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I

(Rättsakter vilkas publicering är obligatorisk)

KOMMISSIONENS DIREKTIV 2000/32/EG

av den 19 maj 2000

om anpassning till tekniska framsteg för tjugosjätte gången av rådets direktiv 67/548/EEG om
tillnärmning av lagar och andra författningar om klassificering, förpackning och märkning av

farliga ämnen (*)

(Text av betydelse för EES)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR ANTAGIT
DETTA DIREKTIV

med beaktande av Fördraget om upprättandet av Europeiska
gemenskapen,

med beaktande av rådets direktiv 67/548/EEG av den 27 juni
1967 om tillnärmning av lagar och andra författningar om
klassificering, förpackning och märkning av farliga ämnen (1),
senast ändrat genom Europaparlamentets och rådets direktiv
1999/33/EG (2), särskilt artikel 28 i detta, och

av följande skäl:

(1) Bilaga I till direktiv 67/548/EEG innehåller en förteckning
över farliga ämnen samt uppgifter om klassificering och
märkning av varje ämne. Det nuvarande vetenskapliga och
tekniska kunnandet har visat att förteckningen över farliga
ämnen i den bilagan bör ändras. I vissa språkversioner av
direktivet är det också nödvändigt att ändra vissa delar av
förordet till bilaga I och tabell A i samma bilaga.

(2) Bilaga III till direktiv 67/548/EEG innehåller en förteckning
över de riskfraser som tilldelats farliga ämnen och preparat.
Bilaga IV till direktiv 67/548/EEG innehåller en förteckning
över de skyddsfraser som tilldelats farliga ämnen och pre-
parat. Bilaga VI till direktiv 67/548/EEG innehåller riktlin-
jer för klassificering och märkning av farliga ämnen och
preparat. I vissa språkversioner av direktivet är det nödvän-
digt att ändra vissa delar av bilagorna III, IV och VI.

(3) I bilaga V till direktiv 67/548/EEG anges metoder för
bestämning av fysikalisk-kemiska egenskaper, toxicitet och
ekotoxicitet hos ämnen och preparat. Det är nödvändigt att
anpassa denna bilaga till den tekniska utvecklingen.

(4) Bilaga IX till direktiv 67/548/EEG innehåller bestämmelser
om barnsäkra förslutningsanordningar. Dessa bestämmelser
bör anpassas och uppdateras. Det är nödvändigt att öka
räckvidden för användningen av barnsäkra förslutnings-
anordningar.

(5) De åtgärder som föreskrivs i detta direktiv är förenliga med
yttrandet från Kommittén för anpassning till tekniska fram-
steg av direktiv som syftar till att undanröja tekniska han-
delshinder avseende farliga ämnen och preparat.

HÄRIGENOM FÖRESKRIVS FÖLJANDE.

Artikel 1

Direktiv 67/548/EEG ändras på följande sätt:

1. Bilaga I skall ändras på följande sätt:

a) Anmärkning Q i bilaga 1A till detta direktiv skall
ersätta motsvarande anmärkning i förordet.

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

c) Uppgifterna i bilaga 1C till detta direktiv skall ersätta
motsvarande uppgifter.

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

2. Riskfrasen i bilaga 2 till detta direktiv skall ersätta motsva-
rande fras i bilaga III.

3. Bilaga IV skall ändras på följande sätt:

a) Skyddsfraserna i bilaga 3A till detta direktiv skall
ersätta motsvarande fraser i bilaga IV.

(*) Antagen efter den tjugosjunde anpassningen.
(1) EGT 196, 16.8.1967, s. 1.
(2) EGT L 199, 30.7.1999, s. 57.
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b) De sammansatta skyddsfraserna i bilaga 3B till detta
direktiv skall ersätta motsvarande fraser i bilaga IV.

4. Del B i bilaga V skall ändras på följande sätt:

a) Texten i bilaga 4A till detta direktiv skall ersätta avsnitt
B.10.

b) Texten i bilaga 4B till detta direktiv skall ersätta avsnitt
B.11.

c) Texten i bilaga 4C till detta direktiv skall ersätta avsnitt
B.12.

d) Texten i bilaga 4D till detta direktiv skall ersätta avsnitt
B.13 och B.14.

e) Texten i bilaga 4E till detta direktiv skall ersätta avsnitt
B.17.

f) Texten i bilaga 4F till detta direktiv skall ersätta avsnitt
B.23. Rubriken på avsnitt B.23 i den förklarande
anmärkningen skall ändras på motsvarande sätt.

g) Texten i bilaga 4G till detta direktiv skall läggas till.

5. Fjärde strecksatsen i den allmänna inledningen till del C i
bilaga V skall utgå.

6. Texten i bilaga 5 till detta direktiv skall ersätta motsva-
rande text i bilaga VI.

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

Artikel 2

1. Medlemsstaterna skall sätta i kraft de lagar och andra för-
fattningar som är nödvändiga för att följa detta direktiv senast
den 1 juni 2001. De skall genast underrätta kommissionen om
detta.

När en medlemsstat antar dessa bestämmelser skall de innehålla
en hänvisning till detta direktiv eller åtföljas av en sådan hän-
visning när de offentliggörs. Närmare föreskrifter om hur hän-
visningen skall göras skall varje medlemsstat själv utfärda.

2. Medlemsstaterna skall till kommissionen överlämna tex-
terna till centrala bestämmelser i nationell lagstiftning som de
antar inom det område som omfattas av detta direktiv.

Artikel 3

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

Artikel 4

Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna.

Utfärdat i Bryssel den 19 maj 2000.

På kommissionens vägnar
Margot WALLSTRÖM

Ledamot av kommissionen
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BILAGA 1A

FÖRORD TILL BILAGA I

Förklaring till anmärkningarna om identifiering, klassificering och märkning av ämnen

DA:

Note Q:

Klassificeringen som kræftfremkaldende kan udelades for fibre, som opfylder en af følgende betingelser:

� en kortvarig biopersistensprøve ved inhalation har vist, at fibre, der er længere end 20 µm, har en vægtet halve-
ringstid på mindre end 10 dage

� en kortvarig biopersistensprøve ved intratrakeal instillation har vist, at fibre, der er længere end 20 µm, har en
vægtet halveringstid på mindre end 40 dage

� en egnet intra-peritoneal prøve ikke har vist kræftfremkaldende virkning, eller

� en egnet langvarig inhalationsprøve ikke har vist relevante sygdomsfremkaldende virkninger eller neoplastiske for-
andringer.

SV:

Note Q:

Ämnet behöver inte klassificeras som cancerframkallande om det kan visas att det uppfyller ett av följande villkor:

� ett korttidstest för att bestämma den biologiska beständigheten vid inhalation har visat att fibrer längre än 20 µm
har en viktad halveringstid på mindre än 10 dagar

� ett korttidstest för att bestämma den biologiska beständigheten vid intratrakeal instillation har visat att fibrer längre
än 20 µm har en viktad halveringstid på mindre än 40 dagar

� ett lämpligt intraperitonealt test har inte givit belägg för förhöjd cancerogenitet

� frånvaro av relevant patogenitet eller neoplastiska förändringar i ett lämpligt långtids inhalationstest.

(Berör inte den ES versionen)

(Berör inte den DE versionen)

(Berör inte den EL versionen)

(Berör inte den EN versionen)

(Berör inte den FR versionen)

(Berör inte den IT versionen)

(Berör inte den NL versionen)

(Berör inte den PT versionen)

(Berör inte den FI versionen)
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BILAGA 2

R 66

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

(Berör inte den ES versionen)

(Berör inte den DA versionen)

(Berör inte den DE versionen)

(Berör inte den EL versionen)

(Berör inte den EN versionen)

(Berör inte den FR versionen)

(Berör inte den NL versionen)

(Berör inte den PT versionen)

(Berör inte den FI versionen)

(Berör inte den SV versionen)
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BILAGA 3A

S 23

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

(Berör inte den ES versionen)

(Berör inte den DA versionen)

(Berör inte den DE versionen)

(Berör inte den EL versionen)

(Berör inte den EN versionen)

(Berör inte den IT versionen)

(Berör inte den NL versionen)

(Berör inte den PT versionen)

(Berör inte den FI versionen)

(Berör inte den SV versionen)

S 26

DE: Bei Berührung mit den Augen sofort gründlich mit Wasser abspülen und Arzt konsultieren.

(Berör inte den ES versionen)

(Berör inte den DA versionen)

(Berör inte den EL versionen)

(Berör inte den EN versionen)

(Berör inte den FR versionen)

(Berör inte den IT versionen)

(Berör inte den NL versionen)

(Berör inte den PT versionen)

(Berör inte den FI versionen)

(Berör inte den SV versionen)

S 56

DE: Diesen Stoff und seinen Behälter der Problemabfallentsorgung zuführen.

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.

(Berör inte den ES versionen)

(Berör inte den DA versionen)

(Berör inte den EL versionen)

(Berör inte den FR versionen)

(Berör inte den NL versionen)

(Berör inte den PT versionen)

(Berör inte den FI versionen)

(Berör inte den SV versionen)
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BILAGA 3B

S 27/28

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

(Berör inte den ES versionen)

(Berör inte den DA versionen)

(Berör inte den EL versionen)

(Berör inte den EN versionen)

(Berör inte den FR versionen)

(Berör inte den IT versionen)

(Berör inte den NL versionen)

(Berör inte den PT versionen)

(Berör inte den FI versionen)

(Berör inte den SV versionen)

S 29/56

ES: No tirar los residuos por el desagüe; elimínese esta sustancia y su recipiente en un punto de recogida pública de
residuos especiales o peligrosos.

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

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: Töm ej i avloppet, lämna detta material och dess behållare till insamlingsställe för farligt avfall.

(Berör inte den DA versionen)

(Berör inte den EL versionen)

(Berör inte den FR versionen)

(Berör inte den PT versionen)

(Berör inte den FI versionen)
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BILAGA 4A

�B.10. MUTAGENICITET � TEST IN VITRO AV KROMOSOMAVVIKELSER HOS DÄGGDJUR

1. METOD

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

1.1 INLEDNING

Avsikten med testen av kromosomavvikelser in vitro är att identifiera ämnen som orsakar strukturella kromo-
somavvikelser hos odlade däggdjursceller (1) (2) (3). Strukturella avvikelser kan vara av två typer, kromoso-
mala eller kromatida. Majoriteten av de kemiska mutagenerna inducerar avvikelser av kromatidtyp, men även
avvikelser av kromosomtyp förekommer. En ökning av polyploidin kan indikera att ett kemiskt ämne har
potential att inducera numeriska avvikelser. Denna metod är dock inte utformad för att mäta numeriska avvi-
kelser och används inte rutinmässigt för det ändamålet. Kromosommutationer och liknande händelser är orsa-
ken till många genetiska sjukdomar och det finns påtagliga bevis för att kromosommutationer och liknande
händelser som ger upphov till förändringar i onkogener och tumörsuppressorgener i somatiska celler är
inblandade i cancerinduktion hos människa och hos försöksdjur.

Test av kromosomavvikelser in vitro kan göras med kulturer av etablerade cellinjer, cellstammar eller primära
cellkulturer. De celler som används väljs ut på grundval av tillväxtförmåga vid odling, karyotypens stabilitet,
antalet kromosomer, kromosomernas mångfald och den spontana frekvensen av kromosomavvikelser.

Tester som utförs in vitro kräver i allmänhet att en exogen källa för metabolisk aktivering används. Detta
metaboliska system för aktivering kan inte helt och hållet efterlikna de förhållanden som råder i däggdjuret in
vitro. Man bör se till att undvika sådana förhållanden som skulle leda till positiva resultat som inte återspeglar
den verkliga mutageniciteten och kan ha sin orsak i pH-förändringar, osmolalitet eller hög cytotoxicitet (4)
(5).

Denna test används för att söka efter möjliga mutagener och karcinogener hos däggdjur. Många ämnen som
är positiva i detta test är karcinogena hos däggdjur, men det finns ingen perfekt korrelation mellan detta test
och karcinogenicitet. Korrelationen är beroende på den kemiska klassen och det finns allt starkare bevis för
att det finns karcinogener som inte detekteras med detta test, eftersom det ser ut som om de verkar genom
andra mekanismer än direkta DNA-skador.

Se även Allmän inledning, del B.

1.2 DEFINITIONER

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

avvikelser av kromosomtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt som brott, eller brott och återförening, hos
båda kromatiderna på samma ställe.

endoreduplikation: en process där kärnan efter den S-fas under DNA-replikationen inte övergår i mitos utan
inleder ännu en S-fas. Resultatet är kromosomer med 4, 8, 16, � kromatider.

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

mitotiskt index: den andel celler som är i metafas delat med det totala antalet celler som kan observeras i en
cellpopulation; en indikation på graden av tillväxt hos den populationen.
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numerisk avvikelse: en förändring av antalet kromosomer jämfört med det normala antalet karakteristika hos de
celler som används.

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

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

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Cellodlingar exponeras för testsubstansen både med och utan metabolisk aktivering. Vid förutbestämda inter-
vall, efter att cellodlingen har exponerats för testsubstansen, utförs behandling med ett ämne som stoppar cell-
delningen i metafas (t.ex. Colcemid® eller colchicin). Därefter skördas cellerna och färgas in, varpå närvaro av
kromosomavvikelser i metafascellerna analyseras mikroskopiskt.

1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1 Förberedelser

1.4.1.1 Celler

Ett antal olika cellinjer, stammar eller primära cellkulturer, inklusive humanceller, kan användas (t.ex. fibro-
blaster från kinesisk hamster, perifera blodlymfocyter från människor eller andra däggdjur).

1.4.1.2 Typ av medium och kultur

Lämpliga odlingsmedier och inkubationsförhållanden (odlingskärl, CO2-koncentration, temperatur och luftfuk-
tighet) bör väljas för odlingarna. Etablerade cellinjer och stammar bör rutinmässigt kontrolleras med avseende
på stabilitet hos det modala kromosomantalet och frånvaro av kontaminerad mykoplasma. Om kontaminering
har skett bör de inte användas. Cellernas normala cellcykeltid och de odlingsförhållanden som används bör
vara kända.

1.4.1.3 Förberedelse av kulturer

Etablerade cellinjer och stammar: celler dras upp från stamkulturer, inokuleras i ett odlingsmedium som har
en sådan densitet att kulturerna inte kommer att växa samman innan det är dags att skörda, och inkuberas
vid 37 °C.

Lymfocyter: helblod, behandlat med en antikoagulant (t.ex. heparin) eller separerade lymfocyter som erhållits
från friska individer, tillsätts till odlingsmediet, vilket innehåller en mitogen substans (t.ex. fytohemaglutinin),
varpå inkubering sker vid 37 °C.

1.4.1.4 Metabolisk aktivering

Celler bör exponeras för testsubstansen både i närvaro och frånvaro av ett lämpligt metaboliskt system för
aktivering. Det mest använda systemet är en kofaktorstödd post-mitokondriell fraktion (S9) beredd ur lever
från gnagare vilka behandlats med enzyminducerande ämnen såsom Aroclor 1254 (6) (7) (8) (9) eller en
blandning av fenobarbiton och b-naftoflavon (10) (11) (12).

Den postmitokondriella fraktionen används vanligen vid koncentrationer i området 1 till 10 % v/v i det slut-
liga testmediet. Tillståndet hos ett system för metabolisk aktivering kan bero på den klass av kemikalier som
testas. I vissa fall kan det vara lämpligt att använda mer än 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 för endogen aktivering. Valet av de cellinjer som skall användas
bör vara vetenskapligt underbyggt (t.ex. genom relevansen av cytokrom P450 isoenzym för metabolismen hos
testsubstansen).
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1.4.1.5 Beredning av testsubstansen

Fasta testsubstanser bör lösas upp i eller blandas med lämpligt lösningsmedel eller vehikel och spädas ut om
detta är lämpligt före det att cellerna behandlas. Flytande testsubstanser kan tillsättas direkt till testsystemen
och/eller spädas ut innan behandlingen startas. Nygjorda beredningar av testsubstansen bör användas om inte
stabilitetsdata påvisar att lagring är acceptabelt.

1.4.2 Försöksbetingelser

1.4.2.1 Lösningsmedel/vehikel

Lösningsmedlet/vehikeln bör inte kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen och bör vara
förenlig med överlevnaden för cellerna samt S9-aktiviteten. Om andra lösningsmedel/vehiklar än gängse bruk-
liga används bör det finnas data som visar att de är kompatibla. Det rekommenderas att vattenbaserade lös-
ningsmedel/vehiklar i första hand bör övervägas närhelst det är möjligt. När substanser som är instabila i vat-
ten testas, bör de organiska lösningsmedel som används vara fria från vatten. Vatten kan avlägsnas genom till-
sats av en molekylsikt.

1.4.2.2 Exponeringskoncentrationer

Bland de kriterier som skall övervägas när den högsta koncentrationen skall fastställas är cytotoxicitet, löslig-
het i testsystemet och förändringar i pH eller osmolalitet.

Cytotoxicitet bör fastställas, såväl med som utan metabolisk aktivering i huvudexperiment, med hjälp av en
lämplig indikation på cellernas integritet och tillväxt, såsom graden av sammanväxning, viabilitetsräkning av
cellerna, eller ett mitotiskt index. Det kan vara lämpligt att fastställa cytotoxicitet och löslighet i ett förbere-
dande experiment.

Minst tre analyserbara koncentrationer bör användas. Där cytotoxicitet uppträder bör dessa koncentrationer
täcka in ett område som sträcker sig från maximal toxicitet ner till liten eller ingen toxicitet. Detta innebär
normalt att koncentrationerna bör separeras av minst en faktor mellan 2 och Ó10. Vid tiden för skörd av cel-
lerna bör den högsta koncentrationen visa en signifikant reduktion i graden av konfluens, cellräkning eller
mitotiskt index (alla större än 50 %). Det mitotiska indexet är endast ett indirekt mått på cytotoxiska/cytosta-
tiska effekter och är beorende av tiden efter behandlingen. Det mitotiska indexet är dock acceptabelt för sus-
pensionskulturer där andra toxicitetsmätningar kan vara besvärliga och opraktiska. Information om kinetiken
för cellcykler, såsom medelgenerationstid (AGT), kan användas som extra information. AGT är dock ett över-
gripande medelvärde som inte alltid avslöjar existensen av försenade subpopulationer, och även små ökningar
av medelgenerationstiden kan associeras med en mycket påtaglig senareläggning av tiden för optimalt utbyte
av avvikelser.

För substanser som är relativt icke-cytotoxiska bör den maximala testkoncentrationen vara 5 µl/ml, 5 mg/ml
eller 0,01 M, beroende på vilket av dessa värden som är det lägsta.

För relativt olösliga substanser, som inte är toxiska vid koncentrationer som är lägre än koncentrationen där
olöslighet inträder, bör den högsta använda dosen vara en koncentration som ligger över löslighetsgränsen i
det avslutande odlingsmediet mot slutet av behandlingsperioden. I vissa fall (t.ex. när toxicitet endast uppträ-
der vid koncentrationer som är högre än den lägsta olösliga koncentrationen) är det lämpligt att testa vid mer
än en koncentration med synlig fällning. Det kan vara lämpligt att fastställa losligheten vid början och slutet
av behandlingen, eftersom lösligheten kan ändras under det att exponeringen i testsystemet pågår, beroende
på närvaro av celler, S9, serum, etc. Löslighet kan detekteras med blotta ögat. Fällningen torde inte störa
bestämningen.

1.4.2.3 Negativa och positiva kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (lösningsmedel eller vehikel), både med och utan metabolisk aktive-
ring, bör inkluderas i varje experiment. När metabolisk aktivering används, bör den positiva kontrollkemika-
lien vara av en sådan typ att aktivering krävs för att ge ett mutagent svar.

Positiva kontroller bör utnyttja en känd klastogen vid exponeringsnivåer som förväntas ge en reproducerbar
och detekterbar ökning jämfört med bakgrunden och som demonstrerar känsligheten hos testsystemet.
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Positiva kontrollkoncentrationer bör väljas på ett sådant sätt att effekterna är tydliga men inte omedelbart
avslöjar identiteten hos kodade utstryksglas för läsaren. I tabellen nedan ges några exempel på positiva kon-
trollsubstanser.

Betingelser för metabolisk aktivering Substans CAS-nummer EINECS-nummer

Frånvaro av exogen metabolit
Aktivering

Metylmethansulfonat 66-27-3 200-625-0

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

Närvaro av exogen metabolit
Aktivering

Bens[a]pyren 50-32-8 200-028-5

Cyklofosfamid 50-18-0 200-015-4

Cyklofosfamidmonohydrat 6055-19-2

Andra lämpliga positiva kontrollsubstanser kan användas. Användning av kemiska klassrelaterade positiva
kontrollkemikalier bör övervägas när sådana finns att tillgå.

Negativa kontroller, bestående av lösningsmedel eller enbart en vehikel i behandlingsmediet, och hanterade på
samma sätt som behandlingsodlingarna, bör inkluderas var gång som odlingen skördas. Dessutom bör obe-
handlade kontroller också användas om det inte finns historiska kontrolldata som påvisar att inga skadliga
eller mutagena effekter induceras av det valda lösningsmedlet.

1.4.3 Förfarande

1.4.3.1 Behandling med en testsubstans

Prolifererande celler behandlas med testsubstansen i såväl närvaro som frånvaro av ett system för metabolisk
aktivering. Behandling av lymfocyter bör inledas när cirka 48 timmar gått efter den mitogena stimuleringen.

1.4.3.2 Två kulturer bör normalt användas för varje koncentration, och rekommenderas varmt för negativa kontroll-
kulturer eller kontrollkulturer för lösningsmedel. Där minimala variationer mellan två kulturer kan påvisas
(13) (14) ur historiska data, kan det vara acceptabelt att en enda kultur används för varje koncentration.

Gasformiga eller flyktiga substanser bör testas med hjälp av lämpliga metoder, t.ex. test i slutna odlingskärl
(15) (16).

1.4.3.3 Tid för skörd av odlingen

I det första experimentet bör cellerna exponeras för testsubstansen, både med och utan metabolisk aktivering,
under 3�6 timmar och prov bör tas ut vid en tid som motsvarar cirka 1,5 gånger den normala cellcykelns
längd efter det att behandlingen har påbörjats (12). Om detta protokoll ger negativa resultat både med och
utan aktivering, bör ytterligare ett experiment utan aktivering utföras, med kontinuerlig behandling fram till
att provtagning sker vid en tidpunkt som motsvarar cirka 1,5 gånger den normala cellcyklens längd. Vissa
kemikalier kan vara enklare att detektera vid behandlings-/provtagningstider som är längre är 1,5 cykelläng-
der. Negativa resultat med metabolisk aktivering måste bekräftas från fall till fall. I de fall där det inte anses
nödvändigt att bekräfta negativa resultat bör detta motiveras.
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1.4.3.4 Kromosomberedning

Cellkulturer behandlas vanligtvis med Colcemid® eller colchicin under 1�3 timmar innan skördning sker.
Varje cellkultur skördas och behandlas separat för preparationen av kromosomer. Kromosomberedning inne-
fattar hypoton behandling av cellerna, fixering och infärgning.

1.4.3.5 Analys

Alla utstryksglas, inklusive de med positiva och negativa kontroller, bör kodas upp oberoende av varandra
innan den mikroskopiska analysen utförs. Eftersom fixeringen ofta ger upphov till brott på en del av de celler
som är i metafas, med åtföljande förlust av kromosomer, bör de celler som påträffas därför innehålla ett cen-
tromerantal som är ekvivalent med det modala antalet ± 2 för alla celltyper. Åtminstone 200 väl spridda meta-
faser bör förekomma per koncentration och kontroll, med lika fördelning mellan dubbelproven, om det är till-
lämpligt. Detta antal kan reduceras när ett stört antal avvikelser observeras.

Även om syftet med testet är att detektera strukturella kromosomavvikelser, är det viktigt att notera polyploidi
och endoreduplikation när dessa händelser observeras.

2. DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Den experimentella enheten utgörs av cellen, och därför bör den procentandel av cellerna som uppvisar struk-
turella kromosomavvikelser utvärderas. Olika typer av strukturella kromosomavvikelser bör listas med antal
och frekvenser för experimentella kulturer samt kontrollkulturer. Luckor i DNA-strängen noteras separat och
rapporteras men inkluderas inte generellt i den totala frekvensen för avvikelser.

Samtidiga mätningar av cytotoxicitet för alla behandlade och negativa kontrollkulturer i huvudexperimenten
avseende avvikelser bör även samlas in.

Individuella data för kulturen bör tas fram. Dessutom bör alla data sammanställas i form av en tabell.

2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som används för att bestämma om ett resultat är positivt, t.ex. en koncentrations-
relaterad ökning eller en reproducerbar ökning av antalet celler med kromosomavvikelser. Man bör i första
hand överväga resultatets biologiska relevans. Statistiska metoder kan användas som en hjälp vid utvär-
deringen av testresultaten (3) (13). Statistisk signifikans bör dock inte vara den enda faktor som bestämmer
om resultatet är positivt.

En ökning av antalet polyploida celler kan utgöra en indikation på att testsubstansen har potential att inhibera
mitotiska processer och att inducera numeriska kromosomavvikelser. En ökning av antalet celler med endore-
duplicerade kromosomer kan utgöra en indikation på att testsubstansen har potential att inhibera cellcykelns
förlopp (17) (18).

En testsubstans för vilken resultatet inte uppfyller ovanstående kriterier bedöms såsom icke-mutagen i detta
system.

Även om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, så kan i sällsynta fall upp-
sättningen av data göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende på testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många experiment som utförs.
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Positiva resultat från testet av kromosomavvikelser in vitro indikerar att testsubstansen inducerar strukturella
kromosomavvikelser hos odlade somatiska däggdjursceller. Negativa resultat indikerar att testsubstansen inte
inducerar kromosomavvikelser hos odlade somatiska däggdjursceller under de betingelser som rådde under
testet.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten måste innehålla följande information:

Lösningsmedel/vehikel:

� motivering av valet av vehikel

� testsubstansens stabilitet och löslighet i lösningsmedlet/vehikeln, om detta är känt

Celler:

� cellernas typ och ursprung

� den använda celltypens karyotypegenskaper och lämplighet

� frånvaro av mykoplasma, om detta är tillämpligt

� information om cellcykelns längd

� bloddonatorernas kön, helblod eller separerade lymfocyter, använd mitogen substans antal passager, om
detta är tillämpligt

� metoder för underhåll av cellkulturen, om detta är tillämpligt

� det normala antalet kromosomer

Försöksbetingelser:

� identitet hos det ämne som stoppar celldelningen i metafasen, dess koncentration och cellexponeringens
varaktighet

� grund för val av koncentrationer och antalet kulturer som ingår, t.ex. data för cytotoxicitet och begräns-
ningar i löslighet, om detta finns tillgängligt

� mediets sammansättning, CO2-koncentration, om detta är tillämpligt

� testsubstansens koncentration

� den tillsatta vehikelns och testsubstansens volym

� inkubationstemperatur

� inkubationstid

� behandlingens varaktighet

� celldensitet vid inokulering, om detta är tillämpligt

� typ och sammansättning hos det system som används för metabolisk aktivering, inklusive acceptabilitets-
kriterier

� positiva och negativa kontroller

� metoder för preparation av utstryksglas

� kriterier för bedömning av avvikelser
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� antal metafaser som analyserats

� metoder för toxicitetsmätningarna

� kriterier för när studierna skall anses vara positiva, negativa eller osäkra

Resultat:

� tecken på toxicitet, t.ex. grad av sammanväxning, cellcykeldata, cellräkningar, mitotiskt index

� tecken på utfällning

� data om behandlingsmediets pH och osmolalitet, om detta har uppmätts

� definition av avvikelser, inklusive luckor i DNA-strängen

� antalet celler med kromosomavvikelser och typ av sådana avvikelser, angivna separat för varje behandlad
kultur samt kontrollkultur

� förändringar i ploiditet, om detta observerats

� dos/respons-förhållande, där det är möjligt

� statistiska analyser, om sådana finns

� samtidiga negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata

� historiska negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata, med variationer, medelvärden och
standardavvikelser

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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BILAGA 4B

�B.11. MUTAGENICITET � TEST IN VIVO AV KROMOSOMAVVIKELSER I BENMÄRG HOS DÄGGDJUR

1. METOD

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

1.1 INLEDNING

Testet in vivo avseende kromosomavvikelser hos däggdjur används för att detektera strukturella kromosom-
avvikelser inducerade av testsubstansen i benmärgsceller hos djur, vanligen hos gnagare (1) (2) (3) (4). Struk-
turella kromosomavvikelser kan vara av två typer, kromosomala eller kromatida. En ökning av polyploidin
kan indikera att en kemikalie har potential att inducera numeriska avvikelser. För huvuddelen av de kemiska
mutagenerna utgörs de inducerade avvikelserna av kromatidtypen, men även avvikelser av kromosomtyp kan
förekomma. Kromosommutationer och liknande händelser är orsaken till många genetiska sjukdomar hos
människa och det finns omfattande bevis för att kromosommutationer och liknande händelser som ger upp-
hov till förändringar i onkogener samt att tumörsuppressorgener är inblandade i cancer hos människa och i
experimentella system.

