket brandfarliga vitskor och extremt brandfarliga gaser.

— Kriterier for anvindning:

— Rekommenderas for de dmnen och preparat som ndmns ovan, men skall inte tilldelas om ndgon av
riskfraserna R 2, R 3, eller R 5 redan anvinds.

S 17 Forvaras dtskilt frin brandfarliga imnen

— Tillimpning:

— Amnen och preparat som kan bilda explosiva eller sjilvantindliga blandningar med brinnbart mate-
rial.

— Kiriterier for anvindning:

— For anviandning i speciella fall, t.ex. for att understryka R 8 och R 9.

S 18 Forpackningen hanteras och 6ppnas forsiktigt
— Tillimpning:
— Amnen och preparat som kan ge upphov till évertryck i forpackningen.

— Amnen och preparat som kan bilda explosiva peroxider.

— Kriterier for anvindning:

— Normalt begrinsad till de fall som nidmns ovan nir det finns risk for ogonskador ochfeller nir
amnena och preparaten kan komma av anvindas av allmdnheten.

S 20 At inte eller drick inte under hanteringen
— Tillimpning:
— Mycket giftiga, giftiga och fritande dmnen och preparat.

— Kiiterier for anvindning:

— Normalt begransad till speciella fall (t.ex. arsenik och arsenikforeningar samt fluoracetater), sirskilt
ndr dessa kan komma att anvindas av allminheten.
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S 21 Rok inte under hanteringen

— Tillimpning:

— Amnen och preparat som bildar giftiga produkter vid forbranning.

— Kiiterier for anvindning:

— Normalt begrinsad till speciella fall (t.ex. halogenerade foreningar).

S 22 Undvik inandning av damm

— Tillimpning:

— Alla hilsofarliga fasta amnen och preparat.

— Kiriterier for anvindning:
— Obligatorisk for sidana dmnen och preparat som nimns ovan vilka tilldelats R 42.

— Rekommenderas for sddana dmnen och preparat som nimns ovan vilka levereras i en form som kan
damma och fo6r vilka hilsoriskerna vid inandning inte 4r kinda.

S 23 Undvik inandning av gas/rok/dnga/dimma (limplig formulering anges av tillverkaren)

— Tillimpning:

— Alla hilsofarliga vitske- eller gasformiga dmnen och preparat.

— Kiriterier for anvindning:
— Obligatorisk for sidana dmnen och preparat som nimns ovan vilka tilldelats R 42.

— Obligatorisk for amnen och preparat avsedda for sprutning eller sprayning. Antingen S 38 eller S 51
maste tilldelas dessutom.

— Rekommenderas nir det dr nodvindigt att fista anvindarens uppmarksamhet pd inandningsrisker
som inte framgar av de tilldelade riskfraserna.

S 24 Undvik kontakt med huden

— Tillimpning:

— Alla hilsoskadliga dmnen och preparat.

— Kiriterier for anvindning:
— Obligatorisk for alla &mnen och preparat som tilldelats R 43, om inte S 36 ocksd anges.
— Rekommenderas nir det dr nodvindigt att fista anvindarens uppmarksamhet pa hudkontaktrisker

som inte framgar av de tilldelade riskfraserna (t.ex. parestesi). Kan emellertid ocksd anvindas for att
betona sddana riskfraser.

S 25 Undvik kontakt med égonen

— Tillimpning:

— Alla hilsoskadliga dmnen och preparat.

— Kiiterier for anvindning:

— Rekommenderas ndr det dr nodvindigt att fista anvindarens uppmirksamhet pd sddana risker vid
kontakt med Ggonen som inte framgdr av de tilldelade riskfraserna. Kan emellertid ocksd anvindas
for att betona sadana riskfraser.

— Rekommenderas for alla amnen som tilldelats R 34, R 35, R 36 eller R 41 och som kan komma att
anvindas av allmanheten.
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S 26 Vid kontakt med Ggonen, spola genast med mycket vatten och kontakta likare

— Tillimpning:

— Fritande eller irriterande @mnen och preparat.