Gnagare används rutinmässigt i detta test. Benmärg är målvävnaden i detta test, eftersom det är en mycket
kärlrik vävnad som innehåller en cellpopulation med en snabb cellcykel, och där cellerna enkelt kan isoleras
och bearbetas. Andra arter och målvävnader används inte med denna metod.

Detta test av kromosomavvikelser är särskilt relevant för att fastställa mutagena risker, eftersom det medger
överväganden av faktorer in vivo för metabolism, farmakokinetik och processer för DNA-reparationer, även
om dessa faktorer kan variera mellan olika arter och vävnader. Ett test in vivo är även användbart för fortsatta
undersökningar av en mutagen effekt, med detektion genom tester in vitro.

Om det finns bevis för att testsubstansen, eller en reaktiv metabolit, inte kommer att nå målvävnaden, är det
inte lämpligt att använda detta test.

Se även Allmän inledning, del B.

1.2 DEFINITIONER

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

avvikelser av kromosomtyp: en strukturell kromosomskada, uttryckt som brott, eller brott och återförening, hos
båda kromatiderna på samma ställe.

endoreduplikation: en process där kärnan efter den S-fas under DNA-replikationen inte övergår i mitos utan
inleder ännu en S-fas. Resultatet är kromosomer med 4, 8, 16, � kromatider.

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

numerisk avvikelse: en förändring av antalet kromosomer jämfört med det normala antalet karakteristika hos de
celler som används.

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

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

Djur exponeras för testsubstansen genom en lämplig metod för exponering och de avlivas på lämpliga tider
efter behandlingen. Innan de avlivas behandlas djuren med ett ämne som gör att celler stannar upp i metafas
(t.ex. colchicin eller Colcemid®). Kromosomberedningsar görs sedan från benmärgscellerna och färgas in,
varpå celler i metafas analyseras med avseende på kromosomavvikelser.

1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1 Förberedelser

1.4.1.1 Val av djurarter

Vanligen används råttor, möss och kinesiska hamstrar, även om vilket lämpligt däggdjur som helst kan utnytt-
jas. Man bör välja de stammar av unga, friska vuxna djur som vanligen används på laboratorier. När under-
sökningen skall påbörjas, är det lämpligt att viktskillnaden mellan djuren är så liten som möjligt och den bör
inte överstiga ± 20 % av medelvikten för varje kön.

1.4.1.2 Förhållanden vid förvaring och utfodring

De generella förhållanden som anges i den Allmänna inledningen till del B gäller. Man bör dock sträva efter
en relativ luftfuktighet på 50�60 %.

1.4.1.3 Förberedelse av djuren

Friska, unga vuxna djur väljs ut slumpartat för placering i kontroll- och behandlingsgrupperna. Burar bör
arrangeras på ett sådant sätt att möjliga effekter beroende på placeringen av burarna blir så små som möjligt.
Djuren skall ha en unik identifiering. De bör vänjas vid förhållandena i laboratoriet under minst fem dagar.

1.4.1.4 Beredning av doser

Fasta testsubstanser bör lösas upp i eller blandas med lämpliga lösningsmedel eller vehiklar och spädas ut, om
så är lämpligt, innan dosen administreras till djuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras direkt eller
spädas ut före dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bör användas, om inte stabilitetsdata visar att
lagring är acceptabel.

1.4.2 Försöksbetingelser

1.4.2.1 Lösningsmedel/vehikel

Lösningsmedlet/vehikeln bör inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivåer som används och bör inte
kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra lösningsmedel/vehiklar än gängse
brukliga används, bör användningen av dem ha stöd från data som visar på deras kompatibilitet. Därhelst det
är möjligt rekommenderas att man i första hand överväger att använda vattenbaserade lösningsmedel/vehiklar.

1.4.2.2 Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (lösningsmedel/vehikel) bör ingå för varje kön i varje test. Förutom
behandling med testsubstansen, bör djuren i kontrollgrupperna hanteras på ett identiskt sätt i förhållande till
djuren i de grupper där behandling skett.

Positiva kontroller bör ge strukturella avvikelser in vivo vid exponeringsnivåer som förväntas ge en detekterbar
ökning i förhållande till bakgrunden. Positiva kontrolldoser bör väljas på ett sådant sätt att effekterna är tyd-
liga men att identiteten hos kodade utstryksglas inte omedelbart avslöjas för läsaren. Det är acceptabelt att
den positiva kontrollen administreras via en annan tillförselväg än testsubstansen och att provtagning endast
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sker vid ett enstaka tillfälle. Användning av kemiska klassrelaterade positiva kontrollkemikalier kan dessutom
övervägas när dessa finns tillgängliga. I tabellen nedan ges några exempel på 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 lösningsmedel eller vehikel, och i övrigt behandlade på samma
sätt som behandlingsgrupperna, bör inkluderas för varje provtagningstillfälle, om inte acceptabel variabilitet
och frekvens hos celler med kromosomavvikelser hos djuren kan erhållas från historiska kontrolldata. Om
enstaka provtagning används för negativa kontroller, är den lämpligast tiden det första provtagningstillfället.
Dessutom bör obehandlade kontroller även användas om det inte finns historiska eller publicerade kontroll-
data som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det valda lösningsmedlet/vehikeln.

1.5 FÖRFARANDE

1.5.1 Försöksdjurens antal och kön

Varje behandlad grupp samt kontrollgruppen måste bestå av minst 5 analyserbara djur av varje kön. Det
räcker med att testa enbart det ena könet, om det vid tiden för undersökningens genomförande finns data till-
gängliga från undersökningar av samma art och där man har använt sig av samma exponeringssätt, så att det
går att visa att det inte finns några substantiella skillnader i toxicitet mellan könen. I de fall där exponering
för kemikalier hos människa kan vara könsspecifik, vilket t.ex. kan vara fallet för vissa läkemedel, bör testet
utföras med försöksdjur av lämpligt kön.

1.5.2 Behandlingsschema

Testsubstanser administreras med fördel som en enstaka behandling. Testsubstanser kan även administreras i
form av en delad dos, två behandlingar under samma dag med högst några timmars intervall, för att under-
lätta administrering av en stor volym. Andra doseringsscheman bör vara vetenskapligt motiverade.

Prover bör tas vid två separata tillfällen efter behandling under en dag. Det första provtagningstillfället för
gnagare ligger på 1,5 gånger den normala cellcykelns längd (den senare är normalt 12�18 timmar) efter
behandling. Eftersom den tid som går åt för upptag och metabolism av testsubstansen, likväl som dess effekt
på cellcykelns kinetik, kan påverka den optimala tiden för detektion av kromosomavvikelser, så rekommende-
ras att provtagningen senareläggs till 24 timmar efter det första provtagningstillfället. Om doseringsscheman
på mer än en dag används, bör man använda en provtagningstid på 1,5 gånger den normala cellcykelns längd
efter den slutliga behandlingen.

Innan djuren avlivas bör de injiceras intraperitonealt med en lämplig dos av ett ämne som stoppar celldel-
ningen i metafas (t.ex. Colcemid ® eller colchicin). Prov på försöksdjur bör därefter tas vid lämpliga intervall.
För möss är detta intervall ca 3�4 timmar; för kinesiska hamstrar ligger intervallet på ca 4�5 timmar. Celler
skördas från benmärgen och analyseras med avseende på kromosomavvikelser.
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1.5.3 Dosnivåer

Om det inte finns några lämpliga data tillgängliga och en undersökning därför utförs för att fastställa omfatt-
ningen, bör denna undersökning utföras i samma laboratorium, och med samma arter, stammar, kön och
behandlingsschema som senare skall användas i huvudundersökningen (5). Vid toxicitet används tre dosnivåer
för det första provtagningstillfället. Dessa dosnivåer bör täcka in ett område som sträcker sig från maximal till
liten eller ingen toxicitet. Vid senare provtagningstillfällen räcker det med att endast den högsta dosen
används. Den högsta dosen definieras som den dos som producerar tecken på toxicitet och så att högre dos-
nivåer baserade på samma doseringsschema skulle förväntas leda till att försöksdjuret dör. Substanser med
specifika biologiska verkningar vid låga icke-toxiska doser (såsom hormoner och mitogena substanser) kan
utgöra undantag från kriterier som är dosbestämmande och bör utvärderas från fall till fall. Den högsta dosen
kan även definieras som en dos vilken ger upphov till någon indikation på toxicitet i benmärgen (t.ex. mer än
50 % reduktion av mitotiskt index).

1.5.4 �Limit-test�

En fullständig undersökning med tre dosnivåer kan inte anses vara nödvändig om ett test på en dosnivå på
minst 2 000 mg/kg kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av två behandlingar under samma
dag, inte ger upphov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan förväntas utifrån data
om strukturellt relaterade substanser. För undersökningar med en längre varaktighet ligger gränsdosen på
2 000 mg/kg/kroppsvikt/dag vid behandlingar upp till 14 dagar, och 1 000 mg/kg/kroppsvikt/dag för behand-
lingar som varar längre än 14 dagar. Förväntad exponering av människor kan utgöra en indikation på beho-
vet av att använda en högre dosnivå i ett �limit-test�.

1.5.5 Administrering av doser

Testsubstansen administreras normalt genom sondmatning med hjälp av en magsond, en lämplig intuberings-
kanyl eller genom en intraperitoneal injektion. Andra vägar för exponering kan vara acceptabla där de kan
motiveras. Den maximala vätskevolymen som kan administreras med hjälp av sondmatning eller injektion vid
ett tillfälle beror på försöksdjurets storlek. Volymen bör inte överstiga 2 ml/100 g kroppsvikt. Användning av
volymer som är högre än dessa måste motiveras. Förutom för irriterande eller korrosiva substanser, som nor-
malt kommer att visa på stegrade effekter med högre koncentrationer, bör variationer av testvolymen minime-
ras genom en justering av koncentrationen för att säkerställa att volymen är konstant vid alla dosnivåer.

1.5.6 Kromosomberedning

Omedelbart efter avlivningen tas benmärgen ut, tillsätts hypoton lösning och fixeras. Cellerna sprids sedan ut
på utstryksglas och färgas in.

1.5.7 Analys

Det mitotiska indexet bör fastställas om ett mått på cytotoxicitet hos minst 1 000 celler per djur för alla
behandlade försöksdjur (inklusive positiva kontroller) och obehandlade försöksdjur för negativ kontroll.

Minst 100 celler bör analyseras för varje försöksdjur. Detta antal kan reduceras när ett stort antal avvikelser
observeras. Alla utstryksglas, inklusive de för positiva och negativa kontroller, bör kodas oberoende av
varandra innan de analyseras i mikroskop. Eftersom beredningen av utstryksglas ofta resulterar i brott på en
del av de celler som är i metafas med förlust av kromosomer som följd, bör de celler som påträffas därför
innehålla ett centromererantal som är lika med antalet 2n ± 2.

2. DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella data för försöksdjuren bör presenteras i tabellform. Den experimentella enheten utgörs av djuret.
För varje försöksdjur bör antalet celler som påträffas, antalet avvikelser per cell och procentandelen celler med
strukturella kromosomavvikelser utvärderas. Antalet och frekvensen av olika typer av strukturella kromosom-
avvikelser bör listas för behandlade grupper och kontrollgrupper. Luckor i DNA-strängen noteras separat och
rapporteras men inkluderas inte generellt i den totala frekvensen av avvikelser. Om det inte finns några bevis
för en skillnad i resultaten mellan könen, kan data från båda könen kombineras för statistisk analys.
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2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som används för att bestämma om ett resultat är positivt, t.ex. en dosrelaterad
ökning i det relativa antalet celler med kromosomavvikelser eller en tydlig ökning av antalet celler som upp-
visar avvikelser i en grupp som fått en enstaka dos vid ett enstaka provtagningstillfälle. Man bör i första hand
överväga resultatets biologiska relevans. Statistiska metoder kan vara till hjälp vid utvärdering av testresultatet
(6). Statistisk signifikans bör dock inte vara den enda faktor som bestämmer om resultatet är positivt. Tvety-
diga resultat bör klarläggas genom fortsatta tester, lämpligen vid ändrade experimentella betingelser.

En ökning av polyploidin kan utgöra en indikation på att testsubstansen har potential att inducera numeriska
kromosomavvikelser. En ökning av endoreduplikationen kan utgöra en indikation på att testsubstansen har
potential att inhibera cellcykelns förlopp (7) (8).

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

Även om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, så kan i sällsynta fall upp-
sättningen av data göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende på testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många experiment som utförs.

Positiva resultat från testet av kromosomavvikelser in vitro, indikerar att en substans inducerar kromosomavvi-
kelser i benmärgen hos de arter som testades. Negativa resultat indikerar att testsubstansen, under dessa för-
söksbetingelser, inte inducerar kromosomavvikelser i benmärgen hos de arter som testades.

Sannoliketen för att testsubstansen eller dess metaboliter når ut till det stora kretsloppet eller specifikt till mål-
vävnaden (t.ex. systemisk toxicitet) bör diskuteras.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten måste innehålla följande information:

Lösningsmedel/vehikel:

� motivering av valet av vehikel

� testsubstansens stabilitet och löslighet i lösningsmedlet/vehikeln, om detta är känt

Försöksdjur:

� art/stam som används

� försöksdjurens antal, ålder och kön

� källa, förhållanden vid förvaring, diet, etc.

� individuell vikt hos försöksdjuren vid försökets början, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvärde och
standardavvikelse för varje grupp

Försöksbetingelser:

� positiva och negativa kontroller (vehikel/lösningsmedel)

� data från en undersökning av lämpligt intervall, om en sådan har utförts

� grund för valet av dosnivå

� uppgifter om beredningen av testsubstansen
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� uppgifter om administreringen av testsubstansen

� grund för administreringens tillförselväg

� metoder för att verifiera att testsubstansen nådde det stora kretsloppet eller målvävnaden, om detta är till-
lämpbart

� omvandling från koncentration av testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg/
kroppsvikt/dag), om detta är tillämpbart

� uppgifter om fodrets och vattnets kvalitet

� detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman

� metoder för mätningar av toxicitet

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

� metoder för preparation av utstryksglas

� kriterier för hur avvikelser påvisas

� antalet celler som analyserats per försöksdjur

� kriterier för bedömning av om undersökningarna är positiva, negativa eller tvetydiga

Resultat:

� tecken på toxicitet

� mitotiskt index

� typ av och antal avvikelser, angivna separat för varje försöksdjur

� det totala antalet avvikelser per grupp med medelvärden och standardavvikelser

� antal celler med avvikelser per grupp med medelvärden och standardavvikelser

� förändringar i ploiditet, om några sådana har observerats

� dos/respons-förhållande, där så är möjligt

� statistiska analyser, om några sådana förekommer

� samtidiga negativa kontrolldata

� historiska negativa kontrolldata med områden, medelvärden och standardavvikelser

� samtidiga positiva kontrolldata

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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BILAGA 4C

�B.12. MUTAGENICITET � TEST AV MIKROKÄRNOR IN VIVO I ERYTROCYTER HOS DÄGGDJUR

1. METOD

Denna metod är en kopia av testet OECD TG 474, Test av mikrokärnor i erytrocyter hos däggdjur (Mamma-
lian Erythrocyte Micronucleus Test (1997)).

1.1. INLEDNING

Testet av mikrokärnor in vivo hos däggdjur används för detektion av sådana skador på kromosomer eller på
den mitotiska apparaten hos erytroblaster som induceras av testsubstansen, genom analys av erytrocyter från
provtagning på benmärg och/eller perifert blod från djurceller, vanligtvis gnagare.

Avsikten med testet av mikrokärnor är att identifiera substanser som orsakar cytogen skada, vilket resulterar i
bildning av mikrokärnor som innehåller isolerade kromosomfragment eller hela kromosomer.

När en erytroblast från benmärg utvecklas till en polykromatisk erytrocyt stöts huvudkärnan ut. Varje mikro-
kärna som har bildats kan bli kvar i den annars kärnfria cytoplasman. Visualisering av mikrokärnor underlät-
tas i dessa celler eftersom de saknar en huvudkärna. En ökning av frekvensen av polykromatiska erytrocyter
med mikrokärnor hos behandlade försöksdjur utgör en indikation på inducerade kromosomskador.

Benmärg från gnagare används rutinmässigt i detta test eftersom polykromatiska erytrocyter produceras i
sådan vävnad. Mätningen av omogna (polykromatiska) erytrocyter med mikrokärnor i perifert blod är lika
acceptabelt hos alla arter där oförmågan hos mjälten att avlägsna erytrocyter med mikrokärnor har kunnat
påvisas, eller som har uppvisat en adekvat sensitivitet för att detektera ämnen som orsakar strukturella eller
numeriska kromosomavvikelser. Mikrokärnor kan särskiljas genom ett antal olika kriterier. Dessa innefattar
identifiering av närvaron eller frånvaron av en kinetochor eller av centromer-DNA i mikrokärnor. Frekvensen
av omogna (polykromatiska) erytrocyter med mikrokärnor utgör den huvudsakliga slutpunkten. Antalet
mogna (normokromatiska) erytrocyter i perifert blod som innehåller mikrokärnor bland ett givet antal mogna
erytrocyter kan även användas som slutpunkt på undersökningen, när försöksdjur behandlas kontinuerligt
under fyra veckor eller längre.

Detta test av mikrokärnor in vivo på däggdjur är särskilt relevant för att fastställa mutagena risker, eftersom
det möjliggör överväganden av faktorer för in vivo metabolism, farmakokinetik och processer för DNA-repara-
tioner, även om sådana faktorer kan variera mellan olika arter, vävnader och genetiska slutpunkter. Ett test in
vivo är även användbart för fortsatta undersökningar av en mutagen effekt, med detektion i ett in vitro-system.

Om det finns bevis för att testsubstansen eller en reaktiv metabolit inte kommer att nå målvävnaden, är det
inte lämpligt att använda detta test.

Se även Allmän inledning, del B.

1.2. DEFINITIONER

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

mikrokärnor: Små extra kärnor som är separata från cellernas huvudkärna, och som produceras under mitosens
telofas (meios) från isolerade kromosomfragment eller hela kromosomer.

normokromatisk erytrocyt: Mogna erytrocyter som saknar ribosomer och som kan särskiljas från omogna poly-
kromatiska erytrocyter genom infärgning som är selektiv för ribosomer.
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polykromatisk erytrocyt: Omogen erytrocyt, i ett intermediärt utvecklingsstadium, vilken fortfarande innehåller
ribosomer och därför kan särskiljas från mogna, normokromatiska erytrocyter genom infärgning som är selek-
tiv för ribosomer.

1.3. TESTMETODENS PRINCIP

Försöksdjur bör exponeras för testsubstansen på ett lämpligt sätt. Om benmärg används, bör försöksdjuren
avlivas vid lämpliga tider efter behandling, varvid benmärg extraheras, preparationer görs och färgas in (1) (2)
(3) (4) (5) (6) (7). När perifert blod används, samlas blodet upp vid lämpliga tidpunkter efter behandling och
utstrykspreparationer görs, vilka sedan färgas in (4) (8) (9) (10). Vid undersökningar med perifert blod, bör
det gå så kort tid som möjligt mellan den sista exponeringen och skörden av cellerna. Preparationerna analy-
seras med avseende på närvaron av mikrokärnor.

1.4. BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1. Förberedelser

1.4.1.1. Val av djurarter

Råttor, möss och kinesiska hamstrar används vanligen, även om vilket lämpligt däggdjur som helst kan
användas. Vid användning av perifert blod rekommenderas möss. Det är emellertid även möjligt att använda
andra däggdjursarter, förutsatt att det är en art där mjälten inte avlägsnar erytrocyter med mikrokärnor eller
en art som har uppvisat en adekvat känslighet när det gäller att detektera ämnen som kan orsaka strukturella
eller numeriska kromosomavvikelser. Vanligt använda laboratoriestammar av unga, friska försöksdjur bör
komma i fråga. Vid undersökningens början bör viktskillnaden mellan försöksdjuren vara minimal och inte
överskrida ±20 % av medelvikten för varje kön.

1.4.1.2. Förhållanden vid förvaring och utfodring

De generella förhållanden som anges i den allmänna inledningen till del B gäller. Man bör dock sträva efter
en relativ luftfuktighet på 50�60 %.

1.4.1.3. Förberedelse av djuren

Friska, unga vuxna djur väljs ut slumpartat för placering i kontroll- och behandlingsgrupperna. Burar bör
arrangeras på ett sådant sätt att möjliga effekter beroende på placeringen av burarna blir så små som möjligt.
Djuren skall ha en unik identifiering. De bör vänjas vid förhållandena i laboratoriet under minst fem dagar.

1.4.1.4. Beredning av doser

Fasta testsubstanser bör lösas upp i eller blandas med lämpliga lösningsmedel eller vehiklar och spädas ut, om
så är lämpligt, innan dosen administreras till djuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras direkt eller
spädas ut före dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bör användas om inte stabilitetsdata visar att
lagring är acceptabel.

1.4.2. Försöksbetingelser

1.4.2.1. Lösningsmedel/vehikel

Lösningsmedlet/vehikeln bör inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivåer som används och bör inte
kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra lösningsmedel/vehiklar än gängse
brukliga används, bör användningen av dem ha stöd från data som visar på deras kompatibilitet. Det rekom-
menderas att, därhelst det är möjligt, man i första hand överväger vattenbaserade lösningsmedel/vehiklar.

1.4.2.2. Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (lösningsmedel/vehikel) bör ingå för varje test. Förutom behandling
med testsubstansen, bör djuren i kontrollgrupperna hanteras på ett identiskt sätt i förhållande till djuren i de
grupper där behandling skett.
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Positiva kontroller bör ge mikrokärnor in vivo vid de exponeringsnivåer som förväntas ge en detekterbar
ökning i förhållande till bakgrunden. Positiva kontrolldoser bör väljas på ett sådant sätt att effekterna är tyd-
liga, men att identiteten hos kodade utstryksglas inte omedelbart avslöjas för läsaren. Det är acceptabelt att
den positiva kontrollen administreras via en annan tillförselväg än testsubstansen och att provtagning endast
sker vid ett enstaka tillfälle. Användning av kemiska klassrelaterade positiva kontrollkemikalier kan dessutom
övervägas när dessa finns tillgängliga. I tabellen nedan ges några exempel på 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 lösningsmedel eller vehiklar, och i övrigt behandlade på samma
sätt som behandlingsgrupperna, bör inkluderas för varje provtagningstillfälle, om inte acceptabel variabilitet
och frekvens hos celler med kromosomavvikelser hos djuren kan erhållas ur historiska kontrolldata. Om
enstaka provtagningar används för negativa kontroller, är den lämpligaste tiden det första provtagningstillfäl-
let. Dessutom bör obehandlade kontroller även användas om det inte finns historiska eller publicerade kon-
trolldata som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det valda lösningsmedlet/vehinkeln.

Om perifert blod används, kan även ett prov taget innan behandlingen påbörjas vara acceptabelt som en sam-
tidig negativ kontroll, men endast för de korta perifera undersökningarna av blod (t.ex. 1�3 behandling(ar))
när resulterande data ligger inom det förväntade området för den historiska kontrollen.

1.5. FÖRFARANDE

1.5.1. Försöksdjurens antal och kön

Varje behandlad grupp samt kontrollgruppen måste bestå av minst 5 analyserbara djur av varje kön. Det
räcker med att testa enbart det ena könet, om det vid tiden för undersökningens genomförande finns data till-
gängliga från undersökningar av samma art och där man har använt sig av samma exponeringssätt, så att det
går att visa att det inte finns några substantiella skillnader i toxicitet mellan könen. I de fall där exponering
för kemikalier hos människa kan vara könsspecifik, vilket t.ex. kan vara fallet för vissa läkemedel, bör testet
utföras med försöksdjur av lämpligt kön.

1.5.2. Behandlingsschema

Inget standardiserat behandlingsschema (t.ex en, två eller flera behandlingar med 24 timmars intervall) kan
rekommenderas. Proverna från utökade doseringsscheman är acceptabla så länge som en positiv effekt har
demonstrerats för denna typ av undersökning eller, för en negativ undersökning, så länge som toxicitet har
påvisats eller gränsvärdesdosen har använts, och doseringen fortsatte tills det var dags för provtagning. Test-
substanser kan även administreras i form av en delad dos, dvs. två behandlingar under en och samma dag
med högst några timmars intervall, för att på så sätt underlätta administrering av stora volymer med material.

Testet kan utföras på två sätt

a) Försöksdjur behandlas en gång med testsubstansen. Prover på benmärg tas ut minst två gånger, med bör-
jan tidigast 24 timmar och senast 48 timmar efter behandling, och med lämpliga intervall mellan proven.
Om prover tas tidigare än 24 timmar efter behandling bör detta motiveras. Prover på perifert blod tas ut
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minst två gånger, med början tidigast 36 timmar efter behandling, och i lämpliga intervall efter det första
provet, men inte senare än efter 72 timmar. När ett positivt svar identifieras vid ett provtagningstillfälle,
så är ytterligare provtagning inte nödvändig.

b) Om två eller flera dagliga behandlingar utförs (t.ex. två eller flera behandlingar med 24 timmars intervall),
bör prover tas ut en gång mellan 18 och 24 timmar efter den slutliga behandlingen av benmärgen och
en gång mellan 36 och 48 timmar efter den slutliga behandlingen av det perifera blodet (12).

Prover kan dessutom tas vid andra tidpunkter när detta är lämpligt.

1.5.3. Dosnivåer

Om det inte finns några lämpliga data tillgängliga och en undersökning därför utförs för att fastställa omfatt-
ningen, bör denna undersökning utföras i samma laboratorium, och med samma arter, stammar, kön och
behandlingsschema som senare skall användas i huvudundersökningen (13). Vid toxicitet används tre dos-
nivåer för det första provtagningstillfället. Dessa dosnivåer bör täcka in ett område som sträcker sig från max-
imal till liten eller ingen toxicitet. Vid senare provtagningstillfällen räcker det med att endast den högsta dosen
används. Den högsta dosen definieras som den dos som producerar tecken på toxicitet och så att högre dos-
nivåer baserade på samma doseringsschema skulle förväntas leda till att försöksdjuret dör. Substanser med
specifika biologiska vekningar vid låga icke-toxiska doser (såsom hormoner och mitogena substanser) kan
utgöra undantag från kriterier som är dosbestämmande och bör utvärderas från fall till fall. Den högsta dosen
kan även definieras som en dos vilken ger upphov till någon indikation på toxicitet i benmärgen (t.ex. en
reduktion av andelen omogna erytrocyter jämfört med det totala antalet erytrocyter i benmärgen eller i peri-
fert blod).

1.5.4. �Limit-test�

En fullständig undersökning med tre dosnivåer kan inte anses vara nödvändig om ett test på en dosnivå på
minst 2 000 mg/kg kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av två behandlingar under samma
dag, inte ger upphov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan förväntas utifrån data
om strukturellt relaterade substanser. För undersökningar med en längre varaktighet ligger gränsdosen på
2 000 mg/kg/kroppsvikt/dag vid behandlingar upp till 14 dagar, och på 1 000 mg/kg/kroppsvikt/dag för
behandlingar som varar längre än 14 dagar. Förväntad exponering av människor kan utgöra en indikation på
behovet av att använda en högre dosnivå i ett �limit-test�

1.5.5. Administrering av doser

Testsubstansen administreras normalt genom sondmatning med hjälp av en magsond, en lämplig intuberings-
kanyl eller genom en intraperitoneal injektion. Andra tillförselvägar för exponering kan vara acceptabla där de
kan motiveras. Den maximala vätskevolymen som kan administreras med hjälp av sondmatning eller injektion
vid ett tillfälle beror på försöksdjurets storlek. Volymen bör inte överstiga 2 ml/100 g kroppsvikt. Användning
av volymer som är högre än dessa måste motiveras. Förutom för irriterande eller korrosiva substanser, som
normalt kommer att visa på stegrade effekter med högre koncentrationer, bör variationer av testvolymen
minimeras genom en justering av koncentrationen för att säkerställa att volymen är konstant vid alla dos-
nivåer.

1.5.6. Beredning av benmärg/blod

Benmärgsceller erhålls vanligen från lårbenet eller skenbenet omedelbart efter det att djuret avlivats. Normalt
avlägsnas cellerna från lårbenet eller skenbenet, prepareras och färgas in med hjälp av etablerade metoder.
Perifert blod erhålls från svansvenen eller någon annan lämplig blodåder. Blodceller färgas omedelbart in sup-
ravitalt (8) (9) (10) eller så görs utstrykspreparationer vilka sedan färgas in. Användningen av ett DNA-speci-
fikt färgämne (t.ex. akridinorange (14) eller Hoechst 33258 plus pyronin-Y (15)) kan eliminera några av de
artefakter som är associerade med användning av ett färgämne som inte är DNA-specifikt. Denna fördel ute-
sluter inte användningen av konventionella färgämnen (t.ex. Giemsa). Ytterligare system (t.ex. cellulosakolon-
ner för att avlägsna celler med kärnor (16)) kan även användas, förutsatt att dessa system har visat sig fungera
på ett adekvat sätt vid preparation av mikrokärnor i laboratoriet.