— Kiiterier for anvindning:
— Obligatorisk for fratande dmnen och preparat och for sddana som tilldelats R 41.

— Rekommenderas for irriterande damnen och preparat som tilldelats R 36.

S 27 Tag genast av alla nedstinkta klider

— Tillimpning:

— Mycket giftiga, giftiga eller fritande amnen och preparat.

— Kiiterier for anvindning:

— Obligatorisk for mycket giftiga 4mnen och preparat som tilldelats R 27 och som kan komma att
anvéndas av allmanheten.

— Rekommenderas for mycket giftiga dmnen och preparat som tilldelats R 27 och ér avsedda for indust-
riellt bruk. Denna skyddsfras skall emellertid inte anvindas om S 36 skall anges.

— Rekommenderas for giftiga 4mnen och preparat som tilldelats R 24 samt for fritande dmnen och pre-
parat som kan komma att anvindas av allminheten.

S 28 Vid kontakt med huden tvitta genast med mycket ... (anges av tillverkaren)

— Tillimpning:

— Mycket giftiga, giftiga och fritande dmnen och preparat.

— Kriterier for anvindning:
— Obligatorisk for mycket giftiga dmnen och preparat

— Rekommenderas for de andra dmnen och preparat som anges ovan, sirskilt ndr det dr lampligt att
skolja med en annan vitska dn vatten.

— Rekommenderas for fritande dmnen och preparat som kan komma att anvindas av allméinheten.

S 29 Tom ej i avloppet

— Tillimpning:
— Extremt brandfarliga eller mycket brandfarliga vitskor som inte dr blandbara med vatten.
— Mycket giftiga och giftiga dmnen och preparat.

— Miljofarliga amnen.

— Kiiterier for anvindning:

— Obligatorisk fér miljofarliga dmnen som tilldelats symbolen 'N’, och som kan komma att anvindas av
allmédnheten, sdvida de inte dr avsedda att anvindas i avlopp.

— Rekommenderas for andra ovan nimnda dmnen och preparat som kan komma att anvindas av all-
miénheten, sdvida de inte dr avsedda att anvindas i avlopp.
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S 30 Hill aldrig vatten pa eller i produkten
— Tillimpning:
— Amnen och preparat som reagerar vildsamt med vatten.

— Kiiterjer for anvindning:

— Normalt begrinsad till speciella fall (t.ex. svavelsyra) och kan anvindas, nir det ar lampligt for att ge
sd tydlig information som mojligt, antingen for att understryka R 14 eller som ett alternativ till R 14.

S 33 Vidtag atgirder mot statisk elektricitet

— Tillimpning:

— Extremt eller mycket brandfarliga dmnen och preparat.

— Kriterier for anvindning:
— Rekommenderas for dmnen och preparat som anvinds inom industrin och som inte absorberar fukt.

Anvinds i praktiken aldrig for Zmnen och preparat som slipps ut pd marknaden for att anvindas av
allmanheten.

S 35 Produkt och forpackning skall oskadliggoras pa sikert sitt
— Tillimpning:
— Alla farliga dmnen och preparat.

— Kiiterier for anvindning:

— Rekommenderas for dmnen och preparat for vilka det kravs sirskild vigledning for att tillforsikra att
de bortskaffas pa lampligt sitt.

S 36 Anvind limpliga skyddsklider

— Tillimpning:
— Organiska peroxider.
— Mycket giftiga, giftiga eller hilsoskadliga dgmnen och preparat

— Fritande dmnen och preparat.

— Kiiterier for anvindning:
— Obligatorisk for mycket giftiga och fritande dmnen och preparat.
— Obligatorisk for de dmnen och preparat som tilldelats R 21 eller R 24.

— Obligatorisk for cancerframkallande, mutagena och reproduktionstoxiska dmnen i kategori 3 om
dessa verkningar inte uppkommer enbart vid inandning av dmnet eller preparatet.

— Obligatorisk for organiska peroxider.

— Rekommenderas for giftiga dmnen och preparat for vilka LDsy-vdrdet (dermalt) inte 4r kdnt, men som
troligen ar giftiga vid hudkontakt.