1.5.7. Analys

Andelen omogna erytrocyter bland det totala antalet erytrocyter (omogna + mogna) bestäms för varje djur
genom att totalt räkna minst 200 erytrocyter för benmärg och 1 000 erytrocyter för perifert blod (17). Alla
utstryksglas, inklusive de från positiva och negativa kontroller, bör ges en oberoende kodning innan analys i

8.6.2000 L 136/53Europeiska gemenskapernas officiella tidningSV



mikroskop utförs. Minst 2 000 omogna erytrocyter per djur undersöks med avseende på förekomst av
omogna erytrocyter med mikrokärnor. Ytterligare information kan erhållas genom att söka efter mogna eryt-
rocyter med mikrokärnor. Vid analys av utstryksglas bör antalet omogna erytrocyter jämfört med det totala
antalet erytrocyter inte vara mindre än 20 % av kontrollvärdet. När djur behandlas kontinuerligt under fyra
veckor eller mer kan även minst 2 000 mogna erytrocyter per djur undersökas med avseende på förekomst
av mikrokärnor. System för automatiserad analys (bildanalys och flödescytometri av cellsuspensioner) är
acceptabla alternativ till manuell utvärdering om lämplig verifiering och validering sker.

2. DATA

2.1. BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella data från försöksdjur bör presenteras i tabellform. Den experimentella enheten utgörs av försöks-
djuret. Antalet omogna erytrocyter som påträffas, antalet omogna erytrocyter med mikrokärnor, och antalet
omogna bland det totala antalet erytrocyter bör listas separat för varje djur som analyseras. När försöksdjur
behandlas kontinuerligt under fyra veckor eller mer, bör data över mogna erytrocyter också presenteras, om
dessa har samlats in. Andelen omogna erytrocyter bland det totala antalet erytrocyter och, om det anses till-
lämpligt, procentandelen av erytrocyter med mikrokärnor, bör anges för varje försöksdjur. Om det inte finns
några bevis för en skillnad i resultaten mellan könen, kan data från båda könen kombineras för statistisk ana-
lys.

2.2. UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som används för att bestämma om ett resultat är positivt, t.ex. en dosrelaterad
ökning av antalet celler med mikrokärnor eller en tydlig ökning av antalet celler med mikrokärnor hos en
grupp som fått en enstaka dos vid ett enstaka provtagningstillfälle. Man bör i första hand överväga resultatets
biologiska relevans. Statistiska metoder kan användas som en hjälp vid utvärdering av testresultatet (18) (19).
Statistisk signifikans bör dock inte vara den enda faktor som bestämmer om resultatet är positivt. Tvetydiga
resultat bör klarläggas genom fortsatta tester, lämpligen vid ändrade experimentella betingelser.

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

Aven om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan i sällsynta fall upp-
sättningen av data göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende på testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många gånger experimentet upprepas.

Positiva resultat i testet av mikrokärnor tyder på att substansen inducerar mikrokärnor som är ett resultat av
en kromosomal skada eller skada på den mitotiska apparaten i erytroblasterna hos den art som testas. Nega-
tiva resultat indikerar att testsubstansen, under dessa försöksbetingelser, inte ger upphov till mikrokärnor i de
omogna erytrocyterna hos den art som testas.

Sannolikheten för att testsubstansen eller någon av dess metaboliter skall nå ut i det stora kretsloppet eller
specifikt till målvävnaden (t.ex. systemisk toxicitet) bör diskuteras.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten måste innehålla följande information:

Lösningsmedel/vehikel:

� motivering för valet av vehikel

� testsubstansens löslighet och stabilitet i lösningsmedlet/vehikeln, om detta är känt
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Försöksdjur:

� art/stam som används

� försöksdjurens antal, ålder och kön

� källa, förhållanden vid förvaring, diet, etc.

� individuell vikt hos försöksdjuren vid försökets början, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvärde och
standardavvikelse för varje grupp

Försöksbetingelser:

� positiva och negativa kontrolldata (vehikel/lösningsmedel)

� data från en undersökning av spännvidden, om en sådan har utförts

� grund för valet av dosnivå

� uppgifter om beredningen av testsubstansen

� uppgifter om administreringen av testsubstansen

� grund för det sätt administreringen sker på

� metoder för att verifiera att testsubstansen nådde det stora kretsloppet eller målvävnaden, om detta är till-
lämpbart

� omvandling av koncentrationen för testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/
kg/kroppsvikt/dag), om detta är tillämpbart

� fodrets och vattnets kvalitet

� detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman

� metoder för preparation av utstryksglas

� metoder för mätningar av toxicitet

� kriterier för bestämning av omogna erytrocyter med mikrokärnor

� antalet analyserade celler per djur

� kriterier för bedömning av om undersökningarna är positiva, negativa eller tvetydiga

Resultat:

� tecken på toxicitet

� andelen omogna erytrocyter av det totala antalet erytrocyter

� antalet omogna erytrocyter med mikrokärnor, angett separat för varje djur

� medelvärde ± standardavvikelse för omogna erytrocyter med mikrokärnor per grupp

� dos/respons-förhållande, närhelst detta är möjligt

� statistiska analyser och metoder som används

� samtidiga och historiska negativa kontrolldata

� samtidiga positiva kontrolldata

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.

8.6.2000 L 136/55Europeiska gemenskapernas officiella tidningSV



4. REFERENSER

(1) Heddle, J. A. (1973). A Rapid In Vivo Test for Chromosomal Damage, Mutation Res., 18, s. 187-190.

(2) Schmid, W. (1975). The micronucleus Test, Mutation Res., 31, s. 9-15.

(3) Heddle, J. A., Salamone, M. F., Hite, M., Kirkhart, B., Mavournin, K., MacGregor, J. G. and Newell, G.
W. (1983). The Induction of Micronuclei as a Measure of Genotoxicity. Mutation Res. 123. s. 61-118.

(4) Mavourmin, K. H., Blakey, D. H., Cimino, M. C., Salamone, M. F. and Heddle, J. A. (1990). The In Vivo
Micronucleus Assay in Mammalian Bone Marrow and Peripheral Blood. A report of the U.S. Environ-
mental Protection Agency Gene-Tox Program, Mutation Res., 239, s. 29-80.

(5) MacGregor, J. T., Schlegel, R. Choy, W. N., and Wehr, C. M. (1983). Micronuclei in Circulating Erythro-
cytes: A Rapid Screen for Chromosomal Damage During Routine Toxicity Testing in Mice. in: �Develop-
ments in Science and Practice of Toxicology�, ed. A. W. Hayes, R. C. Schnell and T. S. Miya, Elsevier,
Amsterdam, s. 555-558.

(6) MacGregor, J. T., Heddle, J. A. Hite, M., Margolin, G. H., Ramel, C., Salamone, M. F., Tice, R. R., and
Wild, D. (1987) Guidelines for the Conduct of Micronucleus Assays in Mammalian Bone Marrow Eryth-
rocytes. Mutation Res., 189: s. 103-112.

(7) MacGregor, J. T., Wehr, C. M., Henika, P. R., and Selby, M. E. (1990). the In vivo Erythrocyte Micronuc-
leus Test: Measurement at Steady State Increases Assay Efficiency and Permits Integration with Toxicity
Studies. Fund. Appl. Toxicol. 14, s. 513-522.

(8) Hayashi, M., Morita, T., Kodama, Y., Sofuni, T. and Ishidate, M. Jr. (1990). The Micronucleus Assay with
Mouse Peripheral Blood Reticulocytes Using Acridine Orange-Coated Slides. Mutation Res., 245, s.
245-249.

(9) The Collaborative Study Group for the Micronucleus Test (1992). Micronucleus Test with Mouse Perip-
heral Blood Erythrocytes by Acridine Orange supravital Staining: The Summary Report of the 5th Col-
laborative Study by CSGMT/JEMMS. MMS. Mutation Res. 278, s. 83-98.

(10) The Collaborative Study Group for the Micronuculeus Test (CSGMT/JEMMS. MMS: The Mammalian
Mutagenesis Study Group of the Environmental Mutagen Society of Japan) (1995). Protocol recommen-
ded for the short-term mouse peripheral blood micronucleus test. Mutagenesis, 10, s. 153-159.

(11) Hayashi, M., Tice, R. R., MacGregor, J. T., Anderson, D., Blackey, D. H., Kirsch-Volders, M., Oleson, Jr.
F. B., Pacchierotti, F., Romagna, F., Shimada, H., Sutou, S. and Vannier, B. (1994). In vivo Rodent Eryth-
rocyte Micronucleus Assay. Mutation Res., 312, s. 293-304.

(12) Higashikuni, N. and Sutou, S. (1995). An optimal, generalized sampling time of 30 ± 6 h after double
dosing in the mouse peripheral blood micronucleus test. Mutagenesis, 10, s. 313-319.

(13) Fielder, R. J., Allen, J. A., Boobis, A. R., Botham, P. A., Doe, J., Esdaile, D. J., Gatehouse, D. G., Hodson-
Walker, G., Morton, D. B., Kirkland, D. J. and Rochold, M. (1992). Report of British Toxicology
Society/UK Environmental Mutagen Society Working Group: Dose Setting in In Vivo Mutagenicity
Assays. Mutagenesis, 7, s. 313-319.

(14) Hayashi, M., Sofuni, T. and Ishidate, M. Jr. (1983). An Application of Acridine Orange Fluorescent Stai-
ning to the Micronucleus Test. Mutation Res. 120, s. 241-247.

(15) MacGregor, J. T., Wehr, C. M. and Langlois, R. G. (1983). A Simple Fluorescent Staining Procedure for
Micronuclei and RNA in Erythrocytes Using Hoechst 33258 and Pyronin Y. Mutation Res., 120, s.
269-275.

(16) Romagna, F. and Staniforth, C. D. (1989). The automated bone marrow micronucleus test. Mutation Res.
213, s. 91-104.

(17) Gollapudi, B. and McFadden, L. G. (1995). Sample size for the estimation of polychromatic to nor-
mochromatic erythrocyte ratio in the bone marrow micronucleus test. Mutation Res., 347, s. 97-99.

(18) Richold, M., Ashby, J., Bootman, J., Chandley, A., Gatehouse, D. G. and Henderson, L. (1990). In Vivo
Cytogenetics Assay. In: D. J. Kirkland (ed) Basic Mutagenicity tests. UKEMS Recommended Procedures.
UKEMS Sub-Committee on Guidelines for Mutagenicity Testing. Report, Part I, revised. Cambridge University
Press, Cambridge, New York, Port Chester, Sydney, s. 115-141.

(19) Lovell, D. P., Anderson, D., Albanese, R., Amphlett, G. E., Clare, G., Ferguson, R., Richold, M., Pap-
worth, D. G. and Savage, J. R. K. (1989). Statistical Analysis of In Vivo Cytogenetic Assays. In: D. J.
Kirkland (ed) Statistical Evaluation of Mutagenicity Test Data. UKEMS Sub-Committee on Guidelines for Muta-
genicity Testing. Report, Part III. Cambridge University Press, Cambridge, New York, Port Chester, Mel-
bourne, Sydney, s. 184-232.�

L 136/56 8.6.2000Europeiska gemenskapernas officiella tidningSV



BILAGA 4D

�B.13/14. MUTAGENICITET � TEST AV ÅTERMUTATION HOS BAKTERIER

1. METOD

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

1.1 INLEDNING

I detta test av återmutation hos bakterier används aminosyraberoende stammar av Salmonelle typhimurium och
Escherichia coli för att detektera punktmutationer, vilka innfattar substitution, addition eller deletion av ett eller
några DNA-baspar (1) (2) (3). Testet bygger på principen att man detekterar mutationer som gör att redan
existerande mutationer i teststammarna går tillbaka varvid den funktionella förmågan hos bakterierna att syn-
tetisera en essentiell aminosyra återställs. De återmuterade bakterierna detekteras på grundval av sin förmåga
att växa i frånvaro av den aminosyra som krävs hos den ursprungliga teststammen.

Punktmutationer är orsaken till många genetiska sjukdomar hos människor och mycket tyder på att punktmu-
tationer i onkogener och suppressorgener för tumörer i somatiska celler är inblandade i bildning av tumörer
hos människor och försöksdjur. Testet av återmutation hos bakterier är snabbt, billigt och relativt enkelt att
utföra. Många av testarterna har ett flertal egenskaper som gör dem mera känsliga för detektion av mutationer
inklusive responsiva DNA-sekvenser vid reversionssäten, ökad cellerpermeabilitet för stora molekyler och eli-
minering av reparationssystem för DNA eller förstärkning av felbenägna reparationsprocesser för DNA. Speci-
ficiteten hos teststammarna kan erbjuda en del nyttig information om de typer av mutationer som induceras
av genotoxiska ämnen. En mycket stor databas med resultat för ett stort antal olika strukturer finns tillgänglig
för tester av återmutation hos bakterier och väletablerade metoder har utvecklats för testning av kemikaler
med olika fysisk-kemiska egenskaper, inklusive flyktiga ämnen.

Se även Allmän inledning, del B.

1.2 DEFINITIONER

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

mutagener som ger basparsubstitutioner är ämnen som orsakar en basförändring i DNA. I ett test av återmutation
kan denna förändring uppträda vid sätet för den ursprungliga mutationen eller på ett andra säte i det bakteri-
ella genomet.

mutagener som ger förskjutningar (frameshift) är ämnen som orsakar addition eller deletion av ett eller flera bas-
par i DNA, vilket då ger en ändrad avläsningsordning i RNA.

1.3 INLEDANDE ÖVERVÄGANDEN

Testet av återmutation hos bakterier utnyttjar prokaryota celler, vilka skiljer sig från däggdjursceller med avse-
ende på sådana faktorer som upptag, metabolism, kromosomstruktur och processer för DNA-reparation. Tes-
ter som utförs in vitro kräver i allmänhet att det finns en yttre källa för metabolisk aktivering. Hos system för
metabolisk aktivering in vitro kan inte förhållandena för däggdjur in vivo efterliknas helt och hållet. Testet ger
därför ingen direkt information om den mutagena och den karcinogena potensen hos en substans i däggdjur.

Testet av återmutation hos bakterier används vanligen som en inledande undersökning av genotoxisk aktivitet
och, i synnerhet, av aktivitet som inducerar punktmutationer. En omfattande databas har demonstrerat att
många kemikalier som ger positiva resultat i detta test även uppvisar mutagen aktivitet i andra tester. Det
finns exempel på mutagena ämnen som inte kan detekteras med hjälp av detta test. Skälen till dessa tillkorta-

8.6.2000 L 136/57Europeiska gemenskapernas officiella tidningSV



kommanden kan tillskrivas den specifika naturen hos den detekterade slutpunkten, skillnader i metabolisk
aktivering, eller skillnader i biotillgänglighet. Å andra sidan kan faktorer som höjer känsligheten hos testet
leda till en överskattning av den mutagena aktiviteten.

Testet av återmutation hos bakterier kan visa sig olämpligt för utvärdering av vissa klasser av kemikalier
såsom starkt baktericida ämnen (t.ex. vissa antibiotika) och de som anses (eller är kända för att) interferera
specifikt med systemet för cellreplikation hos däggdjur (t.ex. vissa inhibitorer av topoisomeras och vissa nuk-
leosidanaloger). I sådana fall kan mutationstester på däggdjur vara mera lämpliga.

Även om många ämnen som ger positiva resultat i detta test är karcinogena för däggdjur, är korrelationen
inte absolut. Den är beroende på kemisk klass och det finns karcinogener som inte kan detekteras med hjälp
av detta test, eftersom de verkar genom andra, icke-genotoxiska mekanismer eller mekanismer som saknas i
bakterieceller.

1.4 TESTMETODENS PRINCIP

Suspensioner med bakterieceller exponeras för testsubstansen i närvaro och i frånvaro av ett exogent system
för metabolisk aktivering. I plattinkorporeringsmetoden blandas dessa suspensioner med en toppskiktsagar
varpå plattor omedelbart görs på minimalmedium. I preinkubationsmetoden inkuberas behandlingsbland-
ningen och sedan blandas denna med en toppskiktsagar innan plattor görs på minimalmedium. I båda meto-
derna räknas återmuterade kolonier efter två eller tre dagars inkubering och jämförs med antalet spontant
återmuterade kolonier på kontrollplattor med lösningsmedel.

Ett flertal procedurer för att utföra testet av återmutation hos bakterier har beskrivits. Bland de som vanligtvis
används ingår plattinkorporeringsmetoden (1) (2) (3) (4), preinkubationsmetoden (2) (3) (5) (6) (7) (8), fluktue-
ringsmetoden (9) (10) och suspensionsmetoden (11). Modifikationer för testning av gaser eller ångor har tidi-
gare beskrivits (12).

De procedurer som beskrivs i metoden hänför sig primärt till plattinkorporerings- och preinkubationsmetoder.
Inga av dem är acceptabla för att genomföra experiment både med och utan metabolisk aktivering. Vissa sub-
stanser kan detekteras mer effektivt med hjälp av preinkubationsmetoden. Dessa substanser tillhör kemiska
klasser som innefattar korta kedjor med alifatiska nitrosaminer, tvåvärda metaller, aldehyder, azofärger och
diazoföreningar, pyrolizidinalkoloider, allylföreningar och nitroföreningar (3). Det är även känt att vissa klas-
ser av mutanter inte alltid detekteras med hjälp av standardprocedurer såsom plattinkorporeringsmetoden eller
preinkubationsmetoden. Dessa bör uppfattas som �speciella fall� och det rekommenderas varmt att alternativa
procedurer används för detektionen av dem. De följande �speciella fallen� bör identifieras (tillsammans med
exempel på procedurer som kan användas för detektionen av dem): azofärger och diazoföreningar (3) (5) (6)
(13), gaser och flyktiga kemikaler (12) (14) (15) (16) samt glykosider (17) (18). En avvikelse från standardpro-
ceduren måste vara vetenskapligt motiverad.

1.5 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.5.1 Förberedelser

1.5.1.1 Bakterier

Nya kulturer med bakterier bör få växa till sig fram till den sena exponentiella eller tidiga stationära tillväxtfa-
sen (ungefär 109 celler per ml). Kulturer som befinner sig i sen stationär fas bör inte användas. Det är viktigt
att de kulturer som används i experimentet har en hög tider med livsdugliga bakterier. Titern kan fås fram
antingen ur tillväxtkurvor från historiska kontrolldata, eller ur varje försök genom att bestämma antalet livs-
dugliga celler med hjälp av ett utstrykningsexperiment.

Den rekommenderade inkubationstemparaturen är 37 °C.

Minst fem bakteriestammar bör användas. Dessa bör inkludera fyra av S. typhimurium (TA 1535; Ta 1537 eller
TA97a eller TA97; TA98; och TA100) som har visat sig vara tillförlitliga och ge en reproducerbar respons i
olika laboratorier. Dessa fyra stammar av S. typhimurium har GC-baspar vid det primära återmutationsstället
och det är känt att de inte kan detektera vissa oxiderande mutagener, tvärbindande ämnen och hydraziner.
Sådana substanser kan detekteras med hjälp av E. coli WP2-stammar eller S. typhimurium TA 102 (19) som
har ett AT-baspar vid det primära återmutationsstället. Den rekommenderade kombinationen av stammar är
därför:
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� S. typhimurium TA 1535,

� S. typhimurium TA1537 eller TA97 eller TA97a,

� S. typhimurium TA98,

� S. typhimurium TA100, och

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

Fär att kunna detektera tvärbindande mutagener kan det vara lämpligt att inkludera TA102 eller att också
använda en DNA-reparationsduglig stam av E. coli (t.ex. E.coli WP2 eller E. coli WP2 (pKM101)).

Etablerade procedurer för beredning av baskulturer, markörverifiering och lagring bör användas. Behovet av
aminosyror för tillväxten bör påvisas för varje frusen preparation av baskulturer (histidin för stammar av S.
typhimurium och tryptofan för stammar av E. coli). Andra fenotypiska karakteristika bör kontrolleras på lik-
nande sätt, nämligen närvaron eller frånvaron av R-faktorplasmider där detta är lämpligt (dvs. ampicillin-resi-
stens i stammarna TA98, TA100 och TA97a eller TA97, WP2 uvrA och WP2 uvrA (pKM101) och
ampicillin + tetracyklinreststens i stammen TA102); närvaron av karakteristiska mutationer (dvs. rfa-mutation
i S. typhimurium genom känslighet för kristallviolett och uvrA-mutation i E. coli eller uvrB-mutation i S. typhi-
murium genom känslighet för ultraviolett ljus) (2) (3). Stammarna bör även ge spontant återmuterande plat-
träkningar av kolonier inom de frekvensområden som kan förväntas från laboratoriets historiska kontrolldata
och helst inom det område som rapporteras i litteraturen.

1.5.1.2 Medium

Använd en lämplig minimalagar (t.ex. innehållande Vogel-Bonner minimalmedium E och glukos) och ett agar-
toppskikt som innehåller histindin och biotin eller tryptofan, så att några stycken celldelningar skall kunna
ske (1) (2) (9).

1.5.1.3 Metabolisk aktivering

Bakterier bör exponeras för testsubstansen både i närvaro och frånvaro av ett lämpligt system för metabolisk
aktivering. Det vanligaste systemet som används är en post-mitokondriell fraktion där en kofaktor tillsatts (S9)
vilken beretts ur lever från gnagare vilka behandlats med enzyminducerande ämnen såsom Aroclor 1254 (1)
(2) eller en kombination av fenobarbiton och b-naftoflavon (18) (20) (21). Den post-mitokondriella fraktionen
används vanligen vid koncentrationer i området från 5 till 30 % v/v i S9-blandningen. Valet av och beting-
elserna hos ett system för metabolisk aktivering kan bero på den klass av kemikalier som testas. I vissa fall
kan det vara lämpligt att använda mer än en koncentration av den postmitokondriella fraktionen. För azofär-
ger och diazoämnen, kan användning av ett reduktivt system för metabolisk aktivering vara lämpligare (6)
(13).

1.5.1.4 Beredning av testsubstansen

Fasta testsubstanser bör lösas upp i eller blandas med lämpliga lösningsmedel eller vehiklar och spädas ut, om
detta är lämpligt, före det att bakterierna behandlas. Flytande testsubstanser kan tillsättas direkt till testsys-
temen och/eller spädas ut före behandling. Nygjorda beredningar bör användas om inte stabilitetsdata visar att
lagring kan accepteras.

Lösningsmedel/vehiklar bör inte kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen och bör vara
förenliga med bakteriernas överlevnad samt S9-aktivitet (22). Om man använder andra lösningsmedel/vehiklar
än gängse brukliga, bör användningen av dem ha stöd från data som visar på deras kompatibilitet. Därhelst
det är möjligt, rekommenderas att man i första hand överväger vattenbaserade lösningsmedel/vehiklar.

1.5.2 Försöksbetingelser

1.5.2.1 Teststammar (se 1.5.1.1)

1.5.2.2 Exponeringskoncentration

Cytotoxiciteten och lösligheten i den slutliga behandlingsblandningen är några av de kriterier som man måste
ta hänsyn till vid bestämningen av den högsta mängd av testsubstansen som skall användas.
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Det kan vara bra att bestämma toxicitet och löslighet i ett förberedande experiment. Cytotoxicitet kan detekte-
ras genom en minskning av antalet återmuterande kolonier, en uttunning eller minskning av bakgrundstillväx-
ten, eller graden av överlevnad hos de behandlade kulturerna. Cytotoxiciteten hos en substans kan ändras i
närvaro av system för metabolisk aktivering. Olöslighet bör fastställas som en utfällning i den slutliga bland-
ningen, under de verkliga försöksbetingelserna och skall vara synlig för blotta ögat.

Den maximala rekommenderade testkoncentrationen för lösliga icke-cytotoxiska substanser är 5 mg/platta
eller 5 µl/platta. För icke-cytotoxiska substanser som inte är lösliga vid 5 mg/platta eller 5 µl/platta, bör en
eller flera av de koncentrationer som testas vara olösliga i den slutliga behandlingsblandningen. Testsubstanser
som är cytotoxiska redan under 5 mg/platta eller 5 µl/platta bör testas upp till en cytotoxisk koncentration.
Fällningen torde inte störa bestämningen.

Minst fem olika analyserbara koncentrationer av testsubstansen bör användas, med ungefär halva log-intervall
(dvs. Ó10) mellan testpunkterna för ett inledande experiment. Mindre intervall kan vara lämpliga när ett kon-
centrationssvar håller på att undersökas. Testning över en koncentration på 5 mg/platta eller 5 µl/platta kan
övervägas vid utvärdering av substanser som innehåller avsevärda mängder av potentiellt mutagena förore-
ningar.

1.5.2.3 Negativa och positiva kontroller

Samtidiga stamspecifika positiva och negativa kontroller (lösningsmedel eller vehikel), både med och utan
metabolisk aktivering, bör inkluderas i varje försök. Positiva kontrollkoncentrationer som visar på det effektiva
utfallet för varje försök bör väljas.

För försök där ett system för metabolisk aktivering används, bör den positiva kontrollreferenssubstansen väljas
på basis av de typer av bakteriestammar som används.

De följande substanserna utgör exempel på lämpliga positiva kontroller för försök 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

Följande substans är en lämplig positiv kontroll för den reduktiva metaboliska aktiveringsmetoden:

Substans CAS-nummer EINECS-nummer

kongorött 573-58-0 209-358-4

2-aminoantracen bör inte användas som den enda indikatorn på effektiviteten hos S9-blandningen. Om
2-aminoanracen används, bör varje sats av S9 även karakteriseras med en mutagen som kräver metabolisk
aktivering med hjälp av mikrosomala enzymer, t.ex. bens[a]pyren, dimetylbensantracen.
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Följande substanser utgör exempel på sortspecifika positiva kontroller för försök som utförs utan exogena sys-
tem för 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)

Furylfuramid
(AF2)

3688-53-7 plasmidinnehållande stammar

Andra lämpliga positiva kontrollreferenssubstanser kan användas. Användningen av kemiska klassrelaterade
positiva kontrollkemikalier bör övervägas när sådana finns att tillgå.

Negativa kontroller, bestående av enbart lösningsmedel eller vehikel, utan testsubstans, och i övrigt hanterade
på samma sätt som för de behandlade grupperna, bör inkluderas. Obehandlade kontroller bör dessutom även
användas, om det inte finns historiska kontrolldata som visar att inga farliga eller mutagena effekter induceras
av det valda lösningsmedlet.

1.5.3 Förfarande

Vid plattinkorporeringsmetoden (1) (2) (3) (4), utan metabolisk aktivering, blandas vanligen 0,05 ml eller
0,1 ml av testlösningarna, 0,1 ml av färsk bakteriekultur (innehållande ungefär 108 livsdugliga celler) och
0,5 ml av steril buffert med 2,0 ml av toppskiktsagar. För ett försök med metabolisk aktivering blandas vanli-
gen 0,5 ml av en metabolisk aktiveringsblandning, vilken innehåller en adekvat mängd postmitokondriell frak-
tion (i området från 5 till 30 % v/v i den metaboliska aktiveringsblandningen) med toppskiktsagar (2,0 ml),
tillsammans med bakterierna och testsubstansen/testlösningen. Innehållet i varje rör blandas och hälls över
ytan på en minimalagarplatta. Toppskiktsagarn tillåts att stelna innan inkubering sker.

För förinkubationsmetoden (2) (3) (5) (6), förinkuberas testsubstansen/testlösningen med teststamman (inne-
hållande ungefär 108 livsdugliga celler) och steril buffert eller med system för metabolisk aktivering (0,5 ml),
vanligen under 20 minuter eller längre vid 30�37 °C, innan den blandas med toppskiktsagarn och hälls uppå
ytan på en minimalagarplatta. Vanligen blandas 0,05 eller 0,1 ml av testsubstansen/testlösningen, 0,1 ml bak-
terier och 0,5 ml av S9-blandningen eller steril buffert blandat med 2,0 ml av toppskiktsagar. Rören bör luftas
under förinkubationen med hjälp av en skakmaskin.

För att möjliggöra en rimlig uppskattning av variationen bör tre plattor användas vid varje dosnivå. Använd-
ning av två plattor är acceptabelt när detta är vetenskapligt motiverat. Förlust av en enstaka platta innebär
inte nödvändigtvis att ett försök blir ogiltigt.

Gasformiga eller flyktiga substanser bör testas med lämpliga metoder, såsom i slutna kärl (12) (14) (15) (16).

8.6.2000 L 136/61Europeiska gemenskapernas officiella tidningSV



1.5.4 Inkubering

Alla plattor i en given assay bör inkuberas vid 37 °C under 48�72 timmar. Efter inkubationsperioden räknas
antalet återmuterande kolonier per plattor.

2. DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Data bör presenteras som antalet återmuterande kolonier per platta. Antalet återmuterande kolonier på såväl
negativa (lösningsmedelskontroll och obehandlad kontroll, om en sådan används) och positiva kontrollplattor
bör även anges. Individuella platträkningar, medelantalet för de återmuterande kolonierna per platta och stan-
dardavvikelsen bör uppges för såväl testsubstansen som för positiva och negativa (obehandlade och/eller (lös-
ningsmedels) kontroller.

Der finns inget krav på verifiering av ett tydligt positivt svar. Tvetydiga resultat bör klarläggas genom fortsatta
tester, lämpligen vid ändrade experimentella betingelser. Negativa resultat måste bekräftas från fall till fall. I de
fall där det inte anses nödvändigt att bekräfta negativa resultat bör detta motiveras. Vid uppföljningsexperi-
ment bör man överväga att ändra parametrarna i undersökningen för att utvidga de bedömda försöksbeting-
elserna. De försöksparametrar som skulle kunna modifieras innefattar koncentrationsindelningen, metoden för
behandling (plattinkorporering eller förinkubation i vätska), och betingelser för metabolisk aktivering.

2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som används för att bestämma om ett resultat är positivt, t.ex. en koncentrations-
relaterad ökning över hela det testade området och/eller en reproducerbar ökning, vid en eller flera koncentra-
tioner, av antalet återmuterande kolonier per platta för minst en stam, med eller utan ett system för metabo-
lisk aktivering (23). Man bör i första hand överväga resultatets biologiska relevans. Statistiska metoder kan
användas som en hjälp vid utvärdering av testresultatet (24). Statistisk signifikans bör dock inte vara den enda
faktor som bestämmer om svaret är positivt

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

Även om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan uppsättningen av
data i sällsynta fall göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende på testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många gånger experimentet upprepas.

Positiva resultat från testet av återmutation hos bakterier indikerar att substansen inducerar punktmutationer
genom bassubstitutioner eller förskjutningar i genomet hos antingen Salmonella typhimurium och/eller Escheri-
chia coli. Negativa resultat indikerar att testsubstansen inte är mutagen hos den testade sorten under dessa för-
söksbetingelser.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Följande information måste ingå i testrapporten:

Lösningsmedel/vehikel:

� motivering för valet av lösningsmedel/vehikel

� testsubstansens löslighet och stabilitet i lösningsmedlet /vehikeln, om detta är känt,

Stammar:

� stammar som används

� antalet celler per kultur

� karakteristika för stammen
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Försöksbetingelser:

� mängd av testsubstansen per platta (mg/platta eller µl/platta) med grund för val av dos och antal plattor
per koncentration

� använda medier

� typ och sammansättning hos det system som används för metabolisk aktivering, inklusive acceptabilitets-
kriterier

� behandlingsprocedurer

Resultat:

� tecken på toxicitet

� teken på utfällning

� individuella platträkningar

� medelantalet återmuterande kolonier per platta och standardavvikelse

� dos/respons-förhållande, där detta är möjligt

� statistiska analyser, om några sådana finns

� samtidiga negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata, med omfattning, medelvärden och
standardavvikelser

� historiska negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata, med omfattning, medelvärden och
standardavvikelser

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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BILAGA 4E

�B.17. MUTAGENICITET � TEST AV GENMUTATIONER HOS DÄGGDJURSCELLER IN VITRO

1. METOD

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

1.1 INLEDNING

Genmutationstestet in vitro för däggdjursceller kan användas för att detektera genmutationer som inducerats
med hjälp av kemiska substanser. Lämpliga cellinjer innefattar L5178Y muslymfomceller, CHO-, CHO-AS52-
och V79-linjerna från kinesiska hamsterceller och TK6 lymfoblastoidceller från människa (1). I dessa cellinjer
mäter de vanligast använda 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 händelser. Den autosomala lokaliseringen av
TK och XPRT kan göra det möjligt att detektera genetiska händelser (t.ex. stora deletioner) som inte detekteras
vid HPRT-lokuset på X-kromosomer (2) (3) (4) (5) (6).

I genmutationstestet in vitro för däggdjursceller kan kulturer med etablerade cellinjer eller celltyper användas.
De celler som används väljs ut på basis av tillväxtförmåga vid odling och stabilitet med avseende på spontan
mutationsfrekvens.

Tester som utförs in vitro kräver i allmänhet att en exogen källa för metabolisk aktivering används. Detta sys-
tem för metabolisk aktivering kan inte fullt ut efterlikna förhållandena in vivo hos däggdjur. Försiktighet bör
iakttagas så att man undviker förhållanden som skulle kunna leda till resultat som inte avspeglar den verkliga
mutageniciteten. Positiva resultat som inte avspeglar den verkliga mutageniciteten kan uppkomma från för-
ändringar i pH, osmolalitet eller hög cytotoxicitet (7).

Detta test används för att undersöka möjliga mutagener och karcinogener i däggdjur. Många ämnen som är
positiva i detta test är karcinogena i däggdjur. Det föreligger dock ingen perfekt korrelation mellan detta test
och karcinogenicitet. Korrelationen är beroende på den kemiska klassen och det finns allt fler bevis för att det
finns karcinogener som inte detekteras med hjälp av detta test, eftersom de verkar uppträda genom andra,
icke-genotoxiska mekanismer eller mekanismer som är frånvarande i bakterieceller (6).

Se även Allmän inledning, del B.

1.2 DEFINITIONER

framåtmutation: en genmutation från den parentala typen till den mutanta formen, vilket ger upphov till en
förändring eller en förlust 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.

förskjutnings (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 töms på oförändrade genprodukter.

mutantfrekvens: antalet mutanta celler som observerats, delat med antalet livskraftiga celler.

relativ total tillväxt: ökningen av antalet celler över tiden jämfört med en kontrollpopulation av celler, beräknat
som produkten av suspensionstillväxten i förhållande till den negativa kontrollen, gånger kloningseffektivite-
ten i förhållande till den negativa kontrollen.

relativ suspensionstillväxt: ökning av cellantalet delat med expressionsperioden i relation till den negativa kon-
trollen.

8.6.2000 L 136/65Europeiska gemenskapernas officiella tidningSV



viabilitet: kloningens effektivitet hos de behandlade cellerna vid tiden för utstryk på platta, under selektiva
betingelser efter expressionsperioden.

överlevnad: kloningens effektivitet hos de behandlade cellerna när utstryk på platta sker vid behandlingsperio-
dens slut. Överlevnaden uttrycks vanligen i förhållande till överlevnaden hos kontrollens cellpopulation.

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Celler som lider brist på tymidinkinas (TK), beroende på mutationen TK+/¯ R TK¯/¯, är resistenta mot de cyto-
toxiska effekterna av pyrimidinanalogen trifluortymidin (TFT). Celler med väl fungerande tymidinkinas är
känsliga för TFT, eftersom TFT ger upphov till inhibering av cellmetabolismen och stoppar fortsatt celldelning.
Mutanta celler kan således utvecklas i närvaro av TFT, medan däremot normala celler, som innehåller tymidin-
kinas, inte klarar detta. Celler som lider brist på HPRT eller XPRT kan på liknande sätt väljas ut genom resi-
stens mot 6-tioguanin (TG) eller 8-azaguanin (AG). Egenskaperna hos testsubstansen bör noggrant gås igenom
om en basanalog eller ett ämne som är relaterat till det selektiva ämnet testas i något av testerna för genmuta-
tioner i däggdjursceller. Exempelvis bör varje misstänkt selektiv toxicitet hos testsubstansen mot mutanta och
icke-mutanta celler undersökas. Det sätt som det selekterande systemet/ämnet fungerar på, måste således
bekräftas när man testar kemikalier som är strukturellt relaterade med det selektiva ämnet (8).

Celler i suspension eller kulturer i form av ett enkelskikt exponeras för testsubstansen, både med och utan
metabolisk aktivering, under en lämplig tidsperiod och subkultiveras för att bestämma cytotoxiciteten och för
att tillåta fenotypisk expression innan mutantvalet sker (9) (10) (11) (12) (13). Cytotoxiciteten bestäms i van-
liga fall genom att mäta den relativa kloningseffektiviteten (överlevnad) eller den relativa totala tillväxten för
kulturerna efter behandlingsperioden. De behandlade kulturerna bibehålls i ett tillväxtmedium under en till-
räckligt lång tid, karakteristisk för varje selekterat lokus och celltyp, för att tillåta i det närmaste optimal feno-
typisk expression av inducerade mutationer. Mutationsfrekvensen bestäms genom att inockulera ett känt antal
celler i ett medium som innehåller det selektiva ämnet för detektion av mutanta celler, och i ett medium utan
selektivt ämne för bestämning av kloningseffektiviteten (viabiliteten). Efter en lämplig inkubationstid räknas
cellerna. Mutationsfrekvensen erhålls från antalet mutanta kolonier i selektivt medium och antalet kolonier i
icke-selektivt medium.

1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1 Förberedelser

1.4.1.1 Celler

Det finns ett antal olika celltyper som kan användas i detta test, inklusive subkloner från L5178Y, CHO, CHO-
AS52, V79 eller TK6-celler. De celltyper som används i detta test bör ha en demonstrerad känslighet mot
kemiska mutagener, en hög kloningseffektivitet och en stabil spontan mutationsfrekvens. Cellerna bör kontrol-
leras med avseende på kontaminering från mykoplasma och bör inte användas om kontaminering skett.

Testet bör utformas på ett sådant sätt att det har en förutbestämd känslighet och styrka. Antalet celler, kul-
turer och koncentrationer av testsubstansen som används bör reflektera dessa definierade parametrar (14). Det
minsta antalet livskraftiga celler som överlever behandlingen och används vid varje stadium av testet bör base-
ras på den spontana mutationsfrekvensen. En generell regel är att använda ett cellantal som är minst tio
gånger det inverterade värdet av den spontana mutationsfrekvensen. Det rekommenderas dock att minst 106

celler används. Adekvata historiska data för det cellsystem som används bör vara tillgängliga för att kontrol-
lera att testet ger reproducerbara resultat.

1.4.1.2 Betingelser för media och kulturer

Lämpliga kulturmedia och inkubationsbetingelser (odlingskärl, temperatur, CO2-koncentration och luftfuktig-
het) bör användas. Mediet bör väljas ut i enighet med de selektiva system och celltyper som används i testet.
Det är särskilt viktigt att betingelserna för kulturerna väljs på ett sådant sätt att man säkrar en optimal celltill-
växt under expressionsperioden och en förmåga till bildning av kolonier för både mutanta och icke-mutanta
celler.
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1.4.1.3 Förberedelse av kulturer

Celler dras upp från stamkulturer, inokuleras i ett odlingsmedium och inkuberas vid 37 °C. Innan de används
i detta test kan kulturerna behöva tvättas rena från redan existerande mutanta celler.

1.4.1.4 Metabolisk aktivering

Celler bör exponeras för testsubstansen både i närvaro och frånvaro av ett lämpligt system för metabolisk
aktivering. Det system som vanligen används är en postmitokondriell fraktion som tillsatts en kofaktor (S9),
beredd ur levern från gnagare vilka behandlats med enzyminducerande ämnen såsom Aroclor 1254 (15) (16)
(17) (18) eller en kombination av fenobarbiton och b-naftoflavon (19) (20).

Den postmitokondriella fraktionen används vanligen vid koncentrationer i området 1�10 % v/v i det slutliga
testmediet. Valet av och betingelserna för ett system för metabolisk aktivering kan vara beroende av klassen
av kemikalier som testas. I vissa fall kan det vara lämpligt att använda mer än 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 för endogen aktivering. Valet av de cellinjer som används bör vara
vetenskapligt motiverat (t.ex. genom relevansen av cytokrom P450 isoenzym för metabolismen av testsubstan-
sen).

1.4.1.5 Beredning av testsubstansen

Fasta testsubstanser bör lösas upp i eller blandas med lämpliga lösningsmedel eller vehiklar och spädas ut
innan cellerna behandlas, om detta är lämpligt. Flytande testsubstanser kan tillsättas direkt till testsystemen
och/eller spädas ut innan behandlingen startas. Nygjorda beredningar av testsubstansen bör användas om inte
stabilitetsdata tyder på att lagring kan accepteras.

1.4.2 Försöksbetingelser

1.4.2.1 Lösningsmedel/vehikel

Lösningsmedlet/vehikeln bör inte kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen och bör vara
förenlig med överlevnaden för cellerna samt S9-aktiviteten. Om andra lösningsmedel/vehiklar än gängse bruk-
liga används bör det finnas data som visar att de är kompatibla. Det rekommenderas att vattenbaserade lös-
ningsmedel/vehiklar i första hand bör övervägas närhelst det är möjligt. När substanser som är instabila i vat-
ten testas, bör de organiska lösningsmedel som används vara fria från vatten. Vatten kan avlägsnas genom till-
sats av en molekylsikt.

1.4.2.2 Exponeringskoncentrationer

Bland de kriterier som skall övervägas när den högsta koncentrationen skall fastställas är cytotoxicitet, löslig-
het i testsystemet och förändringar i pH eller osmolalitet.

Cytotoxicitet bör fastställas såväl med som utan metabolisk aktivering i huvudexperimentet med hjälp av
lämplig indikation på cellernas integritet och tillväxt, såsom relativ kloningseffektivitet (överlevnad ) eller rela-
tiv total tillväxt. Det kan vara lämpligt att fastställa cytotoxicitet och löslighet i ett förberedande experiment.

Minst fyra analyserbara koncentrationer bör användas. Där cytotoxicitet uppträder bör dessa koncentrationer
täcka in ett område som sträcker sig från maximal toxicitet ner till liten eller ingen toxicitet. Detta innebär
normalt att koncentrationsnivåerna bör separeras av minst en faktor mellan 2 och Ó10. Om den maximala
koncentrationen är baserad på cytotoxicitet bör detta då resultera i ungefär 10�20 % (men inte mindre än
10 %) relativ överlevnad (relativ kloningseffektivitet) eller relativ total tillväxt. För relativt icke-cytotoxiska sub-
stanser, bör den maximala testkoncentrationen vara 5 mg/ml, 5 µl/ml eller 0,01 M, beroende på vilket som är
det lägsta.

Relativt olösliga substanser bör testas upp till eller över sin löslighetsgräns under odlingsbetingelserna för kul-
turen. Bevis för olöslighet bör bestämmas i det slutliga behandlingsmediet för vilket cellerna exponeras. Det
kan vara lämpligt att fastställa lösligheten vid behandlingens början och slutpunkt, eftersom lösligheten kan
förändras under exponeringsförloppet i testsystemet beroende på närvaron av celler, S9, serum, etc. Olöslighet
kan detekteras med hjälp av blotta ögat. Fällningen torde inte störa bestämningen.
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1.4.2.3 Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (lösningsmedel eller vehikel), både med och utan metabolisk aktive-
ring, bör inkluderas i varje experiment. När metabolisk aktivering används, bör den positiva kontrollkemika-
lien vara av sådant slag att den kräver aktivering för att ge ett mutagent svar.

I tabellen nedan ges några exempel på positiva kontrollsubstanser.

Betingelser för metabolisk akti-
vering Lokus Substans CAS-nummer EINECS-

nummer

Frånvaro av exogen
metabolisk aktivering

HPRT Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7

Etylnitrosourea 759-73-9 212-072-2

TK (små och
stora kolonier)

Metylmetansulfonat 66-27-3 200-625-0

XPRT Etylmetansulfonat 62-50-0 200-536-7

Etylnitrosourea 759-73-9 212-072-2

Närvaro av exogen
metabolisk aktivering

HPRT 3-Metylkolantren 56-49-5 200-276-4

N-Nitrosodimetylamin 62-75-9 200-549-8

7,12-Dimetylbensantracen 57-97-6 200-359-5

TK (små och
stora kolonier)

Cyklofosfoamid 50-18-0 200-015-4

Cyklofosfoamidmonohydrat 6055-19-2

Bens[a]pyren 50-32-8 200-028-5

3-Metylkolantren 56-49-5 200-276-5

XPRT N-Nitrosodimetylamin (för
höga nivåer av S-9)

62-75-9 200-549-8

Bens[a]pyren 50-32-8 200-028-5

Andra lämpliga referenssubstanser för positiv kontroll kan användas, 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 även
denna referenssubstans kunna användas. Användning av kemiska klassrelaterade positiva kontrollkemikalier
bör övervägas när sådana finns att tillgå.

Negativa kontroller, bestående av enbart ett lösningsmedel eller en vehikel i behandlingsmediet och behand-
lade på samma sätt som behandlingsgrupperna bör inkluderas. Dessutom bör även obehandlade kontroller
användas, om det inte finns historiska kontrolldata som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induce-
ras av det valda lösningsmedlet.

1.4.3 Förfarande

1.4.3.1 Behandling med testsubstansen

Prolifererande celler bör exponeras för testsubstansen både med och utan metabolisk aktivering. Exponering
bör ske under en lämplig tidsperiod (normalt är 3�6 timmar effektivt). Exponeringstiden kan utsträckas över
en eller flera cellcykler.
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Antingen en eller två behandlade kulturer kan användas vid varje koncentration som testas. När enstaka kul-
turer används, bör antalet koncentrationer ökas så att ett adekvat antal kulturer säkerställs för analys (t.ex.
minst åtta analyserbara koncentrationer). Två negativa (lösningsmedels-) kontrollkulturer bör användas.

Gasformiga eller flyktiga substanser bör testas med hjälp av lämpliga metoder, såsom slutna odlingskärl (21)
(22).

1.4.3.2 Mätning av överlevnad, viabilitet och mutantfrekvens

Mot slutet av exponeringsperioden tvättas cellerna och odlas för att bestämma överlevnad och för att medge
att den mutanta fenotypen uttrycks. Mätning av cytotoxicitet, genom en bestämning av den relativa klonings-
effektiviteten (överlevnad) eller relativa totala tillväxten för kulturerna, initieras normalt efter behandlings-
perioden.

Varje lokus har definierade krav på minimitid, så att närmast optimal fenotypisk expression av nyligen induce-
rade mutanter medges (HPRT och XPRT kräver minst 6�8 dagar och TK minst två dagar). Celler odlas ofta i
ett medium med och utan selektiva ämnen för att såväl antalet mutanter som kloningens effektivitet skall
kunna bestämmas. Mätningen av viabiliteten (används för att beräkna mutantfrekvensen) initieras vid slutet av
expressionstiden genom utstryk på platta i ett icke-selektivt medium.

Om testsubstansen är positiv i testet L5178Y TK+/¯, bör storleksmätning av kolonierna utföras på åtminstone
en av testkulturerna (den högsta positiva koncentrationen) och på de negativa och positiva kontrollerna. Om
testsubstansen är negativ i testet L5178Y TK+/¯, bör storleksmätning av kolonierna utföras på de negativa och
positiva kontrollerna. I undersökningar där TK6TK+/¯ används, kan storleksmätning av kolonierna utföras även
där.

2. DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Data bör inkludera en bestämning av cytotoxicitet och viabilitet, räkning av kolonier och mutantfrekvenser
för de behandlade kulturerna och kontrollkulturerna. Om testet L5178Y TK+/¯ ger ett positivt svar, påvisas
kolonier utifrån kriterier för små och stora kolonier för åtminstone en koncentration av testsubstansen (högsta
positiva koncentrationen) och för de negativa och positiva kontrollerna. Den molekylära och cytogenetiska
naturen hos både stora och små mutanta kolonier har undersökts mycket ingående (23) (24). I testet TK+/¯

påvisas kolonier utifrån kriterier för normal tillväxt (stora) och långsam tillväxt (små) av kolonier (25).
Mutanta celler som har utsatts för den mest omfattande genetiska skadan uppvisar förlängda dubbleringstider
och bildar därför små kolonier. Denna skada sträcker sig typiskt i en skala från förlust av hela genen till
karyotypiskt synliga kromosomavvikelser. Induktion av mutanter som ger små kolonier har associerats med
kemikalier som inducerar omfattande kromosomavvikelser (26). Mutanta celler som är mindre allvarligt påver-
kade växer med hastigheter liknande de som parentala celler uppvisar och bildar stora kolonier.

Överlevnad (relativa kloningseffektiviteter) eller relativ total tillväxt bör anges. Mutantfrekvensen bör uttryckas
som antalet mutanta celler per antalet celler som överlever.

Individuella data för kulturerna bör anges. Alla data bör dessutom sammanfattas i tabellform.

Det finns inget krav på verifiering av ett tydligt positivt svar. Tvetydiga resultat bör klarläggas genom fortsatta
tester, lämpligen vid ändrade experimentella betingelser. Negativa resultat måste bekräftas från fall till fall. I de
fall där det inte anses nödvändigt att bekräfta ett negativt resultat bör detta motiveras. Vid tvetydiga eller
negativa resultat bör man vid uppföljningsexperiment överväga att ändra parametrarna i undersökningen för
att utvidga de bedömda försöksbetingelserna. Försöksparametrar som kan behöva modifieras inkluderar kon-
centrationsstegen och villkoren för metabolisk aktivering.

2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATET

Det finns ett flertal kriterier som används för att bestämma om ett resultat är positivt, t.ex. en koncentrations-
relaterad ökning eller en reproducerbar ökning i mutationsfrekvensen. Man bör i första hand överväga resulta-
tets biologiska relevans. Statistiska metoder kan vara till hjälp vid utvärdering av testresultatet. Statistisk signi-
fikans bör dock inte vara den enda faktor som bestämmer om resultatet är positivt.
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En testsubstans för vilken resultatet inte uppfyller ovanstående kriterier anses vara icke-mutagen i detta test.

Även om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan i sällsynta fall upp-
sättningen av data göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende på testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många gånger som experimentet upprepas.

Positiva resultat från testet av genmutationen in vitro hos däggdjursceller indikerar att testsubstansen inducerar
genmutationer i de odlade däggdjursceller som används. Ett positivt koncentrationssvar som är reproducerbart
är mycket meningsfullt. Negativa resultat indikerar att testsubstansen, under försöksbetingelserna, inte induce-
rar genmutationer i de odlade däggdjursceller som används.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Följande information måste ingå i testrapporten:

Lösningsmedel/vehikel:

� motivering för valet av vehikel/lösningsmedel

� testsubstansens stabilitet och löslighet i lösningsmedlet/vehikeln, om detta är känt

Celler:

� cellernas typ och källa

� antalet cellkulturer

� antalet cellpassager, om detta är tillämpligt

� metoder för bibehållande av cellkulturen, om detta är tillämpligt

� frånvaro av mykoplasma

Försöksbetingelser:

� grund för val av koncentrationer och antalet kulturer inklusive t.ex. data för cytotoxicitet och löslighets-
begränsningar, om dessa finns att tillgå

� mediernas sammansättning, CO2-koncentration

� testsubstansens koncentration

� den tillsatta vehikelns och testsubstansens volym

� inkubationstemperatur

� inkubationstid

� behandlingens varaktighet

� celldensitet under behandlingen

� typ och sammansättning hos det system som används för metabolisk aktivering, inklusive acceptabilitets-
kriterier

� positiva och negativa kontroller

� expressionsperiodens varaktighet (inklusive antalet celler som inokulerats, samt subkulturer och scheman
för näringstillförsel, om detta är tillämpligt)

� selektiva ämnen

� kriterier för när tester skall anses som positiva, negativa eller tvetydiga
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� metoder som används för att räkna antalet livskraftiga och muterade celler

� definition av kolonier vars storlek och typ skall beaktas (inklusive kriterier för �små� och �stora� kolonier,
där detta är tillämpligt)

Resultat:

� tecken på toxicitet

� tecken på utfällning

� data för pH och osmolalitet under det att exponering för testsubstansen sker, om sådana data har upp-
mätts

� koloniernas storlek (i de fall de räknats) för åtminstone negativa och positiva kontroller

� laboratoriets möjligheter att detektera mutanter som ger små kolonier med L5178Y TK+/¯-systemet, där
detta är tillämpligt

� dos/respons-förhållande, där detta är möjligt

� statistiska analyser, om sådana finns

� samtidiga negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata

� historiska negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata med intervall, medelvärden och stan-
dardavvikelser

� mutationsfrekvens

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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BILAGA 4F

�B.23. SPERMATOGONIAL TEST AV KROMOSOMAVVIKELSER HOS DÄGGDJUR

1. METOD

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

1.1 INLEDNING

Ändamålet med testet av spermatogoniala avvikelser in vivo hos däggdjur, är att identifiera de substanser som
orsakar strukturella kromosomavvikelser i spermatogoniala celler hos däggdjur (1) (2) (3) (4) (5). Strukturella
avvikelser kan vara av två typer, kromosomala eller kromatida. Majoriteten av de kemiska mutagenerna indu-
cerar avvikelser av kromatidtyp, men även avvikelser av kromosomtyp förekommer. Denna metod är inte
utformad för att mäta numeriska avvikelser och används inte rutinmässigt för detta ändamål. Kromosommuta-
tioner och relaterade händelser är orsaken till många genetiska sjukdomar hos människor.

Detta test mäter kromosomhändelser i spermatogoniala könsceller och förväntas därför utgöra en förutsägelse
på induktion av ärftliga mutationer i könsceller.

Gnagare används rutinmässigt i detta test. Detta cytogenetiska test in vivo detekterar kromosomavvikelser i
spermatogoniala mitoser. Andra målceller omfattas inte av denna metod.

För att detektera avvikelser av kromatidtyp i spermatogoniala celler, bör den första mitotiska celldelningen
efter behandlingen undersökas innan dessa skador förloras i de påföljande celldelningarna. Ytterligare infor-
mation från behandlade spermatogoniala stamceller kan erhållas genom meiotisk kromosomanalys av avvikel-
ser av kromosomtyp vid diakinesmetafas I, när de behandlade cellerna förvandlas till spermatocyter.

Detta in vivo-test är utformat för att undersöka om mutagener för somatiska celler även är aktiva i könsceller.
Det spermatogoniala testet är dessutom relevant för att fastställa risken för mutagenicitet, eftersom det medger
att faktorer för in vivo metabolism, farmakokinetik och reparationsprocesser för DNA beaktas.

Ett antal generationer av spermatogonier finns närvarande i testikeln med ett spektrum av känslighet för
kemisk behandling. De avvikelser som detekteras representerar alltså ett samlat svar på behandlade spermato-
goniala cellpopulationer, där de mera talrika differentierade spermatogoniala cellerna överväger. Olika genera-
tioner av spermatogonier kan där komma i kontakt med det stora kretsloppet. Om detta sker eller ej avgörs
av deras position inne i testikeln, beroende på den fysiska och fysiologiska Sertoli-cellbarriären och på blod/
testikelbarriären.

Om det finns bevis för att testsubstansen, eller en reaktiv metabolit, inte kommer att nå fram till målväv-
naden, är det inte lämpligt att använda detta test.

Se även Allmän inledning, del B.

1.2 DEFINITIONER

avvikelse av kromatidtyp: strukturell kromosomskada uttryckt som brott på enstaka kromatider eller brott och
återförening mellan kromatider.

avvikelse av kromosomtyp: strukturell kromosomskada uttryckt som brott och återförening, på båda kromati-
derna på samma ställe.

lucka: en akromatisk skada som är mindre än bredden på en kromatid, och med ett minimum av misspassning
hos kromatiderna.

numerisk avvikelse: en förändring av antalet kromosomer från det normala antalet karakteristiskt for det för-
söksdjur som används.
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polyploidi: en multipel av det haploida kromosomantalet (n) som skiljer sig från det diploida (d.v.s. 3n, 4n
o.s.v.).

Strukturell avvikelse: en förändring av kromosomstrukturen som är detekterbar med hjälp av en mikroskopisk
undersökning av metafasstadiet vid celldelning, observerad i form av deletioner, interna eller externa utbyten.

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Försöksdjur exponeras för testsubstansen genom ett lämpligt exponeringssätt och avlivas sedan vid en lämplig
tid efter behandling. Innan avlivningen sker, behandlas försöksdjuren med en substans som gör att celldel-
ningen stannar upp i metafas (t.ex. colchicin eller Colcemid®). Kromosomberedninger görs sedan från könscel-
ler och färgas in, varpå de celler som är i metafas analyseras med avseende på kromosomavvikelser.

1.4 BESKRIVNING AV TESTMETODEN

1.4.1 Förberedelser

1.4.1.1 Val av djurarter

Handjur av kinesiska hamstrar och möss används i stor utsträckning. Det är även möjligt att använda hanar
från andra lämpliga däggdjursarter. Man bör välja de stammar av unga, friska vuxna djur som vanligen
används på laboratorier. När undersökningen skall påbörjas är det lämpligt att viktskillnaden mellan djuren är
så liten som möjligt och den bör inte överstiga ± 20 % av medelvikten.

1.4.1.2 Förhållanden vid förvaring och utfodring

De generella förhållanden som anges i den Allmänna inledningen till del B gäller. Man bör dock sträva efter
en relativ luftfuktighet på 50�60 %.

1.4.1.3 Förberedelse av djuren

Friska, unga vuxna djur väljs ut slumpartat för placering i kontroll- och behandlingsgrupperna. Burar bör
arrangeras på ett sådant sätt att möjliga effekter beroende på placeringen av burarna blir så små som möjligt.
Djuren skall ha en unik identifiering. De bör vänjas vid förhållandena i laboratoriet under minst fem dagar
innan undersökningen börjar.