— Rekommenderas for dmnen och preparat som anvinds inom industrin och som kan skada hilsan vid

forlangd exponering.

S 37 Anvind limpliga skyddshandskar
— Tillimpning:
— Mycket giftiga, giftiga, hilsoskadliga eller fritande dmnen och preparat.

— Organiska peroxider.

— Amnen och preparat som irriterar huden eller ger upphov till sensibilisering vid hudkontakt.
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— Kiiterier for anvindning:

Obligatorisk for mycket giftiga och fritande dmnen och preparat
Obligatorik fér 4mnen och preparat som tilldelats antingen R 21, R 24 eller R 43.

Obligatorisk for cancerframkallande, mutagena och reproduktionstoxiska dmnen i kategori 3 om
dessa verkningar inte uppkommer enbart vid inandning av dmnet eller preparatet

Obligatorisk for organiska peroxider.

Rekommenderas for giftiga dmnen och preparat for vilka LDso-vérdet (dermalt) inte dr kdnt men som
troligen ir hilsoskadliga vid hudkontakt.

Rekommenderas for dmnen och preparat som irriterar huden.

S 38 Anvind limpligt andningsskydd vid otillricklig ventilation

— Tillimpning:

Mycket giftiga eller giftiga 4mnen och preparat.

— Kriterier for anvindning:

Normalt begrinsad till speciella fall som ror anvindandet av mycket giftiga eller giftiga dmnen och
preparat inom industrin eller jordbruket.

S 39 Anvind skyddsglasogon eller ansiktsskydd

— Tillimpning:

Organiska peroxider.

Fritande dmnen och preparat, inklusive irriterande dmnen och preparat som kan ge upphov till all-
varlig 6gonskada.

Mycket giftiga och giftiga dmnen och preparat.

— Kiiterier for anvindning:

Obligatorisk for de dmnen och preparat vilka tilldelats R 34, R 35 eller R 41.
Obligatorisk for organiska peroxider.

Rekommenderas ndr det 4r nodvindigt att fista anvindarens uppmarksamhet pd sddana risker vid
kontakt med 6gon som inte framgar av de tilldelade riskfraserna.

Normalt begrinsad till sirskilda fall for mycket giftiga och giftiga dmnen och preparat, dd det finns
risk for stink och det 4r troligt att de ldtt absorberas genom huden.

S 40 Golv och fororenade foremadl tvittas med ... (anges av tillverkaren)

— Tillimpning:

Alla farliga dmnen och preparat.

— Kiriterier for anvindning:

Normalt begrinsad till de farliga 4mnen och preparat for vilka vatten inte anses vara ett limpligt ren-
goringsmedel (t.ex. dir absorption med hjilp av pulverformigt material, anvindning av 16sningsmedel
etc. dr nodvindig) och didr det ir viktigt av hilso- och/eller sikerhetsskil att det ges en varning pé eti-
ketten.

S 41 Undvik inandning av rék vid brand eller explosion

— Tillimpning:

Farliga dmnen och preparat som vid forbranning avger mycket giftiga eller giftiga gaser.

— Kiriterier for anvindning:

— Normalt begrinsad till speciella fall.
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S 42 Anvind limpligt andningsskydd vid gasning/sprutning (specificeras av tillverkaren)

— Tillimpning:

— Amnen och preparat avsedda fér sidan anvindning, men som kan riskera anvindarens hilsa och
sikerhet om inte limpliga forsiktighetsatgarder vidtas

— Kriterier for anvindning:

— Normalt begrinsad till speciella fall.

S 43 Vid brandslickning anvind ... (ange limplig metod. Om vatten okar risken, ligg till ’Anvind
aldrig vatten’)

— Tillimpning:
— Extremt brandfarliga, mycket brandfarliga och brandfarliga amnen och preparat.

— Kiiterier for anvindning:

— Obligatorisk for dmnen och preparat som i kontakt med vatten eller fuktig luft utvecklar extremt
brandfarliga gaser.