1.4.1.4 Beredning av doser

Festa testsubstanser bör lösas upp i eller blandas med lämpliga lösningsmedel eller vehiklar och spädas ut, om
så är lämpligt, innan dosen administreras till djuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras direkt eller
spädas ut före dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bör användas, om inte stabilitetsdata visar att
lagring är acceptabel.

1.4.2 Försöksbetingelser

1.4.2.1 Lösningsmedel/vehikel

Lösningsmedlet/vehikeln bör inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivåer som används och bör inte
kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra lösningsmedel/vehiklar än gängse
brukliga används, bör användningen av dem ha stöd från data som visar på deras kompatibilitet. När det är
möjligt, rekommenderas att man i första hand överväger att använda vattenbaserade lösningsmedel/vehiklar.

1.4.2.2 Kontroller

Samtidiga positiva och negativa (lösningsmedel/vehikel) kontroller bör inkluderas i varje test. Utom vid
behandling med testsubstansen, bör försöksdjuren i kontrollgrupperna hanteras på ett sätt om är identiskt
med sättet för försöksdjuren i de grupper som behandlas.
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Positiva kontroller bör de strukturella kromosomavvikelser in vivo i spermatogoniala celler när administrering
sker vid exponeringsnivåer som förväntas ge en detekterbar ökning i förhållande till bakgrunden.

Positiva kontrolldoser bör väljas på ett sådant sätt att effekterna är tydliga men inte omedelbart avslöjar identi-
teten hos kodade utstryksglas för läsaren. Det är acceptabelt att den positiva kontrollen administreras via en
annan tillförselväg än testsubstansen och att provtagningen endast sker vid ett tillfälle. Dessutom kan använd-
ningen av kemiska klassrelaterade positiva kontrollkemikalier övervägas när sådana finns att tillgå. I tabellen
nedan ges några exempel på 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 lösningsmedel eller en vehikel, och i övrigt behandlade på
samma sätt som behandlingsgrupperna, bör inkluderas för varje provtagningstillfälle, om inte acceptabel varia-
bilitet och frekvens för celler med kromosomavvikelser mellan försöksdjuren kan påvisas från historiska kon-
trolldata. Dessutom bör obehandlade kontroller även användas, om det inte finns historiska eller publicerade
kontrolldata som visar att inga skadliga eller mutagena effekter induceras av det valda lösningsmedlet/vehi-
keln.

1.5 FÖRFARANDE

1.5.1 Antal försöksdjur

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

1.5.2 Behandlingsschema

Testsubstanser bör lämpligen administreras en eller två gånger (d.v.s. som en enstaka behandling eller som två
behandlingar). Testsubstanser kan även administreras i form av en delad dos, d.v.s. två behandlingar under
samma dag med högst några timmars intervall, för att underlätta administrering av stora volymer. Andra
doseringsscheman bör vara vetenskapligt motiverade.

I den högsta dosgruppen används två provtagningstider efter behandlingen. Eftersom cellcykelns kinetik kan
påverkas av testsubstansen, används en tidig och en sen provtagningstid vid ungefär 24 och 48 timmar efter
behandlingen. För andra doser än den högsta dosen bör en provtagningstid vid 24 timmar eller 1,5 cellcyklers
längd efter behandlingen användas, om inte andra provtagningstider är kända för att vara lämpligare för
detektion av effekter (6).

Dessutom kan andra provtagningstider användas. När det t.ex. gäller fall där kemikalier kan inducera kromo-
som-�lagging�, eller när de kan ge upphov till S-oberoende effekter, kan tidigare provtagningstider visa sig vara
lämpligare (1).

Man måste i varje enskilt fall fastställa om det är lämpligt att använda ett upprepat behandlingsschema. Efter
ett upprepat behandlingsschema bör försöksdjuren avlivas 24 timmar (1,5 gånger cellcykelns längd) efter den
sista behandlingen. Ytterligare provtagningstider kan användas där så är lämpligt.

Innan avlivningen sker, injiceras försöksdjuren intraperitonealt med en lämplig dos av en substans som stop-
par celldelningen i metafas (t.ex. Colcemid® eller colchicin). Provtagning på försöksdjur sker därefter med
lämpliga intervall. För möss ligger detta intervall på ungefär 3�5 timmar och för kinesiska hamstrar ligger
intervallet på ungefär 4�5 timmar.
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1.5.3 Dosnivåer

Om det inte finns några lämpliga data tillgängliga och en undersökning därför utförs för att fastställa omfatt-
ningen, bör denna undersökning utföras i samma laboratorium, och med samma arter, stammar och behand-
lingsschema som senare skall användas i huvudundersökningen. Vid toxicitet används tre dosnivåer för det
första provtagningstillfället. Dessa dosnivåer bör täcka in ett intervall som sträcker sig från maximal till liten
eller ingen toxicitet. Vid senare provtagningstillfällen räcker det med att endas den högsta dosen används. Den
högsta dosen definieras som den dos som producerar tecken på toxicitet och så att högre dosnivåer baserade
på samma doseringsschema skulle förväntas leda till att försöksdjuret dör.

Substanser med specifika biologiska verkningar vid låga icke-toxiska doser (såsom hormoner och mitogena
substanser) kan utgöra undantag från kriterier som är dosbestämmande och bör utvärderas ifrån fall till fall.
Den högsta dosen kan även definieras som en dos vilken ger upphov till någon indikation på toxicitet i den
spermatogoniala cellerna (t.ex. en reduktion i kvoten av spermatogoniala mitoser hos de första och andra
meiotiska metafaserna; denna reduktion bör inte överskrida 50 %).

1.5.4 �Limit-test�

En fullständig undersökning med tre dosnivåer kan inte anses vara nödvändig om ett test på en dosnivå vid
minst 2 000 mg/kg kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av två behandlingar under samma
dag, inte per upphov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan förväntas utifrån data
om strukturellt relaterade substanser. En förväntad exponering av människor kan visa på behovet av att en
högre dosnivå används i �limit-testen�.

1.5.5 Administrering av doser

Testsubstansen administreras normalt genom sondmatning med hjälp av en magsond, en lämplig intuberings-
kanyl eller genom en intraperitoneal injektion. Andra tillförselvägar för exponering kan vara acceptabla där de
kan motiveras. Den maximala vätskevolymen som kan administreras med hjälp av sondmatning eller injektion
vid ett tillfälle beror på försöksdjurets storlek. Volymen bör inte överstiga 2 ml/100 g kroppsvikt. Användning
av volymer som är större än dessa måste motiveras. Förutom för irriterande eller korrosiva substanser, som
normalt kommer att visa på stegrade effekter med högre koncentrationer, bör variationer av testvolymen
minimeras genom att en justering av koncentrationen sker för att säkerställa att volymen är konstant vid alla
dosnivåer.

1.5.6 Kromosomberedning

Omedelbart efter avlivning, tas cellsuspensioner ut från en eller båda testiklarna, exponeras för en hypoton
lösning och fixeras. Cellerna stryks sedan ut på utstryksglas och färgas in.

1.5.7 Analys

För varje försöksdjur bör minst 100 väl spridda metafaser analyseras (d.v.s. ett minimum på 500 metafaser
per grupp). Detta antal skulle kunna reduceras när ett stort antal avvikelser observeras. Alla utstryksglas,
inklusive de från positiva och negativa kontroller, bör få en oberoende kodning innan den mikroskopiska ana-
lysen utförs. Eftersom fixeringsprocedurerena ofta resulterar i brott på en del av de celler som är i metafas,
med förlust av kromosomer som följd, bör de celler som påvisas innehålla ett antal centromerer som motsva-
rar antalet 2 N ± 2.

2. DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella data från försöksdjur bör presenteras i tabellform. Den experimentella enheten utgörs av försöks-
djuret. För varje individuellt försöksdjur bör antalet celler med strukturella kromosomavvikelser och antalet
kromosomavvikelser per cell utvärderas. Olika typer av strukturella kromosomavvikelser bör listas med antal
och frekvenser för behandlade grupper och kontrollgrupper. Luckor i DNA-strängen registreras separat och
rapporteras men inkluderas i allmänhet inte i den totala avvikelse frekvensen,

Om såväl mitos som meios observeras, bör förhållandet mellan spermatogoniala mitoser och de första och
andra meiotiska metafaserna fastställas som ett mått på cytotoxicitet för alla behandlade och negativa kon-
trollförsöksdjur vid ett totalt prov på 100 celler som delar sig per djur för att etablera en möjligt cytotoxisk
effekt. Om endast mitos kan observeras, bör mitosindexet bestämmas i minst 1 000 celler för varje försöks-
djur.
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2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Det finns ett flertal kriterier som används för att bestämma om ett resultat är positivt, t.ex. en dosrelaterad
ökning av det relativa antalet celler med kromosomavvikelser eller en tydlig ökning av antalet celler hos en
grupp som fått en enstaka dos vid ett enstaka provtagningstillfälle. Man bör i första hand överväga resultatets
biologiska relevans. Statistiska metoder kan användas som en hjälp vid utvärdering av testresultatet (8). Tvety-
diga resultat bör klarläggas genom fortsatta tester, lämpligen vid ändrade experimentella betingelser.

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

Även om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, så kan i sällsynta fall upp-
sättningen av data göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende pa testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många gånger som experimentet upprepas.

Positiva resultat från in vivo-test för spermatogoniala kromosomavvikelser indikerar att testsubstansen induce-
rar strukturella kromosomavvikelser i könscellerna hos den art som testas. Negativa resultat indikerar att test-
substansen, under försöksbetingelserna, inte inducerar kromosomavvikelser i könscellerna på den art som tes-
tas.

Sannolikheten för att testsubstansen eller dess metaboliter når målvävnaden bör diskuteras.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten måste innehålla följande information:

Lösningsmedel/vehikel:

� motivering av valet av vehikel

� testsubstansens löslighet och stabilitet i lösningsmedlet/vehikeln, om detta är känt

Försöksdjur:

� art/stam som används

� försöksdjurens antal och ålder

� ursprung, förhållanden vid förvaring, diet, etc.

� individuell vikt hos försöksdjuren vid försökets början, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvärde och
standardavvikelse för varje grupp

Försöksbetingelser:

� data från en omfångsundersökning, om en sådan genomförts

� grund för valet av dosnivå

� grund för administrationsvägen

� uppgifter om beredningen av testsubstansen

� uppgifter om administreringen av testsubstansen

� grund för avlivningstiderna

� omvandling från koncentration av testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg
kroppsvikt/dag), om detta är tillämpbart
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� uppgifter om fodrets och vattnets kvalitet

� detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman

� metoder för mätningar av toxicitet

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

� metoder för preparation av utstryksglas

� kriterier för hur avvikelser påvisas

� antalet celler som analyserats per försöksdjur

� kriterier för bedömning av om undersökningarna är positiva, negativa eller tvetydiga

Resultat:

� tecken på toxicitet

� mitotiskt index

� förhållandet mellan spermatogoniala mitosceller och de första och andra meiotiska metafaserna

� typ av och antal avvikelser, angivna separat för varje försöksdjur

� det totala antalet avvikelser per grupp

� antalet celler med avvikelser per grupp

� dos/respons-förhållande, där så är möjligt

� statistiska analyser, om några sådana förekommer

� samtidiga negativa kontrolldata

� historiska negativa kontrolldata med omfång, medelvärden och standardavvikelser

� samtidiga positiva kontrolldata

� förändringar i ploiditet, om sådana har observerats.

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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BILAGA 4G

�B.39. TEST AV REPARATIONSSYNTES (UDS) HOS LEVERCELLER FRÅN DÄGGDJUR IN-VIVO

1. METOD

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

1.1 INLEDNING

Ändamålet med testet av reparationssyntes (UDS) hos leverceller från däggdjur in vivo är att identifiera testsub-
stanser som inducerar DNA-reparation i leverceller från behandlade försöksdjur (se (1) (2) (3) (4).

Detta in vivo-test erbjuder en metod för undersökning av genotoxiska effekter av kemikaler i levern. Slut-
punktsmätning är indikativt för DNA-skador och påföljande reparation i leverceller. Levern är vanligen det
huvudsakliga sätet för metabolismen av absorberade ämnen. Det är således ett lämpligt säte för att mäta DNA-
skador in vivo.

Om det finns bevis för att testsubstansen inte kommer att nå målvävnaden är det inte lämpligt att använda
detta test.

Reparationssyntesens slutpunkt mäts genom att bestämma upptaget av märkta nukleosider i celler som inte
undergår reguljär DNA syntes (S-fas). Den teknik som är den mest använda är bestämning av upptag av triti-
ummärkt tymidin (H-TdR) med hjälp av autoradiografi. Råttlever används med fördel för UDS-tester in vivo.
Andra vävnader än lever kan användas, men omfattas inte av denna metod.

Detektionen av ett UDS-svar är beroende av antalet DNA-baser som �klipps bort� och byts ut vid platsen för
skadan. UDS-testet är därför särskilt värdefullt för att detektera substansinducerad �longpatch�-reparation
(20�30 baser). �Shortpatch�-reparation (1�3 baser) detekteras däremot med mycket lägre känslighet. Vidare
kan mutagena händelser inträffa på grund av utebliven reparation, felreparation eller felreplikation av DNA-
skador. Omfattningen av UDS-svaret ger ingen indikation på noggrannheten i reparationsprocessen. Dessutom
är det möjligt att ett mutagen reagerar med DNA men att DNA-skadan inte repareras via en reparationspro-
cess där DNA-baser �klipps bort� och byts ut. Bristen på specifik information rörande mutagen aktivitet, erhål-
len genom UDS-testet, kompenseras för genom dess potentiella känslighet, eftersom den mäts i hela genomet.

Se även Allmän inledning, del B.

1.2 DEFINITIONER

celler som repareras: ett nettoantal korn i kärnan (net nuclear grain, NNG) som är större än ett förvalt värde, vil-
ket skall verifieras av det laboratorium som utför testet.

nettoantal korn i kärnan (NNG): kvantitativ mätning av UDS-aktivitet hos celler i autoradiografiska UDS-tester,
beräknade genom att subtrahera medelantalet av de cytoplasmiska kornen i kärnekvivalenta cytoplasmiska
områden (CG) från antalet korn i kärnan (nuclear grains, NG): NNG = NG ¯ CG. NNG-räkningar beräknas för
individuella celler och slås sedan samman för celler i en kultur, i parallella kulturer, etc.

reparationssyntes (UDS): DNA-reparationssyntes efter �bortklippning� och avlägsnande av en DNA-sträng som
innehåller ett avsnitt med skador inducerats av kemiska substanser eller fysiska ämnen. (UDS)

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

UDS-testet med leverceller från däggdjur in vivo indikerar DNA-reparationssyntes efter �bortklippning� och
avlägsnande av en sträng med DNA innehållande ett avsnitt med skador, vilka inducerats av kemiska substan-
ser eller fysiska ämnen. Testet baseras i vanliga fall på en inkorporering av 3H-TdR i DNA hos leverceller,
vilka har en låg frekvens av celler som befinner sig i cellcykelns S-fas. Upptaget av 3H-TdR bestäms vanligen
genom autoradiografi, eftersom denna teknik inte är så mottaglig för interferens från celler i S-fas som, t.ex.
vätske-scintillationsräkning
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1.4 BESKRIVNING AV METODEN

1.4.1 Förberedelser

1.4.1.1 Val av djurarter

Vanligen används råttor men det går även bra att använda ett annat lämpligt däggdjur. Man bör välja de stam-
mar av unga, friska vuxna försöksdjur som vanligen används på laboratorier. När undersökningen skall påbör-
jas, är det lämpligt att viktskillnaden mellan djuren är så liten möjligt och den bör inte överstiga ± 20 % av
medelvikten för varje kön.

1.4.1.2 Förhållanden vid förvaring och utfodring

De generella förhållanden som anges i den Allmänna inledningen till del B gäller. Man bör dock sträva efter
en relativ luftfuktighet på 50�60 %.

1.4.1.3 Förberedelse av djuren

Friska, unga och vuxna försöksdjur väljs ut slumpartat för placering i kontroll- och behandlingsgrupperna.
Burar bör arrangeras på ett sådant sätt att möjliga effekter beroende på placeringen av burarna blir så små
som möjligt. Djuren skall ha en unik identifiering och hållas i sina burar under minst fem dagar innan under-
sökningen börjar, för att göra det möjligt för dem att acklimatiseras till förhållandena i laboratoriet.

1.4.1.4 Berdning av testsubstansen

Testsubstanser i fast form bör lösas upp i eller blandas med lämpliga lösningsmedel eller vehiklar och spädas
ut, om så är lämpligt, innan dosen administreras till försöksdjuren. Testsubstanser i flytande form kan doseras
direkt eller så späds de ut före dosering. Nygjorda beredningar av testsubstansen bör användas om inte sta-
bilitetsdata visar att lagring är acceptabelt.

1.4.2 Försöksbetingelser

1.4.2.1 Lösningsmedel/vehikel

Lölsningsmedlet/vehikeln bör inte ge upphov till toxiska effekter vid de dosnivåer som används och bör inte
kunna misstänkas för att reagera kemiskt med testsubstansen. Om andra lösningsmedel/vehiklar än gängse
brukliga används, bör användningen av dem ha stöd från data som visar på deras kompatibilitet. När det är
möjligt, rekommenderas att man i första hand överväger vattenbaserade lösningsmedel/vehiklar.

1.4.2.2 Kontroller

Samtidiga positiva och negativa kontroller (lösningsmedel/vehikel) bör ingå i varje oberoende utförd del av
experimentet. Förutom vid behandling med testsubstansen, bör försöksdjuren i kontrollgrupperna hanteras på
ett identiskt sätt i förhållande till djuren i de grupper där behandling skett.

Positiva kontroller bör utgöras av substanser som är kända för att ge UDS när de administreras vid expone-
ringsnivåer som kan förväntas att ge en detekterbar ökning jämfört med bakgrunden. Positiva kontroller som
kräver metabolisk aktivering bör användas vid doser som framkallar ett måttligt svar (4). Doserna kan väljas
på ett sådant sätt att effekterna är tydliga men att de inte omedelbart avslöjar identiteten hos kokade
utstryksglas för läsaren. I tabellen nedan ges några exempel på positiva kontrollsubstanser.

Tider för 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 lämpliga positiva kontrollsubstanser kan används. Det är acceptabelt att den positiva kontrollen admi-
nistreras via en annan tillförselväg än testsubstansen.
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1.5 FÖRFARANDE

1.5.1 Försökdjurens antal och kön

Ett lämpligt antal försöksdjur bör användas, för att man skall kunna ta hänsyn till den naturliga biologiska
variationen hos testresultaten. Antalet försöksdjur bör utgöras av minst tre analyserbara försöksdjur per
grupp. Där det finns en signifikant historiks databas som har ackumulerats, krävs det endast ett eller två för-
söksdjur för de samtidiga negativa och positiva kontrollgrupperna.

Om det vid tiden för undersökningen visar sig att det finns data som är tillgängliga från undersökningar på
samma stam och där samma tillförselväg för exponering har använts, samt att dessa visar att det inte finns
några betydande skillnader i toxicitet mellan könen, kan testning på endast ett kön, helst på hanar, vara till-
räckligt. I de fall där exponering av människa för kemikaler kan ge könsspecifika resultat, som t.ex. för vissa
läkemedel, bör testet utföras med försöksdjur av lämpligt kön.

1.5.2 Behandlingsschema

Testsubstanser administreras i allmänhet i form av en enstaka behandling.

1.5.3 Dosnivåer

Normalt används minst två olika dosnivåer. Den högsta dosen definieras som dos vilken producerar tecken på
toxicitet på ett sådant sätt att högre dosnivåer, baserade på en likadan doseringsregim, skulle förväntas leda till
letalitet. I allmänhet bör den lägre dosen vara 50 % till 25 % av den högre dosen.

Substanser med specifika biologiska verkningar vid låga icke-toxiska doser (såsom hormoner och mitogena
substanser) kan utgöra undantag med avseende pa de dosbestämmande kriterierna och bör utvärderas från fall
till fall. Om en undersökning för att bestämma intervallet utförs på grund av att det inte finns några lämpliga
data tillgängliga, bör denna utföras i samma laboratorium, och där man använder samma arter, stammar, kön
och behandlingsschema som i huvudundersökningen.

Den högsta dosen kan även definieras som en dos vilken producerar en indikation på toxicitet i levern (t.ex.
pyknotiska kärnor).

1.5.4 Limit-test

En fullständig undersökning kan inte anses vara nödvändig om ett test på en dosnivå vid minst 2 000 mg/kg
kroppsvikt och med en enstaka behandling, eller i form av två behandlingar under samma dag, inte ger upp-
hov till observerbara toxiska effekter, och om ingen genotoxicitet kan förväntas utifrån data om strukturellt
relaterade substanser. En förväntad exponering av människor kan visa på behovet av att en högre dosnivå
används i �limit-testen�.

1.5.5 Administrering av doser

Testsubstansen administreras vanligen via sondmatning genom att använda en magsond eller en lämplig intu-
bationskanyl. Andra tillförselvägar för exponering kan vara acceptabla, där de kan motiveras. Den intraperito-
neala vägen rekommenderas dock inte, eftersom den skulle kunna exponera levern direkt för testsubstansen
snarare än via det cirkulatoriska systemet. Den maximala vätskevolymen som kan administreras genom sond-
matning eller injektion vid ett tillfälle beror av försöksdjurets storlek. Volymen bör inte överskrida 2 ml/100 g
kroppsvikt. Användningen av större volymer måste motiveras. Förutom när det gäller irriterande eller korro-
siva substanser, vilka normalt kommer att avslöja förvarade effekter vid högre koncentrationer, bör variationer
av testvolymen minimeras genom en justering av koncentrationen, så att konstant volym kan säkerställas vid
alla dosnivåer.

1.5.6 Beredning av leverceller

I normala fall bereds leverceller från behandlade försöksdjur 12�16 timmar efter dosering. Ytterligare en tidig
provtagningstidpunkt (normalt 2�4 timmar efter behandlingen) är normalt nödvändig om inte det finns ett
tydligt positivt svar efter 12�16 timmar. Alternativa provtagningstidpunkter kan används när det är motiverat
utifrån toxikokinetiska data.
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Kortvariga kulturer med leverceller från däggdjur startas genom att skölja lever in situ med kollagenas och att
låta nyligen dissocierade leverceller fästa sig på en lämplig yta. Leverceller från negativa kontrollförsöksdjur
bör ha en viabilitet (5) på minst 50 %.

1.5.7 Bestämning av UDS

Nyligen isolerade leverceller från däggdjur inkuberas normalt med ett medium som innehåller 3H-TdR under
en tid som är tillräckligt lång, t.ex. 3�8 timmar. När inkubationsperioden går mot sitt slut, bör mediet avlägs-
nas från cellerna, vilken sedan kan inkuberas i ett medium som innehåller ett överskott på omärkt tymidin
för att försvaga oinkorporerad radioaktivitet (�cold chase�). Cellerna tvättas sedan, fixeras och torkas. Vid längre
inkubationstider, kan �cold chase� visa sig vara onödigt. Utstryksglas doppas sedan i en autoradiografisk emul-
sion, exponeras i mörker (t.ex. nedkylda under 7�14 dagar) framkallas och färgas in, varpå exponerade silver-
korn sedan räknas. Två till tre utstryksglas bereds från varje försöksdjur.

1.5.8 Analys

Preparationerna av utstryksglas bör innehålla tillräckligt många celler med normal morfologi för att medge en
meningsfull bestämning av UDS. Preparationer undersöks mikroskopiskt efter tecken på uppenbar cytotoxici-
tet (t.ex. pyknos, reducerade nivåer av radioaktiv märkning).

Utstryksglas bör kodas innan kornen räknas. Normalt påvisas 100 celler från varje försöksdjur från minst två
utstryksglas. om mindre än 100 celler/försöksdjur påvisas bör detta motiveras. Vid kornräkningar påvisas inte
kärnor i S-fas, men proportionen av celler i S-fas kan registreras.

Mängden av 3H-TdR som inkorporerats i kärnan och cytoplasman hos morfologiskt normala celler, som bevi-
sats av upplagringen av silverkorn, bör bestämmas med hjälp av lämpliga metoder.

Kornräkningar bestäms i kärnorna (nuclear grains, NG) och kärnekvivalenta områden i cytoplasman (cytoplas-
mic grains, CG). CG-räkningar mäts genom att antingen ta det område av cytoplasman som har den mest
omfattande märkningen. eller genom att ta ett medeltal av två eller tre slumpmässiga cytoplasmaräkningar
nära kärnan. Andra räknemetoder (t.ex. helcellsräkning) kan användas om de kan motiveras (6).

2. DATA

2.1 BEHANDLING AV RESULTATEN

Individuella utstryksglas och försöksdjursdata bör tas fram. Dessutom bör alla data sammanfattas i tabellform.
Räkningar av nettoantalet korn i kärnan (NNG) bör tas fram för varje cell, för varje försöksdjur och för varje
dos och tid genom att subtrahera CG-räkningar från NG-räkningar. Om �celler under reparation� räknas in,
bör kriterierna för definition av �celler under reparation� vara motiverade och baserade på historiska eller sam-
tidiga negativa kontrolldata. Numeriska resultat kan utvärderas utifrån statistiska metoder. Om statistiska tes-
ter används, bör de selekteras och motiveras innan undersökningen utförs.

2.2 UTVÄRDERING OCH TOLKNING AV RESULTATEN

Exempel på kriterier för positiva/negativa svar innefattar:

positiva (i) NNG-värden över ett förvalt tröskelvärde som är motiverat på basis av historiska laborato-
riedata

eller (ii) NNG-värden som är signifikant större än den samtidiga kontrollen

negativa (i) NNG-värden inom/under det historiska kontrolltröskelvärdet

eller (ii) NNG-värden som inte är signifikant större än den samtidiga kontrollen

Den biologiska relevansen hos registrerade data bör uppmärksammas: d.v.s. parameter såsom variationer mel-
lan olika försöksdjur, dos/respons-förhållanden och cytotoxicitetet bör också beaktas. Statistiska metoder kan
användas såsom en hjälp vid utvärderingen av testresultaten. Statistisk signifikans bör dock inte vara den enda
faktor som bestämmer om resultatet är positivt.
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Även om de flesta experiment kommer att ge tydligt positiva eller negativa resultat, kan uppsättningen av
data i sällsynta fall göra det omöjligt att utföra en otvetydig bedömning med avseende på testsubstansens akti-
vitet. Resultatet kan förbli tvetydigt eller tveksamt, oavsett hur många gånger som experimentet upprepas.

Ett positivt resultat från UDS-testet på leverceller från däggdjur in vivo indikerar att testsubstansen inducerar
DNA-skador i leverceller från däggdjur in vivo, vilka kan repareras av reparartionssyntes in vitro. Ett negativt
resultat indikerar att testsubstansen, under försöksbetingelserna, inte inducerar skador på DNA som är detek-
terbara med hjälp av detta test.

Sannolikheten för att testsubstansen eller dess metaboliter skall nå ut i det stora kretsloppet eller specifikt till
målvävnaden (t.ex. systemisk toxicitet) bör diskuteras.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten måste innehålla följande information:

Lösningsmedel/vehikel:

� motivering för valet av vehikel

� testsubstansens stabilitet och löslighet i lösningsmedel/vehikeln, om detta är känt

Försöksdjur:

� art/stam som används

� försöksdjurens antal, ålder och kön

� ursprung, förhållanden vid förvaring, diet, etc.

� individuell vikt hos försöksdjuren vid försökets början, inklusive kroppsviktsintervallet, medelvärde och
standardavvikelse för varje grupp

Försöksbetingelser:

� positiva och negativa kontroller (vehikel/lösningsmedel)

� data från en undersökning av spännvidden, om en sådan har utförts

� grund för valet av dosnivå

� uppgifter om beredningen av testsubstansen

� uppgifter om administreringen av testsubstansen

� grund för det sätt administreringen sker på

� metoder för att verifiera att testsubstansen nådde det stora kretsloppet eller målvävnaden, om detta är till-
lämpbart

� omvandling från koncentration av testsubstansen i diet/dricksvatten (ppm) till den verkliga dosen (mg/kg
kroppsvikt/dag), om detta är tillämpbart

� uppgifter om fodrets och vattnets kvalitet

� detaljerad beskrivning av behandlings- och provtagningsscheman

� metoder för mätning av toxicitet

� metod för beredning och odling av leverceller

� den autoradiografiska teknik som använts
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� antalet utstryksglas som preparerats och antalet celler som påvisats

� kriterier för utvärdering

� kriterier för att bedöma om undersökningarna är positiva, negativa eller tvetydiga

Resultat:

� individuella utstryksglas, försöksdjurs- och gruppmedelvärden för antalet korn i kärnan, cytoplasmiska
korn, och nettoantalet korn i kärnan (NNG)

� dos/respons-förhållande, om detta är tillgängligt

� statistisk utvärdering, om en sådan utförts

� tecken på toxicitet

� samtidiga negativa (lösningsmedel/vehikel) och positiva kontrolldata

� historiska negativa och positiva kontrolldata (lösningsmedel/vehikel) med intervall, medelvärden och stan-
dardavvikelser

� antalet �celler under reparation�, om detta har fastställts

� antalet celler i S-fas, om detta har bestämts

� cellernas viabilitet

Diskussion av resultaten.

Slutsatser.
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BILAGA 5

SV:

3.2.3 Farligt

R65 Farligt: kan ge lungskador vid förtäring.

Flytande ämnen och beredningar som på grund av sin låga viskositet utgör en fara för människa vid aspiration.

a) För ämnen och beredningar som innehåller alifatiska, alicykliska och aromatiska kolväten i en total kon-
centration av 10 % eller mer och

� har en flödestid mindre än 30 sekunder, uppmätt med en 3 mm utloppsbägare enligt ISO 2431, eller

� har en kinematisk viskositet lägre än 7 × 10¯6 m2/s vid 40 °C, uppmätt med en kalibrerad kapillärvis-
kosimeter av glas, enligt ISO 3104 och ISO 3105, eller

� har en kinematisk viskositet lägre än 7 × 10¯6 m2/s vid 40 °C, bestämd från rotationsviskosimetri enligt
ISO 3219.

Ämnen och beredningar, som uppfyller dessa kriterier, behöver dock inte klassificeras om de har en
genomsnittlig ytspänning högre än 33 mN/m vid 25 °C, uppmätt med du Noüytensiometer eller enligt de
testmetoder som finns beskrivna i bilaga V del A.5.

b) För ämnen och beredningar, baserat på praktiska erfarenheter från människa.

(Berör inte den ES versionen)

(Berör inte den DA versionen)

(Berör inte den DE versionen)

(Berör inte den EL versionen)

(Berör inte den EN versionen)

(Berör inte den FR versionen)

(Berör inte den IT versionen)

(Berör inte den NL versionen)

(Berör inte den PT versionen)

(Berör inte den FI versionen)

FI:

3.2.6.1 Ihon tulehtuminen

Seuraava vaaraa osoittava lauseka määräytyy alla esiteltävien perusteitten mukaan:

R38 Ärsyttää ihoa

� Aineet ja valmisteet aiheuttavat ihon merkittävän tulehtumisen enintään neljän tunnin altistuksessa mää-
ritettynä kanilla liitteessä V mainitulla ihoärsytstestillä. Tulehdus kestää vähintään 24 tuntia.

Ihon tulehdus on merkittävää, jos:

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

b) tai kun liitteessä V tarkoitettua testiä on täydennetty käyttämällä kolmea koe-eläintä, vähintään kahden
koe-eläimen ihon punoituksen ja ruvenmuodostuksen tai turvotuksen voimakkuutta kuvaavien
lukuarvojen keskiarvo on, jokaiselle koe-eläimelle laskettuna erikseen, vähintään 2.

Kummassakin tapauksessa keskiarvojen lasekmiseen on käytettävä kaikkia niitä lukuarvoja, jotka saadaan
arvioitaessa vaikutusta 24 tunnin, 48 tunnin ja 72 tunnin välein.
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Tulehdusta pidetään myös merkittävänä, jos ihon tulehtuminen jatkuu ainakin kahdella koe-eläimellä
havainnointiajan päättymiseen asti. Erityiset vaikutukset kuten esimerkiksi hyperplasia, hilseileminen, värin
muutokset, halkeamat, ruvet ja karvojenlähtö on otettava huomioon.

Tähän liittyviä tietoja voidaan saada myös eläimillä tehtävistä ei-akuuttisista altistuskokeista (katso lause-
ketta R48 koskevat huomautukset jaksossa 2.d). Vaikutuksia pidetään merkittävinä, jos ne vastaavat edellä
kuvattuja vaikutuksia.

� Aineet ja valmisteet, jotka aiheuttavat ihmisillä merkittävää ihotulehdusta, kun kosketus on ollut välitön,
jatkuva tai toistuva.

� Orgaaniset peroksidit, paitsi jos on olemassa näyttöä siitä, että tällaista vaikutusta ei ole.

Tuntoharha (�paresthesia�):

Pyretroiditorjunta-aineen ihokosketuksen aiheuttamaa tuntoharhaa ihmisessä ei pidetä ärsytysvaikutuksena, joka
oikeuttaisi luokituksen Xi; R38. S-lauseketta S24 on kuitenkin sovellettava aineisiin, joilla on tällainen vaikutus.

(Berör inte den ES versionen)

(Berör inte den DA versionen)

(Berör inte den DE versionen)

(Berör inte den EL versionen)

(Berör inte den EN versionen)

(Berör inte den FR versionen)

(Berör inte den IT versionen)

(Berör inte den NL versionen)

(Berör inte den PT versionen)

(Berör inte den SV versionen)

In point 6.2 (Skyddsfraser för ämnen och preparat):

DE:

S 28 Bei Berührung mit der Haut sofort mit viel � abwaschen (vom Hersteller anzugeben)

� Anwendungsbereich:

� sehr giftige, giftige oder ätzende Stoffe und Zubereitungen;

� Verwendung:

� obligatorisch für sehr giftige Stoffe und Zubereitungen;

� empfohlen für sonstige obengenannte Stoffe und Zubereitungen, inbesondere, wenn Wasser nicht die geeignete
Spülflüssigkeit ist;

� empfohlen für ätzende Stoffe und Zubereitungen, die an die allgemeine Öffentlichkeit abgegeben werden.

(Berör inte den ES versionen)

(Berör inte den DA versionen)

(Berör inte den EL versionen)

(Berör inte den EN versionen)

(Berör inte den FR versionen)

(Berör inte den IT versionen)

(Berör inte den NL versionen)

(Berör inte den PT versionen)

(Berör inte den FI versionen)

(Berör inte den SV versionen)
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FI:

S 29 Ei saa tyhjentää viemäriin

� Soveltamisala:

� erittäin helposti syttyvät tai helposti syttyvät veteen sekoittumattomat nesteet,

� erittäin myrkylliset tai myrkylliset aineet ja valmisteet,

� ympäristölle vaaralliset aineet.

� Käytön perusteet:

� pakollinen yleisessä kulutuksessa todennäkoisesti käytettäville ympäristölle vaarallisille ja tunnuksella N luokitel-
luille aineille, jollei kyseessä ole aineen tarkoitettu käyttö,

� suositeltava yleisessä kulutuksessa todennäkoisesti käytettäville muille edellä mainituille aineille tai valmisteille,
jollei kyseessä ole kemikaalin tarkoitettu käyttö.

(Berör inte den ES versionen)

(Berör inte den DA versionen)

(Berör inte den DE versionen)

(Berör inte den EL versionen)

(Berör inte den EN versionen)

(Berör inte den FR versionen)

(Berör inte den IT versionen)

(Berör inte den NL versionen)

(Berör inte den PT versionen)

(Berör inte den SV versionen)
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BILAGA 6

�BILAGA IX

DEL A

Bestämmelser om barnskyddande förslutningar

Som komplement till bestämmelserna i artikel 22.1 i detta direktiv skall behållare, oavsett storlek, som innehåller ämnen
som utgör en risk för aspiration (Xn; R65) och som klassificerats och märkts i enlighet med punkt 3.2.3 i bilaga 6 till
detta direktiv, med undantag för ämnen som släpps ut på marknaden i form av aerosoler eller i en behållare försedd
med en förseglad sprayanordning, vara försedda med barnskyddande förslutningar.

1. Återförslutbara förpackningar

Barnskyddande förslutningar på återförslutbara förpackningar skall uppfylla den internationella standarden ISO
8317 (utgåvan av den 1 juli 1989) om �Förpackning � Barnsäkra förpackningar � Krav och provningsmetoder för
återförslutningsbara förpackningar� antagen av Internationella standardiseringsorganisationen (ISO).

2. Icke återförslutbara förpackningar

Barnskyddande förslutningar på icke återförslutbara förpackningar skall uppfylla kraven i CEN-standarden EN 862
(från mars 1997) om �Förpackning � Barnskyddande förpackningar � Krav och provningsmetoder för icke återför-
slutningsbara förpackningar för andra produkter än läkemedel� antagen av Europeiska standardiseringsorganisatio-
nen (CEN).

3. Anmärkningar

1. Intyg om överensstämmelse med ovan nämnda standarder får endast utfärdas av laboratorier som uppfyller
kraven i europeisk standard serie EN 45 000.

2. S ä r s k i l d a f a l l

Om det framstår som uppenbart att en förpackning är tillräckligt säker för barn eftersom de inte kan komma
åt innehållet utan hjälp av verktyg, behöver provet inte genomföras.

I alla andra fall och när det finns goda skäl att betvivla att förslutningen är säker för barn får den nationella
myndigheten kräva att den som är ansvarig för att släppa ut produkten på marknaden skall lämna ett intyg
från ett sådant laboratorium som beskrivs under 3.1. Av intyget skall framgå, antingen

� att förslutningen är av en sådan typ att den inte behöver provas mot den ISO-standard eller CEN-standard
som avses ovan,

eller

� att förslutningen har provats och funnits uppfylla kraven i den standard som avses ovan.

DEL B

Bestämmelser om kännbar varningsmärkning

De tekniska specifikationerna för kännbar varningsmärkning skall uppfylla ISO-standarden 11683 (1997 års utgåva) om
kännbar varningsmärkning, �Förpackningar � Kännbar varningssymbol � Fordringar�.�
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KOMMISSIONENS DIREKTIV 2000/33/EG

av den 25 april 2000

om anpassning till tekniska framsteg för tjugosjunde gången av rådets direktiv 67/548/EEG om
tillnärmning av lagar och andra författningar om klassificering, förpackning och märkning av

farliga ämnen (*)

(Text av betydelse för EES)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR ANTAGIT
DETTA DIREKTIV

med beaktande av Fördraget om upprättandet av Europeiska
gemenskapen,

med beaktande av rådets direktiv 67/548/EEG av den 27 juni
1967 om tillnärmning av lagar och andra författningar om
klassificering, förpackning och märkning av farliga ämnen (1),
senast ändrat genom Europaparlamentets och rådets direktiv
1999/33/EG (2), särskilt artikel 28 i detta, och

av följande skäl:

(1) I bilaga V till direktiv 67/548/EEG fastställs metoderna för
bestämning av ämnens och preparats fysikalisk-kemiska
egenskaper, toxicitet och ekotoxicitet. Denna bilaga måste
anpassas till tekniska framsteg.

(2) I artikel 7.2 i direktiv 86/609/EEG (3) om tillnärmning av
medlemsstaternas lagar och andra författningar om skydd
av djur som används för försök och andra vetenskapliga
ändamål föreskrivs följande: �Ett försök skall inte genom-
föras om det avsedda syftet kan uppnås med hjälp av
någon annan vetenskapligt tillfredsställande metod som
inte inbegriper användning av djur men ter sig rimlig och
praktiskt genomförbar.�

(3) Kommissionen har för avsikt att i bilaga V till direktiv
67/548/EEG införa alternativa testmetoder som inte inbe-
griper användning av djur för att dessa metoder skall
kunna användas för att testa kemiska ämnen.

(4) De åtgärder som föreskrivs i detta direktiv är förenliga
med yttrandet från Kommittén för anpassning till teknisk
utveckling av direktiven om avskaffandet av tekniska han-
delshinder för farliga ämnen och preparat.

HÄRIGENOM FÖRESKRIVS FÖLJANDE.

Artikel 1

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

Artikel 2

1. Medlemsstaterna skall sätta i kraft de lagar och andra för-
fattningar som är nödvändiga för att följa detta direktiv senast
den 1 oktober 2001 och skall genast underrätta kommissionen
om detta.

När en medlemsstat antar dessa bestämmelser skall de innehålla
en hänvisning till detta direktiv eller åtföljas av en sådan hän-
visning när de offentliggörs. Närmare föreskrifter om hur hän-
visningen skall göras skall varje medlemsstat själv utfärda.

2. Medlemsstaterna skall till kommissionen överlämna tex-
terna till de centrala bestämmelser i nationell lagstiftning som
de antar inom det område som omfattas av detta direktiv och
en tabell där detta direktiv jämförs med de nationella bestäm-
melser som antagits.

Artikel 3

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

Artikel 4

Detta direktiv riktar sig till medlemsstaterna.

Utfärdat i Bryssel den 25 april 2000.

På kommissionens vägnar
Margot WALLSTRÖM

Ledamot av kommissionen

(*) Antagen före den tyugosjätte anpassningen.
(1) EGT 196, 16.8.1967, s. 1.
(2) EGT L 199, 30.7.1999, s. 57.
(3) EGT L 358, 18.12.1986, s. 1.
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BILAGA I

�B.40. HUDKORROSIVITET

1 METOD

1.1 Inledning

Europeiska centret för validering av alternativa provningsmetoder (ECVAM, Gemensamma forskningscentret,
Europeiska kommissionen) har bedömt två in vitro-test för hudkorrosivitet � bestämning av transkutant
elektriskt motstånd i råtthud (TER) och ett test där en modell av human hud används � som vetenskapligt
validerade (1) (2) (3). Vid ECVAM-valideringsstudien påvisades att båda testerna gav tillförlitliga resultat när
det gällde att skilja mellan kända korrosiva och icke-korrosiva ämnen. Med försöksprotokollet baserat på
modell av human hud kunde man dessutom framgångsrikt skilja mellan olika grader av korrosivitet (kända
starkt korrosiva ämnen, R35 och andra korrosiva ämnen, R34) (2). Föreliggande dokument innehåller beskriv-
ningar och förfaranden för båda testerna. Valet av test för ett visst ändamål beror på användarens specifika
krav och preferenser.

Se även Allmän inledning, del B.

1.2 Definitioner

HUDKORROSIVITET: förmågan hos ett testämne som har applicerats på huden att framkalla irreversibla väv-
nadsskador.

1.3 Referensämnen

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

1.4 Princip för testmetoden � Bestämning av TER i råtthud

Testämnet appliceras och får verka upp till 24 timmar på ytan av hudbitar från humant avlivade unga råttor.
Korrosiva ämnen identifieras genom sin förmåga att framkalla skador på hudens hornlager och störningar i
den normala barriärfunktionen, vilket kan fastställas som en sänkning av hudens transkutana elektriska mot-
stånd (TER) under ett tröskelvärde (5 kh) (4) (5). Irriterande och icke-irriterande material framkallar ingen
sänkning av TER under tröskelvärdet. För surfaktanter och neutrala organiska ämnen kan testförfarandet kom-
pletteras med ett färgämnesbindningssteg (för definition, se hänvisning (6)) i syfte att minska antalet falska
positiva resultat som ofta fås med dessa kemikalietyper (2) (7).

1.5 Beskrivning av testmetoden � bestämning av TER i råtthud

1.5.1 Djur

För beredningen av hudbitar behövs unga råttor (20�23 dagar, Wistar eller motsvarande stam). Råttornas
rygg- och flankhår avlägsnas omsorgsfullt med en liten pälsklippningsmaskin. Djuren tvättas genom omsorgs-
full avtorkning och det hårlösa området dränks med antibiotikalösning (som kan innehålla t.ex. streptomycin,
penicillin, kloramfenikol eller amfotericin i tillräcklig koncentration för att hindra bakterietillväxt). Djuren
tvättas på nytt med antibiotika tre eller fyra dagar efter den första tvätten och måste därefter användas inom
3 dagar (djur som används för beredning av hudbitar får inte vara äldre än 31 dagar).

1.5.2 Beredning av hudbitar

Djuren avlivas på humant sätt. Rygghuden från varje djur tas tillvara och allt överskottsfett avlägsnas
omsorgsfullt. Huden placeras över ändan av ett rör av PTFE (polytetrafluoroetylen) med epidermisytan mot
röret. En O-ring av gummi trycks över rörets ända för att hålla hudbiten på plats och överskottshud trimmas
bort. Rörets och O-ringens mått framgår av figur 1. Därefter förseglas O-ringen omsorgsfullt till PTFE-röret
med paraffin. Röret stöds av en fjäderklämma innanför en receptorkammare som innehåller magnesiumsulfat-
lösning (154 mM) (figur 2).

1.5.3 Testförfarande

1.5.3.1 A p p l i c e r i n g a v t e s t ä m n e

Testämnen i vätskeform (150 µl) appliceras på epidermisytan inuti röret (figur 2). Vid testning av ämnen i fast
form appliceras en tillräcklig mängd för att säkerställa att hela epidermisytan täcks. Därefter tillförs avjoniserat
vatten (150 µl) på det fasta ämnet och röret omskakas varsamt. Testämnet bör ha maximal kontakt med
huden. För vissa fasta ämnen kan detta uppnås genom uppvärmning till 30 °C så att testämnet smälter. Alter-
nativt kan ämnet finfördelas till granulat eller pulver.
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Varje testämne appliceras på tre hudbitar. Testämnet får verka 24 timmar (se även 1.5.3.4) och avlägsnas där-
efter genom sköljning med kranvattenstråle (upp till 30 °C). Sköljningen bör pågå till dess att inget ämne
längre fås bort. Testämne som har fastnat i röret kan sköljas bort med varmt vatten (cirka 30 °C).

1.5.3.2 T E R - m ä t n i n g a r

För TER-mätningen används en LCR-mätare för lågspänning och växelström (t.ex. AIM 401, AIM 6401 eller
motsvarande). För att sänka hudens ytspänning före motståndsmätningen tillförs etanol (70 %) i tillräcklig
mängd för att täcka epidermisytan. Etanolen får verka i några sekunder och hälls sedan ur röret. Därefter
behandlas vävnaden med 3 ml magnesiumsulfatlösning (154 mM). För motståndsmätningen (kh/hudbit) pla-
ceras mätutrustningens elektroder på hudbitens motstående båda ytor (figur 2). Elektrodernas mått och elek-
trodlängden under krokodilklämman framgår av figur 1. Den inre (tjocka) elektrodklämman hålls uppe på
PTFE-röret under motståndsmätningen för att säkerställa att elektrodlängden inne i magnesiumsulfatlösningen
hålls konstant. Den yttre (tunna) elektroden placeras innanför receptorkammaren så att elektroden ligger mot
kammarens botten. Avståndet mellan fjäderklämman och PTFE-rörets botten skall hållas konstant (figur 1)
eftersom avståndet påverkar det erhållna motståndsvärdet.

Observera att om det uppmätta motståndsvärdet överstiger ett så högt värde som 20 kh kan detta bero på
att hudbitens epidermisyta är täckt av testämne. För att få bort ämnet kan man t.ex. sluta till PTFE-röret med
tummen (som bör skyddas med handske) och skaka om röret i cirka 10 sekunder, hälla ut magnesiumsulfat-
lösningen och upprepa mätningen med ny magnesiumsulfatlösning.

De resulterande medelvärdena är godtagbara om samtidiga positiva och negativa kontrollvärden faller inom
det godkända området för metoden. I tabellen nedan anges förslag till kontrollämnen samt motsvarande god-
kända motståndsintervall för den beskrivna metoden och utrustningen.

Kontroll Ämne Motståndsintervall
(kh)

Positiv 10 M saltsyra (36 %) 0,5-1,0

Negativ Destillerat vatten 10-25

1.5.3.3 M o d i f i e r a t f ö r f a r a n d e f ö r s u r f a k t a n t e r o c h n e u t r a l a o r g a n i s k a ä m n e n

Om testämnet är en surfaktant eller neutralt organiskt ämne och TER-värdet är lägre eller lika med 5 kh kan
falska positiva resultat sållas ut genom bestämning av färgämnespenetrationen i vävnaderna (2).

1.5.3.3.1 Applicering och avlägsnande av färgämne (Sulforhodamine B)

Efter den första behandlingen med testämne appliceras 150 µl 10-procentig (vikt i volym) lösning av
färgämnet i destillerat vatten på epidermisytan av alla hudbitar. Lösningen får verka i 2 timmar. Därefter
avlägsnas överskott (obundet färgämne) genom tvättning av hudbitarna med kranvattenstråle under cirka 10
sekunder. Hudbitarna tas försiktigt bort från PTFE-rören och varje hudbit placeras i en burk (t.ex. en 20 ml
scintillationsburk i glas) som innehåller avjoniserat vatten (8 ml). Burkarna omskakas varsamt under 5 minu-
ter för att avlägsna ytterligare överskott (obundet färgämne). Därefter upprepas sköljningen. Hudbitarna tas
bort, placeras i burkar som innehåller 5 ml 30-procentigt (vikt i volym) natriumdodekylsulfat (SDS) i destille-
rat vatten och inkuberas över natten vid 60 °C. Efter inkubationen avlägsnas hudbitarna och slängs. Den kvar-
varande lösningen centrifugeras under 8 minuter vid 21 °C (relativ centrifugalkraft p 175). Ett 1 ml prov av
supernatanten späds ut i volymförhållandet 1:5 (t.ex. 1 ml + 4 ml) med 30-procentigt (vikt i volym) SDS i
destillerat vatten. Lösningens optiska densitet (OD) mätes vid cirka 565 nm.

1.5.3.3.2 Beräkning av färgämneshalten

Färgämneshalten per hudbit beräknas utifrån OD-värdena (färgämnets molära extinktionskoefficient vid
565 nm = 8,7 × 104; molekylvikt = 580). Färgämneshalten bestäms för varje hudbit och därefter beräknas en
medelhalt för alla hudbitarna. Resultaten är godtagbara om samtidiga kontrollvärden faller inom de godkända
intervallen för metoden. I tabellen nedan ges förslag på godtagbara intervall för kontrollämnenas färgämnes-
halt för den beskrivna metoden och utrustningen.
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Kontroll Ämne
Intervall för

färgämneshalten
(µg/bit)

Positiv 10 M saltsyra (36 %) 40-100

Negativ Destillerat vatten 15-35

1.5.3.4 T i l l ä g g s i n f o r m a t i o n

Det är också möjligt att låta testämnena verka på hudbitarna under kortare tid (t.ex. 2 timmar) i syfte att iden-
tifiera ämnen som är starkt korrosiva. Det visade sig dock vid valideringsstudien att TER-bestämning efter 2
timmars kemikaliepåverkan gav överdrivna resultat avseende flera kemikaliers korrosivitetspotential (2), trots
att en korrekt identifiering av korrosiva och icke-korrosiva kemikalier kunde göras efter 24 timmars verk-
ningstid.

Testutrustningens egenskaper och mått samt det använda testförfarandet kan påverka de uppmätta TER-vär-
dena. Korrosivitetströskeln på 5 kh härleddes från data som erhållits med den specifika utrustning och det
specifika förfarande som beskrivs för denna metod. Om försöket utförs under betydligt annorlunda förhållan-
den kan avvikande tröskel- och kontrollvärden erhållas. Det rekommenderas därför att metoden och motstån-
dets tröskelvärde kalibreras genom testning av en serie referensstandarder som valts ut bland de kemikalier
som använts i valideringsstudien (3).

1.6 Princip för testmetoden � bestämning med modell av human hud

Testämnet appliceras och får verka upp till 4 timmar på ytan av en tredimensionell modell av human hud
som består av rekonstruerad epidermis med funktionellt hornlager. Korrosiva ämnen identifieras genom sin
förmåga att efter fastställda exponeringsperioder framkalla en sänkning av cellernas viabilitet (vilket kan fast-
ställas t.ex. med MTT-reduktionsbestämning) under definierade tröskelvärden. Principen för bestämningen föl-
jer hypotesen om att kemikalier är korrosiva om de kan penetrera hornlagret (genom diffusion eller erosion)
och är tillräckligt cytotoxiska för att orsaka celldöd i underliggande cellskikt.

1.7 Beskrivning av testmetoden � bestämning med modell av human hud

1.7.1 Modeller av human hud

Modeller av human hud kan härröra från olika källor men måste uppfylla vissa kriterier. Modellen måste ha
ett funktionellt hornlager med ett underliggande lager levande celler och hornlagrets barriärfunktion måste
vara tillräcklig. Tillräcklig barriärfunktion kan påvisas genom demonstration av hudmodellens beständighet
vad gäller cytotoxicitet. Detta görs genom att applicera ämnen som veterligen är cytotoxiska för celler men
som normalt inte passerar hornlagret. Man måste kunna påvisa att hudmodellen ger reproducerbara resultat
under definierade försöksförhållanden.

Hudmodellens levande celler måste ha tillräcklig viabilitet för att det skall uppstå en skillnad mellan resultatet
för positivt och negativt kontrollämne. Cellernas viabilitet (t.ex. uppmätt genom MTT-reduktion, dvs. ett OD-
värde) efter exponering för det negativa kontrollämnet måste falla inom godtagbara gränser för den berörda
modellen. Likaså måste cellernas viabilitetsvärden för det positiva kontrollämnet (i förhållande till värdena för
det negativa kontrollämnet) falla inom fastställda gränser. Det viktigaste kriteriet är att den förutsägbarhets-
modell som används måste ha påvisats uppfylla internationella valideringsstandarder (2).

1.7.2 Testförfarande

1.7.2.1 A p p l i c e r i n g a v t e s t ä m n e

Ämnen i vätskeform måste appliceras i tillräcklig mängd för att täcka hudens yta (minst 25 µl/cm2). Ämnen i
fast form måste appliceras i tillräcklig mängd för att täcka huden och därefter måste ämnet fuktas för att
säkerställa god kontakt med huden. I vissa fall måste ämnen i fast form pulveriseras före appliceringen. Appli-
ceringsmetoden måste bevisligen vara lämplig för ett stort antal olika kemikalietyper (2). I slutet av expone-
ringsperioden skall testämnet omsorgsfullt tvättas bort från hudytan med saltlösning.

1.7.2.2 M ä t n i n g a v c e l l e r n a s v i a b i l i t e t

Cellernas viabilitet kan mätas med valfri validerad metod. Den oftast använda bestämningsmetoden är MTT-re-
duktion, som har visat sig ge exakta och reproducerbara resultat i olika laboratorier (2). Hudbitarna får ligga
3 timmar i en MTT-lösning (0,3 mg/ml) vid 20�28 °C. Den utfällda blå formazanprodukten extraheras med
lösningsmedel och formazanhalten mäts genom OD-bestämning vid en våglängd mellan 545 och 595 nm.
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1.7.2.3 T i l l ä g g s i n f o r m a t i o n

Den hudmodell som används och det exakta protokollet för exponeringstid, tvättningsförfaranden och dylika
faktorer har stor inverkan på resultaten avseende cellernas viabilitet. Det rekommenderas att metoden och för-
utsägbarhetsmodellen kalibreras genom testning av en serie referensstandarder som väljs ut bland de kemika-
lier som användes i ECVAM-valideringsstudien (3). Ett avgörande kriterium är att metoden bevisligen är repro-
ducerbar inom och mellan laboratorier för ett stort antal olika kemikalier, i enlighet med internationella stan-
darder. Metoden bör minst uppfylla de fastställda kriterierna för vetenskaplig validitet (2) och resultaten från
en sådan valideringsstudie måste publiceras i en kollegialt granskad vetenskaplig tidskrift.

2 DATA

2.1 Hantering av resultaten

2.1.1 TER i råtthud

Motståndsvärden (kh) för testämnet, positiva och negativa kontrollämnen samt eventuella standardreferens-
kemikalier skall rapporteras i tabellform, inbegripet data för replikat och upprepade försök, medelvärden och
den resulterande klassificeringen.

2.1.2 Bestämning med modell av human hud

OD-värden och beräknade värden för cellernas procentuella viabilitet för testämnet, positiva och negativa kon-
trollämnen samt eventuella standardreferenskemikalier skall rapporteras i tabellform, inbegripet data för repli-
kat och upprepade försök, medelvärden och den resulterande klassificeringen.

2.2 Utvärdering och tolkning av resultaten

2.2.1 TER i råtthud

Om TER-medelvärdet som fås för testämnet är högre än 5 kh är testämnet icke-korrosivt. Om TER-värdet är
lägre eller lika med 5 kh (och det inte gäller en surfaktant eller neutralt organiskt ämne) är testämnet korro-
sivt.

För surfaktanter eller neutrala organiska ämnen som ger TER-värden lägre eller lika med 5 kh kan testför-
farandet kompletteras med färgämnespenetrering. Om medelvärdet för hudbitarnas färgämneshalt är större
eller lika med motsvarande värde i den positiva kontroll som samtidigt utförs med 36 % HCI är testämnet sant
positivt och därmed även korrosivt. Om medelvärdet för hudbitarnas färgämneshalt är lägre än motsvarande
värde i den positiva kontrollen är testämnet falskt positivt och därmed icke-korrosivt.

2.2.2 Bestämning med modell av human hud

Ett negativt OD-kontrollvärde betyder 100 % viabilitet för cellerna och därför kan de OD-värden som fås för
vart och ett prov användas för att beräkna en procentuell viabilitet i förhållande till den negativa kontrollen.
Innan metoden kan valideras måste det viabilitetsgränsvärde som skiljer korrosiva testämnen från icke-korro-
siva (eller som skiljer mellan olika grader av korrosivitet) definieras på ett klart sätt i förutsägbarhetsmodellen,
och vid påföljande valideringsstudie måste påvisas att gränsvärdet är lämpligt (2).

3 RAPPORTERING

Testrapport

Testrapporten måste innehålla minst följande information:

Testämne

� identifierande data, fysikalisk natur och i tillämpliga fall fysikalkemiska egenskaper. Motsvarande infor-
mation bör lämnas för eventuella referensämnen.