— Rekommenderas for extremt brandfarliga, mycket brandfarliga och brandfarliga 4mnen och preparat,
sarskilt nir de inte 4r blandbara med vatten.

S 45 Vid olycksfall, illam3ende eller annan paverkan, kontakta omedelbart likare (visa om mojligt eti-
ketten)

— Tillimpning:
— Mycket giftiga dmnen och preparat.
— Giftiga och fritande dmnen och preparat.

— Amnen och preparat som ger upphov till sensibilisering vid inandning.

— Kriterier for anvindning:

— Obligatorisk for de dmnen och preparat som nimns ovan.

S 46 Vid fortiring kontakta genast likare och visa denna férpackning eller etiketten
— Tillimpning:
— Alla farliga dmnen och preparat forutom de som ar mycket giftiga, giftiga, fritande eller miljofarliga.

— Kiriterier for anvindning:

— Obligatorisk for alla farliga dmnen och preparat som nimns ovan och som kan komma att anvindas
av allminheten, forutom da det inte finns ndgra skil att de ar farliga att fortéra, i synnerhet av barn.

S 47 Forvaras vid en temperatur som inte overstiger ...°C (anges av tillverkaren)
— Tillimpning:
— Amnen och preparat som blir instabila vid en viss temperatur.

— Kiiterier for anvindning:

— Normalt begrinsad till speciella fall (t.ex. vissa organisk peroxider).

S 48 Innehdllet skall hillas fuktigt med ... (limpligt material anges av tillverkaren)

— Tillimpning:

— Amnen och preparat som kan bli mycket kénsliga fér gnistor, friktion eller stétar om de tillats torka
ut.

— Kiriterier for anvindning:

— Normalt begrinsad till speciella fall, t.ex. nitrocellulosa
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S 49 Forvaras endast i originalforpackningen
— Tillimpning:
— Amnen och preparat som ir kansliga for katalytisk sonderdelning.

— Kriterier for anvindning:

— Amnen och preparat som ir kansliga for sénderdelning, t.ex. vissa organiska peroxider.

S 50 Blanda inte med ... (anges av tillverkaren)
— Tillimpning:

— Amnen och preparat som kan reagera med den angivna produkten och utveckla mycket giftiga eller
giftiga gaser.

— Organiska peroxider.

— Kiiterier for anvindning:

— Rekommenderas for dmnen och preparat som ndmns ovan, vilka kan komma att anvindas av allman-
heten, ner denna fras ir ett bittre alternativ an R 31 eller R 32.

— Obligatorisk for vissa peroxider som kan reagera vdldsamt med acceleratorer eller promotorer.

S 51 Sorj for god ventilation
— Tillimpning:

— Amnen och preparat som kan avge eller ar avsedda att avge dnga, damm, aerosol, rok, dimma, etc.
och som medfor risker vid inandning eller risk for brand eller explosion.

— Kiriterier for anvindning:

— Rekommenderas ndr anvandningen av S 38 inte dr lamplig. Sarskilt viktig ndr sddana dmnen och pre-
parat kan komma att anvindas av allminheten.

S 52 Olimpligt for anvindning inomhus vid behandling av stora ytor

— Tillimpning:
— Mycket giftiga, giftiga eller hilsoskadliga flyktiga 4mnen och preparat som innehaller dessa damnen.
— Kiriterier for anvindning:
— Rekommenderas nir hilsoskador kan orsakas av lingre tids exponering for dessa dmnen pa grund av

att de avdunstar frdn stora behandlade ytor i bostider eller andra avgrinsade utrymmen inomhus dir
minniskor vistas.

S 53 Undvik exponering — Begir specialinstruktioner fore anvindning
— Tillimpning:
— Amnen och preparat som ir cancerframkallande, mutagena eller reproduktionstoxiska.

— Kriterier for anvindning:

— Obligatorisk for de dmnen och preparat som nidmns ovan vilka tilldelats minst en av foljande R-fraser:
R 45, R 46, R 49, R 60 eller R 61.

S 56 Limna detta material och dess behillare till insamlingsstille for farligt avfall
— Tillimpning:
— Alla farliga dmnen och preparat.