Försöksförhållanden

� Detaljerade uppgifter om det testförfarande som har använts.

� Beskrivning av och motivering för eventuella modifieringar.
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Resultat

� Tabelluppställning med testämnets motståndsvärden (TER-bestämning) eller cellernas procentuella viabili-
tet (bestämning med modell av human hud), positiva och negativa kontroller och eventuella standardrefe-
renskemikalier, inbegripet data för replikat eller upprepade försök och medelvärden.

� Beskrivning av eventuella andra observerade verkningar.

Diskussion om resultaten

Slutsatser
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Figur 1
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Figur 2
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BILAGA II

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

1. METOD

1.1 Inledning

Fototoxicitet definieras såsom toxisk respons som framkallas när huden först exponeras för vissa kemikalier
och därefter för ljus, eller som framkallas på liknande sätt genom hudbestrålning efter administrering av en
kemikalie till organismen.

Den information som erhållits från 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro kan användas för att identifiera den
fototoxiska potentialen hos ett testämne, dvs. huruvida testämnet kan ge upphov till skador eller inte i kom-
bination med exponering för UV-strålning och synligt ljus.

Den toxikologiska slutpunkten för in vitro-testet består av fastställandet av fototoxicitet som framkallas genom
kombinerad verkan av en kemikalie och ljus, och därför kan testet användas för att identifiera både föreningar
som är fototoxiska in vivo efter systemisk applicering och fördelning på huden, och föreningar som har fotoir-
riterande egenskaper efter applicering på hudens yta.

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

Resultaten från 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro jämfördes med akuta fototoxicitets- och fotoirritations-
verkningar in vivo hos djur och människor, och testet har visat sig ge utmärkt förutsägbarhet vad gäller dessa
verkningar. Avsikten med testet är inte att förutsäga andra skadliga verkningar som kan uppstå genom kom-
binerad verkan av en kemikalie och ljus, t.ex. fotogenotoxicitet, fotoallergi och fotokarcinogenitet, även om
många kemikalier med sådana specifika egenskaper reagerar positivt vid 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro.
Testet är inte heller avsett att användas för bedömning av fototoxisk potential.

En sekventiell metod för testning av kemikaliers fototoxicitet presenteras i tillägget.

1.2 Definitioner

Strålning: Intensiteten hos ultraviolett (UV) eller synligt ljus som når en yta, uttryckt i W/m2 eller mW/cm2.

Ljusdos: Den mängd (= intensitet × tid) ultraviolett (UV) eller synlig strålning som når en yta, uttryckt i Joule
(= W × s) per ytenhet, t.ex. J/m2 eller J/cm2.

UV-ljusets våglängdsområden: CIE (Commission Internationale de L'Éclairage) rekommenderar följande uppdel-
ning: UVA (315�400 nm), UVB (280�315 nm) och UVC (100�280 nm). Även andra uppdelningar förekom-
mer � gränsen mellan UVB och UVA sätts ofta vid 320 nm och UVA kan uppdelas i UV-A1 och UV-A2 med
en gräns vid cirka 340 nm.

Cellviabilitet: En parameter för att mäta en cellpopulations totala aktivitet (t.ex. upptag av det vitala färgämnet
neutralrött i cellernas lysosomer). Denna aktivitet korrelerar, beroende på den slutpunkt som uppmäts och
den testutformning som används, med det totala antalet celler och deras vitalitet.

Relativ cellviabilitet: Cellviabiliteten uttryckt i förhållande till negativa kontroller (med lösningsmedel) som har
tagits fortlöpande under hela testförfarandet (+ UV eller � UV), utan behandling med testkemikalie.

Förutsägbarhetsmodell: En algoritm som används för att omvandla resultaten från ett toxicitetstest till förutsä-
gelse av toxisk potential. I föreliggande testriktlinjer kan PIF och MPE användas för att omvandla resultaten
från 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro till en förutsägelse av fototoxisk potential.

PIF (fotoirritationsfaktor): En faktor som fås genom att jämföra två cytotoxiska koncentrationer (EC50) av test-
kemikalien som ger samma effekt i frånvaro (¯ UV) respektive närvaro (+ UV) av icke-cytotoxisk bestrålning
med UVA/synligt ljus.

MPE (Mean Photo Effect): Ett nytt mått som har härletts från matematisk analys av den fullständiga formen hos
två koncentrations-responskurvor som erhållits i frånvaro (¯ UV) respektive närvaro (+ UV) av icke-cytotoxisk
bestrålning med UVA/synligt ljus.

L 136/98 8.6.2000Europeiska gemenskapernas officiella tidningSV



Fototoxicitet: Akut toxisk respons som framkallas när huden först exponeras för vissa kemikalier och därefter
för ljus, eller som framkallas på liknande sätt genom hudbestrålning efter administrering av en kemikalie till
organismen.

Fotoirritation: Ett underbegrepp av termen �fototoxicitet�. Begreppet används endast för att beskriva sådana
fototoxiska reaktioner som uppstår i huden efter kemikalieexponering (på huden eller oralt) och som alltid
leder till icke-specifika cellskador (reaktioner av typen solbrännskador).

Fotoallergi: En förvärvad immunologisk reaktivitet som inte uppkommer vid en första behandling med kemika-
lie och ljus, och som behöver en induktionsperiod på en eller två veckor innan hudens reaktionsbenägenhet
kan påvisas.

Fotogenotoxicitet: Genotoxisk respons som observeras med en genetisk slutpunkt. Denna framkallas efter att
cellerna har exponerats för 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� står för att en kemikalie förstärker UV-inducerad tumorigenes.

1.3 Referensämnen

För upprättandet av 3T3 NRU-fototoxicitetstest rekommenderas, utöver användning av den positiva kontroll-
kemikalien klorpromazin som vid varje bestämning bör testas parallellt, att referenskemikalierna väljs ut ur
den uppsättning kemikalier som användes i de laboratorier som deltog i provningarna för det aktuella testet
(1) (3) (13).

1.4 Bakgrund

Många typer av kemikalier har rapporterats orsaka fototoxiska verkningar (5) (6) (7) (8). Dessa kemikaliers
enda gemensamma egenskap är förmågan att absorbera ljusenergi inom solljusets våglängdsområde. Enligt
fotokemins första lag (Grotthaus-Drapers lag) är tillräcklig absorption av ljuskvanta förutsättningen för
en fotoreaktion. Innan man planerar biologisk testning av en kemikalie enligt de aktuella testriktlinjerna
bör man därför fastställa den berörda kemikaliens absorptionsspektrum avseende UV/synligt ljus (t.ex.
enligt OECD:s testriktlinjer 101). Om den molära extinktions- eller absorptionskoefficienten ligger under 10
liter × mol¯1 × cm¯1 har kemikalien ingen fotoreaktiv potential och behöver inte testas med 3T3 NRU-fototox-
icitetstest in vitro eller annat biologiskt test av skadliga fotokemiska effekter (bilaga 1).

1.5 Princip för 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. Därför bygger 3T3 NRU-fototoxicitetstestet
in vitro på en jämförelse av cytotoxiciteten hos en kemikalie när den testas exponerad respektive icke-expone-
rad för en icke-cytotoxisk dos av UVA/synligt ljus. Cytotoxiciteten uttrycks då som en koncentrationsberoende
minskning av upptaget av det vitala färgämnet neutralrött (NR) (9) 24 timmar efter behandling med testkemi-
kalien och påföljande bestrålning.

Balb/c 3T3-celler hålls i kultur under 24 timmar för monolayerbildning. Två 96-hålsplattor per testkemikalie
förinkuberas i en timme med åtta olika koncentrationer av kemikalien. Därefter exponeras den ena av de två
plattorna för en icke-cytotoxisk dos (5 J/cm2 UVA) av UVA/synligt ljus (+ UV-provning) medan den andra
plattan hålls i mörker (¯ UV-provning). Sedan byter man ut båda plattornas behandlingsmedium mot kultur-
medium (näringslösning) och efter ytterligare 24 timmars inkubering bestäms cellviabiliteten med neutralrött-
upptag (NRU) i 3 timmar. Den relativa cellviabiliteten, uttryckt som en procentandel jämfört med obehand-
lade negativa kontrollprov, beräknas för envar av de åtta testkoncentrationerna. Därefter uppskattas den foto-
toxiska potentialen genom jämförelse av den koncentrationsrespons som erhålls i närvaro (+ UV) och i från-
varo (¯ UV) av strålning, i regel på nivån EC50, dvs. den koncentration som minskar cellviabiliteten med 50 %
jämfört med de obehandlade kontrollproverna.

1.6 Kvalitetskriterier

Cellernas UVA-känslighet, historiska data: Cellerna skall regelbundet kontrolleras avseende UVA-känslighet.
Cellerna sås ut med samma täthet som i 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro, bestrålas följande dag med
UVA-doser på 1�9 J/cm2 och en dag senare bestäms cellernas viabilitet med NRU-metoden. Cellerna uppfyller
kvalitetskriterierna om deras viabilitet efter bestrålning med 5 J/cm2 UVA är minst 80 % av viabiliteten hos
obestrålade kontrollceller. Vid den högsta UVA-dosen på 9 J/cm2 bör viabiliteten vara minst 50 % av viabilite-
ten hos obestrålade kontrollceller. Kontrollen bör upprepas cirka var tionde cellpassage.

Negativkontrollcellernas UVA-känslighet, aktuellt test: Testet uppfyller kvalitetskriterierna om + UVA-försökets
negativkontrollceller (celler i EBSS � Earl's Balanced Salt Solution) med eller utan 1 % dimetylsulfoxid (DMSO)
eller 1 % etanol (EtOH) har en viabilitet som är minst 80 % av viabiliteten hos obestrålade celler i likadan lös-
ning i det parallella mörkerexperimentet (¯ UVA).
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Negativkontrollcellernas viabilitet: Den absoluta optiska densiteten (OD540 NRU) uppmätt för negativkontrollceller-
nas NR-extrakt indikerar om de 1 × 104 celler som har såtts ut per hål har vuxit med normal dubbleringstid
under de två dagar bestämningen pågår. Ett test uppfyller kriterierna för godkännande om medelvärdet för
OD540 NRU hos obehandlade kontrollceller är Å 0,2.

Positivkontrollämne: Varje 3T3 NRU-fototoxicitetstest in vitro skall åtföljas av parallelltest av en känd fototoxisk
kemikalie. Vid EU/COLIPA-valideringsstudien användes klotpromazin (CPZ) som positivkontrollämne och
denna kemikalie kan därför rekommenderas. För CPZ som hade testats enligt standardprotokollet i 3T3 NRU-
fototoxicitetstestet in vitro definierades följande kriterier för godkännande: CPZ bestrålat (+ UVA):
EC50= 0,1�2,0 µg/ml, CPZ obestrålat (¯ UVA): EC50 = 7,0�90,0 µg/ml. Fotoirritationsfaktorn (PIF), dvs. bryt-
punkten för EC50, bör vara minst 6.

I stället för CPZ kan även andra kända fototoxiska kemikalier, lämpliga för den kemiska klass eller de löslig-
hetsegenskaper som gäller för testkemikalien, användas vid de parallella positivkontrollerna. I sådant fall skall
historiska data användas som hjälp för att definiera de värdeområden för EC50 och för PIF eller MPE som
används som kriterier för godkännande.

1.7 Beskrivning av testmetoden

1.7.1 Förberedelser

1.7.1.1 C e l l e r

För valideringsstudien användes en etablerad musfibroblastcellinje � Balb/c 3T3, klon 31 � antingen från
ATCC eller från ECACC, som därför kan rekommenderas. Andra celler eller cellinjer kan med framgång
användas med samma testprotokoll, förutsatt att odlingsbetingelserna anpassas till cellernas specifika behov.
Motsvarigheten måste demonstreras.

Cellerna skall regelbundet kontrolleras med avseende på mykoplasmaförorening och får endast användas när
resultatet från en sådan kontroll är godtagbart.

Eftersom cellernas UVA-känslighet kan öka med antalet passager skall Balb/c 3T3-celler med lägsta möjliga
passagenummer användas, helst under 100. Det är viktigt att Balb/c 3T3-cellernas UVA-känslighet kontrolle-
ras enligt det kvalitetskontrollförfarande som beskrivs i dessa riktlinjer.

1.7.1.2 M e d i a o c h o d l i n g s b e t i n g e l s e r

Lämpliga näringslösningar och inkuberingsbetingelser bör användas för vanliga cellpassager och under testför-
farandet. Balb/c 3T3-celler DMEM-kompletteras med 10 % serum från nyfödd kalv, 4 mM glutamin, penicillin
och streptomycin samt inkubering i fuktig atmosfär vid 37 °C och 7,5 % CO2. Det är särskilt viktigt att man
med cellodlingsbetingelserna kan säkerställa en cellcykeltid inom det normala historiska intervallet för de cel-
ler eller den cellinje som används.

1.7.1.3 B e r e d n i n g a v k u l t u r e r

Celler från djupfrysta stamkulturer sås ut i näringslösningen i lämplig täthet och subkultiveras minst en gång
innan de används i 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro.

För fototoxicitetstestet sås testcellerna ut i näringslösningen med sådan täthet att odlingarna inte växer sam-
man före avslutat test, dvs. när cellviabiliteten bestäms 48 timmar efter utsådden. För Balb/c 3T3-celler som
odlas på 96-hålsplattor rekommenderas tätheten 1 × 104 celler per hål.

För varje testkemikalie sås celler ut på samma sätt på två separata 96-hålsplattor som därefter parallellt
används genom hela testförfarandet under identiska odlingsförhållanden, med undantag av den tidsperiod då
den ena plattan bestrålas (+ UVA/synligt ljus) och den andra hålls i mörker (¯ UVA/synligt ljus).

1.7.1.4 M e t a b o l i s k a k t i v e r i n g

Metaboliserande system är ett allmänt krav för alla in vitro-test som används för förutsägelse av genotoxisk
och karcinogen potential, men när det gäller fototoxicitet känner man än så länge inte till någon kemikalie
där metabolisk omvandling krävs för att kemikalien skall fungera fototoxiskt in vivo eller in vitro. Det är därför
varken nödvändigt eller vetenskapligt motiverat att det aktuella testet genomförs med ett system som har
metabolisk aktivering.
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1.7.1.5 T e s t k e m i k a l i e � b e r e d n i n g

Testkemikalierna måste ha beretts omedelbart före användningen, om man inte med stöd av stabilitetsdata
kan visa att kemikalierna är lagringsbeständiga. Om det är sannolikt att kemikalien har hög sönderfallshastig-
het under inverkan av ljus måste beredningen genomföras under rött ljus.

Testkemikalierna skall lösas upp i buffrade saltlösningar, t.ex. EBSS (Earl's Balanced Salt Solution) eller PBS
(fosfatbuffrad saltlösning). Saltlösningarna får inte innehålla proteinkomponenter eller ljusabsorberande pH-in-
dikatorfärger som kan störa bestrålningsresultatet.

Testkemikalier med begränsad vattenlöslighet skall lösas upp i lämpligt lösningsmedel i en koncentration som
är 100 gånger högre än den önskade och därefter spädas ut i förhållandet 1:100 med den buffrade saltlös-
ningen. Om lösningsmedel används måste detta förekomma i en konstant volymkoncentration på 1 % i alla
odlingar, dvs. både i de negativa kontrollerna och i alla koncentrationer av testkemikalien.

Som lösningsmedel rekommenderas dimetylsulfoxid (DMSO) och etanol (EtOH). Andra lösningsmedel med låg
cytotoxicitet (t.ex. aceton) kan vara lämpliga men måste utvärderas omsorgsfullt med avseende på specifika
egenskaper, t.ex. reaktionsbenägenhet med testkemikalien, dämpning av den fototoxiska verkan eller benägen-
het att fånga upp radikaler.

Vid behov kan man använda Vortex-blandning, ultraljudsbehandling eller uppvärmning till 37 °C för att
underlätta upplösningen.

1.7.1.6 U V - b e s t r å l n i n g � b e r e d n i n g

Ljuskälla: Lämplig ljuskälla i kombination med lämplig filtrening är den viktigaste faktorn vid testning av foto-
toxicitet. I regel förknippas UVA och de synliga våglängdsområdena med fotosensibilisering (7) (10), medan
UVB har mindre relevans och är direkt mycket cytotoxisk � cytotoxiciteten ökar 1000-faldigt när våglängden
minskar från 313 till 280 nm (11). Kriterierna för valet av lämplig ljuskälla bör inbegripa det grundläggande
kravet om att ljuskällan emitterar våglängder som absorberas av testkemikalien och att ljusdosen (den dos
som uppnås inom skälig tid) är tillräcklig för detektering av kända fotosensibilisatorer. Dessutom får de våg-
längder och doser som används inte vara otillbörligt skadliga för testsystemet, vilket inbegriper värmeemission
(infraröda området).

Det optimala är att använda simulerat solljus från en solsimulator. I solsimulatorer används både xenonbåg-
lampor och (dopade) kvicksilver-metallhalidbåglampor. Fördelen med de senare är att de emitterar mindre
värme och är billigare, men ljusets likhet med solljus är inte perfekt. Alla solsimulatorer emitterar betydande
mängder UVB och bör därför förses med lämpliga filter för att dämpa de mycket cytotoxiska UVB-vågläng-
derna.

Det strålningsspektrum som används för 3T3 NRU-fototoxicitetstest in vitro måste vara praktiskt taget fritt
från UVB (UVA:UVB p 1:20). Man har offentliggjort ett exempel på den spektrala strålningsdistributionen
från den filtrerade solsimulator som användes i valideringsstudien för 3T3 NRU-fototoxicitetstestet in vitro (3).

Dosimetri: Ljusets (strålningens) intensitet skall före varje fototoxicitetstest rutinmässigt kontrolleras med hjälp
av en bredbands UV-mätare. UV-mätaren måste ha kalibrerats mot källan och dess prestanda bör kontrolleras.
För detta ändamål rekommenderas användning av en referensmätare, dvs. en annan, identiskt kalibrerad UV-
mätare av samma typ. Helst skall man även då och då använda en spektroradiometer för att mäta den
spektrala strålningen från den filtrerade ljuskällan och för att kontrollera UV-mätarnas kalibrering. Använd-
ningen av sådana instrument är dock mycket krävande och förutsätter tillbörligt utbildad personal.

I valideringsstudien konstaterades att en dos på 5 J/cm2 (UVA) inte var cytotoxisk för Balb/c 3T3-celler men
ändå tillräckligt stark för att excitera även svagt fototoxiska kemikalier. För att uppnå 5 J/cm2 inom en tids-
period på 50 minuter måste strålningen ställas in på 1,666 mW/cm2. Om en annan cellinje eller en annan
ljuskälla används måste UVA-dosen eventuellt justeras i någon mån. Som kriterium skall då gälla att strål-
ningen inte får vara skadlig för cellerna men tillräcklig för detektering av vanliga fototoxiska ämnen. Tiden
för ljusexponeringen beräknas på följande sätt:

1.7.2 Försöksförhållanden

Testkemikaliens maximikoncentration får inte överskrida 100 µg/ml, eftersom alla fototoxiska kemikalier
detekterades vid lägre koncentrationer. Vid högre koncentrationer ökar återigen förekomsten av falska positiva
utslag (13). Den högsta koncentrationen av testkemikalien bör ha ett tillfredsställande pH-värde (pH-område:
6,5�7,8).
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Koncentrationsområdena för en kemikalie som skall testas i närvaro (+ UVA) respektive i frånvaro (¯ UVA) av
ljus skall först fastställas på lämpligt sätt i förberedande försök. Koncentrationsseriens område och intervall
skall justeras på sådant sätt att försöksdata ger tillräckligt underlag för koncentrations-responskurvorna. Kon-
centrationsserierna skall vara geometriska (dvs. ha konstant utspädningsfaktor).

1.7.3 Testförfarande (1)

1.7.3.1 D a g 1

Bered en cellsuspension på 1 × 105 celler/ml i näringslösning och dosera 100 µl ren näringslösning i de peri-
fera hålen av en 96-håls TC-mikroplatta (= blindprov). Dosera 100 µl cellsuspension med 1 × 105 celler/ml i
de återstående hålen (= 1 × 104 celler/hål). Det behövs två plattor per kemikalie: en för bestämning av cytoto-
xicitet (¯ UVA) och en för bestämning av fotocytotoxicitet (+ UVA).

Inkubera cellerna i 24 timmar (7,5 % CO2, 37 °C) för att få bildning av halvkonfluent monolayer. Denna inku-
beringsperiod är tillräcklig för cellernas återhämtning och vidhäftning samt exponentiell tillväxt.

1.7.3.2 D a g 2

Dekantera näringslösningen från cellerna efter inkuberingen och tvätta två gånger med 150 µl EBSS/PBS per
hål. Tillsätt 100 µl EBSS/PBS som innehåller lämplig koncentration av testkemikalien eller rent lösningsmedel
(negativ kontroll). Använd 8 olika koncentrationer av testkemikalien. Inkubera cellerna med testkemikalie i
mörker i 60 minuter (7,5 % CO2, 37 °C).

Utför bestämningens + UVA-del genom att bestråla cellerna vid rumstemperatur i 50 minuter genom
96-hålsplattans lock med 1,7 mW/cm2 UVA (= 5 J/cm2). Ventilera med en fläkt för att förebygga kondensbild-
ning under locket. Håll parallellplattorna (¯ UVA) vid rumstemperatur i en mörk låda i 50 minuter (= UVA-ex-
poneringstiden).

Dekantera testlösningen och tvätta två gånger med 150 µl EBSS/PBS. Ersätt EBSS/PBS med näringslösning och
inkubera (7,5 % CO2, 37 °C) över natten (18�22 timmar).

1.7.3.3 D a g 3

Utvärdering med mikroskop

Undersök cellerna i faskontrastmikroskop. Notera alla ändringar i cellernas morfologi till följd av cytologiska
verkningar av testkemikalien. Denna undersökning rekommenderas som kontroll i syfte att utesluta experi-
mentella fel men resultatet används inte för utvärdering av cytotoxicitet eller fototoxicitet.

Test med upptagning av neutralrött

Tvätta cellerna med 150 µl föruppvärmd EBSS/PBS. Avlägsna tvättlösningen genom att klappa försiktigt. Till-
sätt 100 µl NR-medium och inkubera vid 37 °C, i fuktig atmosfär med 7,5 % CO2 i 3 timmar.

Avlägsna NR-mediet efter inkuberingen och tvätta cellerna med 150 µl EBSS/PBS. Dekantera och absorbera
EBSS/PBS helt och hållet. (Alternativt: centrifugera omvänd platta.)

Tillsätt exakt 150 µl NR-desorptionslösning (färsk lösning av etanol och ättiksyra).

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

Mät NR-extraktets optiska densitet vid 540 nm i en spektrofotometer och använd blindproven som referens.
Spara data i lämpligt filformat (t.ex. ASCII) för efterföljande analys.

(1) Närmare detaljer finns i hänvisning 12.
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2. DATA

2.1 Kvalitet och kvantitet hos data

Erhållna data bör ge möjlighet till meningsfull analys av den koncentrationsberoende respons som konstate-
rats i närvaro och i frånvaro av bestrålning med UVA/synligt ljus. Om cytotoxicitet detekteras skall både kon-
centrationsområdet och intervallet för enskilda koncentrationer anpassas så att försöksdata kan sammanställas
till en kurva. Eftersom en testkemikalie kan vara icke-cytotoxisk upp till den definierade gränskoncentrationen
på 100 µg/ml i mörkerförsöket (¯ UVA) men mycket cytotoxisk när den bestrålas (+ UVA), måste man eventu-
ellt använda koncentrationsområden av olika storleksordningar för de två delarna av försöket i syfte att få ade-
kvat kvalitet på data. Om kemikalien inte uppvisar cytotoxicitet i någondera försöksdelen (¯ UVA och + UVA)
är det tillräckligt att testa med stort intervall mellan enskilda doser upp till den högsta koncentrationen.

Klart positiva resultat behöver inte verifieras genom upprepade försök. Dessutom behöver klart negativa resul-
tat inte verifieras förutsatt att testkemikalien har testats vid tillräckligt höga koncentrationer. I sådana fall är
det tillräckligt med ett huvudförsök som stöds av ett eller flera preliminära försök för bestämning av område.

Om man får testresultat som kommer nära förutsägbarhetsmodellens gräns måste resultaten verifieras genom
upprepat test.

Om upprepat test behövs kan det vara viktigt att variera försöksförhållandena för att få ett tydligt resultat. En
nyckelvariabel är då beredningen av testkemikalielösningarna. Därför kan variationer i beredningen (hjälplös-
ningsmedel, sönderdelning, ultraljudsbehandling) ha mycket stor relevans vid en upprepning. Alternativt kan
man överväga variation av inkuberingstiden före bestrålningen. En kortare bestrålningstid kan ha betydelse
när det gäller kemikalier som inte är stabila i vatten.

2.2 Hantering av resultaten

När detta är möjligt fastställs den koncentration av testkemikalien som motsvarar en minskning på 50 % av
cellernas NR-upptag (EC50). Detta kan genomföras med hjälp av valfri icke-linjär regressionsprocedur (helst en
Hill-funktion eller logistisk regressionsanalys) för koncentrations-responsdata, eller med hjälp av andra anpass-
ningsprocedurer (14). Innan ett EC50-värde används för ytterligare beräkningar skall anpassningens kvalitet
kontrolleras på tillbörligt sätt. Alternativt kan man använda grafiska anpassningsmetoder för beräkning av
EC50. I sådant fall rekommenderas användning av sannolikhetspapper (x-skala: log, y-skala: probit) eftersom
funktionen för koncentrationsrespons efter denna omvandling i många fall blir nästan linjär.

2.3 Utvärdering av resultaten (förutsägbarhetsmodeller)

2.3.1 Förutsägbarhetsmodell version 1: Fotoirritationsfaktor (PIF)

Om man som resultat får fullständiga koncentrations-responskurvor både i närvaro (+ UVA) och i frånvaro
(¯ UVA) av ljus, kan en fotoirritationsfaktor (PIF) beräknas med hjälp av följande formel:

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

Om en kemikalie endast är cytotoxisk när den testas med + UVA men inte är cytotoxisk när den testas med
¯ UVA kan PIF inte beräknas, även om detta är ett resultat som tyder på fototoxisk potential. I ett sådant fall
kan man beräkna ett �> PIF�-värde om (¯ UV)-cytotoxicitetstestet genomförs upp till den högsta testkoncentra-
tionen (Cmax) och detta värde används för beräkning av �> PIF�:

Om endast �> PIF� kan erhållas tyder varje värde större än 1 på fototoxisk potential.

Om varken EC50 (¯ UV) eller EC50 (+ UV) kan beräknas på grund av att en kemikalie inte uppvisar någon cyto-
toxicitet upp till den högsta testkoncentrationen, tyder detta på avsaknad av fototoxisk potential. I sådana fall
används ett formellt värde �PIF = *1� för att karakterisera resultatet:
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Om endast �PIF = * 1� kan erhållas tyder detta på avsaknad av fototoxisk potential.

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

2.3.2 Förutsägbarhetsmodell version 2: MPE (Mean-Photo-Effect)

Alternativt kan en ny version av modellen för förutsägbarhet av den fototoxiska potentialen tillämpas. Denna
nya version har tagits fram med hjälp av data från EU/COLIPA-valideringsstudien (15) och har testats under
blindförhållanden i en efterföljande studie om in vitro-fototoxiciteten hos UV-filterkemikalier (13). Med stöd av
denna modell kan man överkomma PIF-modellens begränsningar i fall där EC50 inte kan erhållas. Modellen
stöder sig på MPE, ett mått som grundar sig på jämförelse av de fullständiga koncentrations-responskurvorna.
MPE-modellen tillämpas med hjälp av ett datorprogram som har utvecklats speciellt för ändamålet vid Hum-
boldt-universitetet (Berlin, Tyskland) och som kan rekvireras kostnadsfritt.

2.4 Tolkning av resultaten

Ett positivt resultat i 3T3 NRU-fototoxicitetstest in vitro (PIF Å 5 eller MPE Å 0,1) indikerar att testämnet har
fototoxisk potential. Om resultatet fås med koncentrationer under 10 µg/ml är det sannolikt att testkemikalien
också fungerar som fototoxin under olika exponeringsförhållanden in vivo. Om positivt resultat endast fås
med den högsta testkoncentrationen på 100 µg/ml kan det vara nödvändigt med ytterligare överväganden för
bedömningen av risk eller fototoxisk potential. Sådana kan inbegripa data om penetrering, absorption och
möjlig ackumulering av kemikalien i huden, eller testning av kemikalien i ett bekräftande alternativt test, t.ex.
med modell av human hud in vitro.