— Kiriterier for anvindning:

— Rekommenderas for alla farliga 4mnen och preparat som kan komma att anvindas av allméinheten,
och som kraver sarskilt bortskaffande.
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S 57 Forvaras pa limpligt sitt for att undvika miljéfororening
— Tillimpning:
— Amnen som tilldelats symbolen 'N’.

— Kiiterier for anvindning:

— Normalt begrinsad till &mnen som troligen inte kommer att anvindas av allmdnheten.

S 59 Radfriga tillverkare/leverantér om dtervinningfdteranvindning
— Tillimpning:

— Alla farliga dmnen och preparat.
— Kiiterier for anvindning:

— Obligatorisk fér &mnen som ir farliga for ozonskiktet.

— Rekommenderas for andra dmnen och preparat for vilka atervinning/ateranvindning rekommenderas.

S 60 Detta material och dess behdllare skall tas om hand som farligt avfall
— Tillimpning:
— Alla farliga dmnen och preparat.

— Kiriterier for anvindning:

— Rekommenderas for dmnen och preparat som troligen inte kommer att anvindas av allménheten och
som inte tilldelats S 35.

S 61 Undvik utslipp till miljoén. Lis sirskilda instruktioner/varuinformationsblad
— Tillimpning:

— Miljofarliga dmnen.
— Kiiterier for anvindning:

— Normalt anvind fér dmnen som tilldelats symbolen 'N".

— Rekommenderas for alla dmnen som klassificeras som miljofarliga och som inte avses ovan.

S 62 Vid fortiring, framkalla ej krikning. Kontakta genast likare och visa denna forpackning eller eti-
ketten

— Tillimpning:

— Amnen och preparat som ir klassificerade som hilsoskadliga med R 65 i enlighet med kriterierna i
punkt 3.2.3.

— Giller inte dmnen och preparat som slipps ut p& marknaden i aerosolbehllare (eller i behdllare for-
sedda med forsluten sprayanordning), se punkterna 8 och 9.

— Kiriterier for anvindning:

— Obligatorisk for ovannimnda dmnen och preparat om de siljs till eller kan komma att anvindas av
allmédnheten, utom i de fall dir S 45 eller S 46 ar obligatorisk.

— Rekommenderas f6r ovanndmnda dmnen och preparat vid industriellt bruk, utom i de fall dir S 45
eller S 46 4r obligatorisk.

S 63 Vid olycksfall via inandning, flytta den drabbade till frisk luft och lit vila
— Tillimpning:
— Mycket giftiga och giftiga amnen och preparat (gaser, dngor, partiklar, flyktiga vitskor).

— Amnen och preparat som ger upphov till sensibilisering vid inandning.



L 136/124

Europeiska gemenskapernas officiella tidning

8.6.2000

8.1

— Kiiterier for anvindning:

— Obligatorisk for dmnen och preparat som tilldelats R 26, R 23 eller R 42 och som kan komma att
anvéndas av allmanheten pé ett sddant sitt att det finns risk for inandning.

S 64 Vid fortiring, skolj munnen med vatten (endast om personen ir vid medvetande)
— Tillimpning:
— Fritande eller irriterande dmnen och preparat.

— Kiriterier for anvindning:

— Rekommenderas f6r de dmnen och preparat som nimns ovan och som kan komma att anvindas av
allmianheten och dir den ovan nimnda behandlingen 4r limplig.

Val av skyddsfraser

Vid det slutliga valet av skyddsfraser skall hinsyn tas till de riskfraser som anges pa etiketten och till hur
dmnet eller preparatet dr avsett att anvindas:

— Det ricker i allmdnhet med hogst fyra S-fraser for att ange den viktigaste skyddsinformationen. De sam-
mansatta skyddsfraser som anges i bilaga IV skall betraktas som en fras.

— Nir det giller S-fraser som ror bortskaffande, skall en S-fras anvindas, om det inte 4r uppenbart att bort-
skaffande av materialet och dess behéllare inte medfor ndgon fara fér méinniskors hilsa eller for miljon.
Information om hur dmnen och preparat bortskaffas pé ett sakert sitt ar sarskilt viktigt ndr de siljs till all-
minheten.

— Vissa R-fraser blir 6verflodiga om S-fraserna viljs pa ratt sitt och vice versa. S-fraser som uppenbart mot-
svarar R-fraser beh6ver endast anges pé etiketten i avsikt att betona en viss varning.

— Vid val av skyddsfraser skall sirskild vikt fastas vid hur och under vilka forhallanden dmnet eller prepara-
tet dr avsett att anvindas, t.ex. sprayning eller andra aerosoleffekter. Fraser skall viljas med tanke pd den
avsedda anvindningen.

— Skyddsfraserna S 1, S 2 och S 45 4r obligatoriska for alla mycket giftiga, giftiga och friatande dmnen och
preparat som siljs till allmdnheten.

— Skyddsfraserna S 2 och S 46 idr obligatoriska for alla andra farliga Zmnen och preparat (utom sddana som
endast ar Klassificerade som miljofarliga) som siljs till allmanheten.

Nar de fraser som valts i enlighet med kriterierna i punkt 6.2 leder till tvetydighet eller till att vissa fraser blir
overflodiga, eller ndr det dr uppenbart att vissa inte dr nodvindiga for en viss produkt eller férpackning, kan
dessa fraser utga.

SPECIALFALL: AMNEN

Transportabla gasbehdllare

Nar det giller transportabla gasbehéllare anses mérkningskraven vara uppfyllda nir de Gverensstimmer med
bestimmelserna i artikel 23 eller 24.6 b.

Som undantag frdn artikel 24.1 och 24.2 kan ndgot av foljande alternativ anvindas for gasbehéllare som rym-
mer hogst 150 liter:

— Etikettens utformning och storlek kan f6lja kraven i ISO-standard ISO/DP 7225.

— Den information som anges i artikel 23.2 kan ldmnas pd en bestindig platta eller etikett fastsatt pa behdl-
laren.
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8.2

8.3

8.4

Gasbehillare avsedda for propan, butan eller gasol

Dessa dmnen klassificeras i bilaga I. Aven om de klassificeras i enlighet med artikel 2, utgds de ingen fara for
miénniskors hélsa nar de slipps ut pd marknaden som gaser vilka endast dr avsedda for forbranning, i slutna
pafyllningbara behéllare eller engdngsbehillare inom ramen for EN 417.

Dessa behéllare méste mérkas med lamplig symbol samt R- och S-fraser angdende brandfarlighet. Det krivs
inte nigon information pa etiketten om effekterna pd miénniskors hilsa. Den information om effekterna pé
minniskors hilsa som skulle ha limnats pa etiketten skall dock, i den form som foreskrivs i artikel 27 i direk-
tivet overlimnas till yrkesanvindaren av den person som ansvarar for att slippa ut dmnet pd marknaden. Kon-
sumenten skall fa tillrdcklig information for att denne skal kunna vidta alla nédvindiga hélso- och sikerhets-
atgarder, enligt artikel 1.3 i direktiv 91/155/EEG, dndrat genom direktiv 93/112/EEG.

Metaller i massiv form

Dessa dmnen ar klassificerade i bilaga I eller skall klassificeras i enlighet med artikel 6. Vissa av dessa dmnen
utgor emellertid, trots att de ar klassificerade i enlighet med artikel 2, ingen fara for miénniskors hilsa vid
inandning, fortiring eller hudkontakt eller for vattenmiljon i den form de sldpps ut pd marknaden. Sidana
dmnen behover inte mirkas i enlighet med artikel 23. Den som ansvarar for att slippa ut metallen pd mark-
naden skall emellertid forse anvindaren med all information som annars skulle ha angivits pa etiketten, i den
form som anges i artikel 27.

Amnen som tilldelats R 65

Amnen som klassificeras som hélsoskadliga p4 grundval av aspirationsrisk behover inte markas som hilsoskad-
liga med R 65 d& de slidpps ut pd. marknaden i aerosolbehillare eller i behallare forsedda med en forsluten
sprayanordning.”
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