Ett negativt resultat från 3T3 NRU-fototoxicitetstest in vitro (PIF < 5 eller MPE < 0,1) indikerar att testämnet
under gällande förhållanden inte är fototoxiskt för de odlade däggdjurscellerna. I fall där kemikalien kan testas
upp till den högsta koncentrationen på 100 µg/ml indikerar ett negativt resultat att kemikalien saknar fototo-
xisk potential och att fototoxicitet in vivo kan anses osannolik. I fall där identisk koncentrations-toxicitets-
respons (EC50+ UV och EC50¯ UV) fås vid lägre koncentrationer skall data tolkas på samma sätt. Om däremot
ingen fototoxicitet kan påvisas (+ UV och ¯ UV) och om begränsad vattenlöslighet medför att man inte kan få
koncentrationer på över 100 µg/ml, måste testämnets lämplighet för bestämningen ifrågasättas och bekräf-
tande testning bör övervägas (t.ex. med modell av human hud in vitro, hudmodell ex vivo eller in vivo-test).

3 RAPPORTERING

Testrapport

Testrapporten skall innehålla följande uppgifter:

Testkemikalier:

� identifieringsdata och CAS-nr (i mån av tillgänglighet),

� fysikalisk form och renhetsgrad,

� fysikalisk-kemiska egenskaper av betydelse för studien,

� stabilitet och fotostabilitet (i mån av tillgänglighet).

Lösningsmedel:

� motivering för valet av lösningsmedel,

� testkemikaliens löslighet i det valda lösningsmedlet,

� procenthalten lösningsmedel i behandlingsmediet (EBSS eller PBS).

Celler:

� typ av celler och deras källa,

� frånvaron av mykoplasma,

� antalet cellpassager (i mån av tillgänglighet),

� cellernas UVA-känslighet, bestämd med den bestrålningsutrustning som använts för 3T3 NRU-fototoxici-
tetstest in vitro.

Försöksförhållanden (a) � inkubering före och efter behandlingen:

� näringslösningens (kulturmediets) typ och sammansättning,

� inkuberingsförhållanden (CO2-koncentration, temperatur, fuktighet),

� inkuberingens varaktighet (förbehandling, efterbehandling).
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Försöksförhållanden (b) � behandling med kemikalien:

� motivering för valet av de koncentrationer av testkemikalien som använts i närvaro och i frånvaro av
bestrålning med UV/synligt ljus,

� om testkemikalien är begränsat löslig och om cytotoxicitet inte föreligger, motivering för den högsta kon-
centration som testats,

� typ av och sammansättning hos behandlingsmediet (buffrad saltlösning),

� kemikaliebehandlingens varaktighet.

Försöksförhållanden (c) � bestrålning:

� motivering för valet av den ljuskälla som använts,

� ljuskällans spektrala strålningsegenskaper,

� transmissions- och absorptionsegenskaper hos filter som använts,

� radiometerns egenskaper och närmare uppgifter om kalibreringen,

� avstånd mellan ljuskälla och testsystem,

� UVA-bestrålning på detta avstånd, uttryckt i mW/cm2,

� varaktigheten hos bestrålningen med UV/synligt ljus,

� UVA-dos (bestrålning × tid), uttryckt i J/cm2,

� temperatur som använts för cellodlingarna under bestrålningen och för cellodlingar som parallellt hållits i
mörker.

Försöksförhållanden (d) � NRU test:

� sammansättning hos NR-mediet,

� NR-inkuberingens varaktighet,

� inkuberingsförhållanden (CO2-koncentration, temperatur, fuktighet),

� NR-extraktionsbetingelser (extraktionsmedel, varaktighet),

� våglängd som använts för spektrofotometrisk avläsning av optisk densitet för NR,

� annan våglängd (referens), om sådan har använts,

� spektrofotometerblindprovets innehåll, om blindprov har använts.

Resultat:

� cellviabilitet som erhållits vid varje koncentration av testkemikalien, uttryckt som genomsnittlig procentu-
ell andel jämfört med kontrollernas viabilitet,

� koncentrations-responskurvor (testkemikaliekoncentration i förhållande till relativ cellviabilitet), som
erhållits i parallella försök med + UVA och ¯ UVA,

� dataanalys av koncentrations-responskurvorna: om möjligt beräkning av EC50 (+ UVA) och EC50 (¯ UVA),

� jämförelse av de två koncentrations-responskurvorna som erhållits i närvaro och i frånvaro av bestrålning
med UVA/synligt ljus, antingen genom beräkning av PIF eller genom beräkning av MPE,

� klassificering av fototoxisk potential,

� kriterier för godkännande av testet (a) � parallell negativkontroll:

� absolut viabilitet (optisk densitet hos NR-extrakt) hos bestrålade och obestrålade celler,

� historiska data för negativkontroll, medelvärde och standardavvikelse.

kriterier för godkännande av test (b) � parallell positivkontroll:

� EC50 (+ UVA) och EC50 (¯ UVA) och PIF för positivkontrollkemikalie,

� historiska data för positivkontrollkemikalie: EC50 (+ UVA) och EC50 (¯ UVA) och PIF, medelvärde och
standardavvikelse

Diskussion av resultaten

Slutsatser
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II

(Rättsakter vilkas publicering inte är obligatorisk)

KOMMISSIONEN

KOMMISSIONENS BESLUT

av den 19 maj 2000

om rättelse av direktiv 98/98/EG om anpassning till tekniska framsteg för tjugofemte gången av
rådets direktiv 67/548/EEG om tillnärmning av lagar och andra författningar om klassificering,

förpackning och märkning av farliga ämnen

[delgivet med nr K(2000) 1333]

(Text av betydelse för EES)

(2000/368/EG)

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR FATTAT
DETTA BESLUT

med beaktande av Fördraget om upprättandet av Europeiska
gemenskapen,

med beaktande av rådets direktiv 67/548/EEG av den 27 juni
1967 om tillnärmning av lagar och andra författningar om
klassificering, förpackning och märkning av farliga ämnen (1),
senast ändrat genom Europaparlamentets och rådets direktiv
1999/33/EG (2), särskilt artikel 28 i detta, och

av följande skäl:

(1) I bilaga VI till direktiv 67/548/EEG finns riktlinjer för
klassificering, förpackning och märkning av farliga
ämnen och preparat. Bilaga VI ändrades senast genom
bilaga 4 till direktiv 98/98/EG (3). Punkterna 3.2.3, 3.2.8,
6.2 och 8 i bilaga 4 till direktiv 98/98/EG är ofullständi-
ga. Det är därför nödvändigt att korrigera bilaga 4 till
direktiv 98/98/EG.

(2) Det åtgärder som föreskrivs i detta beslut är förenliga
med yttrandet från Kommittén för anpassning till teknisk

utveckling av direktiven om avskaffande av tekniska han-
delshinder för farliga ämnen och preparat.

HÄRIGENOM FÖRESKRIVS FÖLJANDE.

Artikel 1

Bilaga 4 till direktiv 98/98/EG skall ersättas med bilagan till
detta beslut.

Artikel 2

Detta beslut riktar sig till medlemsstaterna.

Utfärdat i Bryssel den 19 maj 2000.

På kommissionens vägnar
Margot WALLSTRÖM

Ledamot av kommissionen

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

�BILAGA 4

1.6 De data som krävs för klassificering och märkning av ämnen kan erhållas på följande sätt:

a) Ämnen för vilka den information som anges i bilaga VII erfordras: De flesta data som är nödvändiga för
klassificering och märkning framgår av baskraven. Denna klassificering och märkning skall om nödvändigt
ses över när ytterligare information blir tillgänglig (bilaga VIII)

b) Andra ämnen (t.ex. de som avses i avsnitt 1.5 ovan): De data som krävs för klassificering och märkning
kan, om nödvändigt, erhållas från ett antal olika källor, t.ex. resultat från tidigare undersökningar, infor-
mation som erfordras i enlighet med internationella regler om transport av farliga ämnen, information
inhämtad från referenslitteratur eller genom praktisk erfarenhet. Resultaten av validerade strukturaktivitets-
samband samt expertbedömningar kan också beaktas i förekommande fall.

De data som krävs för klassificering och märkning av preparat kan erhållas på följande sätt:

a) Fysikalisk-kemiska data: Genom användning av de metoder som beskrivs i bilaga V. För gasformiga prepa-
rat kan en beräkningsmetod användas för brandfarliga och oxiderande egenskaper (se kapitel 9).

b) Data om hälsoeffekter:

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

� Vid utvärdering 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 användas.

Anmärkning om genomförande av djurförsök

Djurförsök som genomförs för att fastställa experimentella data omfattas av direktiv 86/609/EEG om skydd av
djur som används för försök och andra vetenskapliga ändamål.

1.7.2 Användning av vägledande kriterier för ämnen

De vägledande kriterier som anges i denna bilaga är direkt tillämpliga när data har erhållits genom testmetoder
som är jämförbara med dem som beskrivs i bilaga V. I annat fall måste tillgängliga data bedömas genom att
de använda testmetoderna jämförs med dem i bilaga V och med de regler för fastställande av lämplig klassifi-
cering och märkning som anges i denna bilaga

I vissa fall kan det råda tvekan om hur kriterierna skall tillämpas, särskilt när dessa kräver användning av en
expertbedömning. I sådana fall skall tillverkaren, distributören eller importören preliminärt klassificera och
märka ämnet på grundval av en kompetent persons bedömning av dokumentationen.

Utan att det påverkar tillämpningen av artikel 6, kan, när ovannämnda förfarande har följts och det finns risk
för inkonsekvens, ett förslag lämnas in om att införa den preliminära klassificering i bilaga I. Förslaget skall
riktas till en av medlemsstaterna och omfatta relevanta vetenskapliga data (se även punkt 4.1).

Ett liknande förfarande kan tillämpas när det framkommer information som ger anledning att betvivla att en
befintlig uppgift i bilaga I är korrekt.

2.2.2.1 A n m ä r k n i n g o m p e r o x i d e r

Vad beträffar explosiva egenskaper skall organiska peroxider eller preparat innehållande organiska peroxider,
oavsett i vilken form de släpps ut på marknaden, klassificeras i enlighet med kriterierna i punkt 2.2.1 på
grundval av tester som genomförts enligt de metoder som anges i bilaga V.
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Vad beträffar oxiderande egenskaper kan de befintliga metoderna i bilaga V inte användas för organiska perox-
ider.

Organiska peroxider som inte redan klassificerats som explosiva skall på grundval av sin struktur (t.ex.
R-O-O-H; R1-O-O-R2) klassificeras som farliga.

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

Alla organiska peroxider eller preparat innehållande organiska peroxider som inte redan klassificerats som
explosiva skall klassificeras som oxiderande om de innehåller

� mer än 5 hairsp;% organiska peroxider, eller

� mer än 0,5 % tillgängligt syre från de organiska peroxiderna och mer än 5hairsp;% väteperoxid.

3.2.3 Hälsoskadlig

Ämnen och preparat skall klassificeras som hälsoskadliga och tilldelas symbolen �Xn� samt farobeteckningen
�hälsoskadlig� i enlighet med kriterierna nedan. Riskfraser skall tilldelas i enlighet med följande kriterier:

R 22 Farligt vid förtäring

Akut toxicitet:

� LD50 oral, råtta: 200 < LD50 Ä 2 000 mg/kg

� Särskiljande dos, oral, råtta, 50 mg/kg: 100 % överlevnad men uppenbar toxicitet

� Mindre än 100 % överlevnad vid 500 mg/kg, (oral, råtta), enligt metoden för särskiljande dos. Se bedöm-
ningstabell i testmetod B1 (a) i bilaga V.

R 21 Farligt vid hudkontakt

Akut toxicitet:

� LD50 dermal, råtta eller kanin: 400 < LD50 Ä 2 000 mg/kg.

R 20 Farligt vid inandning

Akut toxicitet:

� LC50 inhalation, råtta, för aerosoler eller partiklar: 1 < LC50 Ä 5 mg/liter/4 tim.

� LC50 inhalation, råtta, för gaser eller ångor: 2 < LC50 Ä 20 mg/liter/4 tim.

R 65 Farligt: Kan ge lungskador vid förtäring

Flytande ämnen och preparat som på grund av låg viskositet utgör en fara för människor vid aspiration:

a) Ämnen och preparat innehållande alifatiska, alicykliska och aromatiska kolväten med en koncentration på
10 hairsp;% eller mer, och som antingen har

� en flödestid understigande 30 sekunder, uppmätt i en 3 mm ISO-bägare enligt ISO 2431, eller

� en kinematisk viskositet understigande 7 × 10¯6 m2/s vid 40 °C, uppmätt med en kalibrerad kapillärvis-
kosimeter av glas, enligt ISO 3104/3105, eller

� en kinematisk viskositet understigande 7 × 10¯6 m2/s vid 40 °C, bestämd från rotationsviskosimetri
enligt ISO 3219.

Anmärkning: Det bör påpekas att ämnen och preparat som uppfyller ovan angiva kriterier inte behöver
klassificeras om de har en genomsnittlig ytspänning överstigande 33 mN/m vid 25 °C upp-
mätt med du Nuoy-tensiometer eller med de metoder som visas i bilaga V del A.5.

b) Ämnen och preparat som enligt praktisk erfarenhet är skadliga för människor.
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R 40 Möjlig risk för bestående hälsoskador

� Starka belägg för att andra bestående skador än de effekter som anges i kapitel 4 sannolikt kan uppstå vid
en enda exponering, i allmänhet i ovan nämnda dosintervall.

För att ange administrerings-/exponeringssätt skall någon av följande kombinationer användas: 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 för allvarliga hälsoskador vid långvarig exponering

� Allvarlig skada (tydlig funktionell störning eller morfologisk förändring med toxikologisk signifikans) orsa-
kas sannolikt vid upprepad eller långvarig exponering via relevant tillförselväg.

Ämnen och preparat klassificeras åtminstone som hälsoskadliga när dessa effekter observeras vid doser av föl-
jande storleksordning:

� Oral, råtta Ä 50 mg/kg (kroppsvikt)/dag.

� Dermal, råtta eller kanin Ä 100 mg/kg (kroppsvikt)/dag.

� Inhalation, råtta Ä 0,25 mg/l, 6 tim/dag.

Dessa riktvärden kan tillämpas direkt när allvarliga skador har observerats i ett subkroniskt (90-dagars) toxici-
tetstest. Vid tolkning av resultat från ett subakut (28-dagars) toxicitetstest bör dessa siffror ökas ungefär trefal-
digt. Om ett test av kronisk (2-års) toxicitetet är tillgängligt bör det göras en bedömning från fall till fall. Om
resultat från undersökningar av olika varaktighet är tillgängliga bör resultaten från den undersökning som
varat längst normalt sett användas.

För att ange administrations-/exponeringssätt skall någon av följande kombinationer användas: R 48/20,
R48/21, R48/22, 48/20/21, R48/20/22, R48/21/22, R48/20/21/22.

3.2.3.1 K o m m e n t a r e r b e t r ä f f a n d e f l y k t i g a ä m n e n

För vissa ämnen med hög mättnadskoncentration för ånga kan det finnas belägg för effekter som ger anled-
ning till oro. Det är möjligt att sådana ämnen undgår klassificering enligt kriterierna för hälsoeffekter i denna
vägledning (3.2.3) eller att de inte omfattas av punkt 3.2.8. Om det finns relevanta belägg för att sådana
ämnen utgör en risk vid normal hantering och användning kan det emellertid, efter bedömning av varje enskilt
fall, vara nödvändigt att klassificera dem i bilaga I.

3.2.6.1 H u d i n f l a m m a t i o n

Följande riskfras skall tilldelas i enlighet med de fastställda kriterierna:

R 38 Irriterar huden

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

Inflammation är signifikant

a) om medelvärdet, beräknat för samtliga testade djur, är 2 eller mer med avseende på antingen hudrod-
nad och skorpbildning eller ödembildning, eller

b) om testet i bilaga V genomförs på tre djur och antingen inflammation och skorpbildning eller ödem-
bildning, motsvarande ett medelvärde på 2 eller mer, beräknat för varje enskilt djur, noteras hos
minst två djur.

I båda fallen skall medelvärdet beräknas utifrån samtliga värden vid var och en av avläsningstiderna (24,
48 och 72 timmar).

8.6.2000 L 136/111Europeiska gemenskapernas officiella tidningSV



Hudinflammationen är också signifikant om den består hos minst två djur i slutet av observationstiden.
Särskilda verkningar, t.ex. hyperplasi, fjällning, missfärgning, sprickor, sårskorpor och håravfall, bör beak-
tas.

Relevanta data kan också inhämtas genom icke-akuta djurförsök (se kommentarerna till R 48 i punkt 2
d). Dessa data anses signifikanta om de noterade effekterna är jämförbara med dem som beskrivs ovan.

� Ämnen och preparat som vid kortvarig, långvarig eller upprepad kontakt orsakar en signifikant inflam-
mation i huden, baserat på praktiska erfarenheter på människor.

� Organiska peroxider, utom när det finns belägg för att riskfrasen inte är tillämplig.

Parestesi: Parestesi som uppkommer hos människor vid hudkontakt med pyretroidbaserade bekämpningsmedel
anses inte vara en sådan irriterande effekt som motiverar klassificering som Xi; R 38. S-fras S 24 bör emeller-
tid användas för ämnen som kan ge denna effekt.

3.2.8 Andra toxikologiska egenskaper

Ytterligare riskfraser skall tilldelas ämnen och preparat som klassificerats i överensstämmelse med punkterna
2.2.1 till 3.2.7 ovan eller kapitlen 4 och 5, och detta i enlighet med följande kriterier (grundade på den erfa-
renhet som förvärvats vid sammanställning av bilaga I).

R 29 Utvecklar giftig gas vid kontakt med vatten

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

R 31 Utvecklar giftig gas vid kontakt med syra

För ämnen och preparat som reagerar med syror och utvecklar giftiga gaser i farliga mängder, t.ex. natrium-
hypoklorit, bariumpolysulfid. För ämnen som används av allmänheten är det mer lämpligt att använda S 50
(Blanda inte med � [anges av tillverkaren ]).

R 32 Utväcklar mycket giftig gas vid kontakt med syra

För ämnen och preparat som vid reaktion med syror utvecklar mycket giftiga gaser i farliga mängder, t.ex. sal-
ter av vätecyanid, natriumazid. När det gäller ämnen som används av allmänheten är det mer lämpligt att
använda S 50 (Blanda inte med � [anges av tillverkaren]).

R 33 Kan ansamlas i kroppen och ge skador

För ämnen och preparat innehållande sådana ämnen, som troligen kan ansamlas i människokroppen och där-
för möjligen kan ge upphov till skador. De är dock inte tillräckliga för att berättiga användningen av R 48.

R 64 Kan skada spädbarn under amningsperioden

För ämnen och preparat som tas upp av kvinnor och som kan påverkar amningen eller förekomma i moders-
mjölk (även metaboliter) i mängder som är tillräckliga för att ge anledning till oro när det gäller ett ammat
barns hälsa.

För kommentarer om användning 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

För ämnen och preparat vilka bör uppmärksammas på grund av att de vid hudkontakt kan orsaka uttorkning,
fjällning eller sprickbildning, men som inte uppfyller kriterierna för R 38:

grundat antingen på

� praktiska erfarenheter vid normal hantering och användning, eller

� relevanta belägg avseende deras förväntade effekter på huden.

Se även punkterna 1.6 och 1.7.
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R 67 Ångor kan göra att man blir dåsig och omtöcknad

För flyktiga ämnen och preparat innehållande sådana ämnen, som vid inandning ger tydliga symptom på funk-
tionsnedsättningar i centrala nervsystem och som inte redan är klassificerade med avseende på akut inhala-
tionstoxicitet (R 20, R 23, R26, R 40/20, R 39/23 eller R 39/26).

Följande belägg kan användas:

a) Data från djurförsök som visar på klara tecken på funktionsnedsättningar i centrala nervsystemet, exem-
pelvis narkotiska effekter, letargi, bristande koordination (bl.a. förlust av upprätningsreflex) och ataxi,
antingen

� vid koncentrationer/exponeringstider som inte överstiger 20 mg/l/4 timmar, eller

� när kvoten mellan den koncentration som ger upphov till effekter vid en exponeringstid Ä 4 timmar
och mättnadskoncentrationen för ånga vid 20 °C är Ä 1/10.

b) Praktisk erfarenhet av effekter på människor (t.ex. narkos, dåsighet, sänkt grad av uppmärksamhet, förlust
av reflexer, bristande koordination, yrsel) från väldokumenterade rapporter vid exponeringsförhållanden
som är jämförbara med dem som anges ovan för djur.

Se även punkterna 1.6 och 1.7.

Se punkt 2.2.6 för ytterligare riskfraser.

4.1.2 Om en tillverkare, distributör eller importör har tillgång till information som tyder på att ämnet bör klassifice-
ras och märkas i enlighet med de kriterier som anges i punkterna 4.2.1, 4.2.2 eller 4.2.3 skall han preliminärt
märka ämnet i enlighet med dessa kriterier, på grundval av en kompetent persons bedömning av dokumenta-
tionen.

4.1.3 Tillverkaren, distributören eller importören skall snarast möjligt lämna in en sammanfattning av all relevant
information till en medlemsstat där ämnet släpps ut på marknaden. Sammanfattningen skall innehålla en bib-
liografi som upptar alla relevanta referenser, inklusive alla opublicerade uppgifter av betydelse

4.1.4 En tillverkare, distributör eller importör som har tillgång till nya uppgifter som är av betydelse för ett ämnes
klassificering och märkning enligt kriterierna i punkterna 4.2.1, 4.2.2 eller 4.2.3, skall så snart som möjligt
överlämna dessa uppgifter till en medlemsstat där ämnet släpps ut på marknaden

5.2.2 Andra miljöer än vattenmiljöer

5.2.2.1 Ämnen skall klassificeras som miljöfarliga och tilldelas symbolen �N�, lämplig farobeteckning samt riskfraser i
enlighet med följande kriterier:

R 54: Giftigt för växter

R 55: Giftigt för djur

R 56: Giftigt för markorganismer

R 57: Giftigt för bin

R 58: Kan orsaka skadliga långtidseffekter i miljön

Ämnen som kan medföra en omedelbar, långsiktig eller fördröjd fara för struktur och funktion hos andra
naturliga ekosystem än de som anges i 5.2.1 ovan. Bedömningen skall grundas på tillgängliga data om ämne-
nas egenskaper, persistens, potential för bioackumulering och förutsedda eller observerade uppträdande i mil-
jön. Utförliga kriterier kommer att utarbetas senare.

5.2.2.2 Ämnen skall klassificeras som miljöfarliga och tilldelas symbolen �N�, lämplig farobeteckning samt riskfraser i
enlighet med följande kriterier:

R 59: Farligt för ozonkiktet.

Ämnen som, på grundval av tillgängliga data om deras egenskaper och förutsedda eller observerade uppträ-
dande i miljön, kan utgöra en fara för det stratosfäriska ozonskiktets struktur och funktion. Hit hör de ämnen
som upptas i bilaga I till rådets förordning (EG) nr 3093/94 om ämnen som bryter ned ozonskiktet (EGT L
333, 22.12.1994, s. 1) och senare ändringar av denna förordning.
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6.2 Skyddsfraser för ämnen och preparat

S 1 Förvaras i låst utrymme

� Tillämpning:

� Mycket giftiga, giftiga eller frätande ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för sådana ämnen och preparat som nämns ovan, om de säljs till allmänheten.

S 2 Förfaras oåtkomligt för barn

� Tillämpning:

� Alla farliga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för alla farliga ämnen och preparat som säljs till allmänheten, utom för sådana som
endast klassificeras som farliga för miljön.

S 3 Förvaras svalt

� Tillämpning:

� Organiska peroxider

� Andra farliga ämnen och preparat med kokpunkt Ä 40 °C.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för organiska peroxider om inte S 47 används.

� Rekommenderas för andra farliga ämnen och preparat med kokpunkt Ä 40 °C.

S 4 Förvaras avskilt från bostadsutrymmen

� Tillämpning:

� Mycket giftiga och giftiga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till nycket giftiga och giftiga ämnen och preparat när det är önskvärt att komplet-
tera S 13; till exempel när det finns risker vid inandning och ämnet eller preparatet bör förvaras
åtskilt från bostadsutrymmen. Skyddsfrasen syftar inte till att utesluta korrekt användning av ämnet
eller preparatet i bostadsutrymmen.

S 5 Förvara innehållet i � (lämplig vätska anges av tillverkaren)

� Tillämpning:

� Fasta ämnen och preparat som kan självantända.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till speciella fall, t.ex. natrium, kalium eller vit fosfor.

S 6 Förvaras i � (inert gas anges av tillverkaren)

� Tillämpning:

� Farliga ämnen och preparat som måste förvaras i inert atmosfär.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till speciella fall, t.ex. vissa organiska metallföreningar.
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S 7 Förpackningen förvaras väl tillsluten

� Tillämpning:

� Organiska peroxider.

� Ämnen och preparat som kan avge mycket giftiga, giftiga, hälsoskadliga eller extremt brandfarliga
gaser.

� Ämnen och beredningar som i kontakt med fukt avger extremt brandfarliga gaser.

� Mycket brandfarliga fasta ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för organiska peroxider.

� Rekommenderas för övriga fall som nämns ovan.

S 8 Förpackningen förvaras torrt

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som kan reagera våldsamt med vatten.

� Ämnen och preparat som vid kontakt med vatten utvecklar extremt brandfarliga gaser.

� Ämnen och preparat som vid kontakt med vatten utvecklar mycket giftiga eller giftiga gaser.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till de tillämpningsområden som nämns ovan, när det är nödvändigt att förstärka
de varningar som ges genom R 14, R 15 (i synnerhet) och R 29.

S 9 Förpackningen förvaras på väl ventilerad plats

� Tillämpning:

� Flyktiga ämnen och preparat som kan avge mycket giftiga, giftiga eller hälsoskadliga gaser.

� Extremt brandfarliga eller brandfarliga vätskor och extremt brandfarliga gaser.

� Kriterier för användning:

� Rekommenderas för flyktiga ämnen och preparat som kan avge mycket giftiga, giftiga eller hälsoskad-
liga ångor.

� Rekommenderas för extremt brandfarliga eller mycket brandfarliga vätskor eller extremt brandfarliga
gaser.

S 12 Förpackningen får inte tillslutas lufttätt

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som kan avge gaser eller ångor som kan spränga förpackningen

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till de speciella fall som nämns ovan.

S 13 Förvaras åtskilt från livsmedel och djurfoder

� Tillämpning:

� Mycket giftiga, giftiga och hälsoskadliga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Rekommenderas för sådana ämnen och preparat när de kan komma att användas av allmänheten.
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S 14 Förvaras åtskilt från � (oförenliga ämnen anges av tillverkaren)

� Tillämpning:

� Organiska peroxider.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för och normalt begränsad till peroxider. Kan dock komma till användning i särskilda fall
när oförenliga egenskaper kan medföra särskilda risker.

S 15 Får inte utsättas för värme

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som kan sönderfalla eller reagera spontant under inverkan av värme.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till speciella fall, t.ex. monomerer, och skall inte tilldelas om någon av riskfraserna
R 2, R 3 eller R 5 redan används.

S 16 Förvaras åtskilt från antändningskällor - Rökning förbjuden

� Tillämpning:

� Extremt brandfarliga eller mycket brandfarliga vätskor och extremt brandfarliga gaser.

� Kriterier för användning:

� Rekommenderas för de ämnen och preparat som nämns ovan, men skall inte tilldelas om någon av
riskfraserna R 2, R 3, eller R 5 redan används.

S 17 Förvaras åtskilt från brandfarliga ämnen

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som kan bilda explosiva eller självantändliga blandningar med brännbart mate-
rial.

� Kriterier för användning:

� För användning i speciella fall, t.ex. för att understryka R 8 och R 9.

S 18 Förpackningen hanteras och öppnas försiktigt

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som kan ge upphov till övertryck i förpackningen.

� Ämnen och preparat som kan bilda explosiva peroxider.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till de fall som nämns ovan när det finns risk för ögonskador och/eller när
ämnena och preparaten kan komma av användas av allmänheten.

S 20 Ät inte eller drick inte under hanteringen

� Tillämpning:

� Mycket giftiga, giftiga och frätande ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till speciella fall (t.ex. arsenik och arsenikföreningar samt fluoracetater), särskilt
när dessa kan komma att användas av allmänheten.
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S 21 Rök inte under hanteringen

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som bildar giftiga produkter vid förbränning.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till speciella fall (t.ex. halogenerade föreningar).

S 22 Undvik inandning av damm

� Tillämpning:

� Alla hälsofarliga fasta ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för sådana ämnen och preparat som nämns ovan vilka tilldelats R 42.

� Rekommenderas för sådana ämnen och preparat som nämns ovan vilka levereras i en form som kan
damma och för vilka hälsoriskerna vid inandning inte är kända.

S 23 Undvik inandning av gas/rök/ånga/dimma (lämplig formulering anges av tillverkaren)

� Tillämpning:

� Alla hälsofarliga vätske- eller gasformiga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för sådana ämnen och preparat som nämns ovan vilka tilldelats R 42.

� Obligatorisk för ämnen och preparat avsedda för sprutning eller sprayning. Antingen S 38 eller S 51
måste tilldelas dessutom.

� Rekommenderas när det är nödvändigt att fästa användarens uppmärksamhet på inandningsrisker
som inte framgår av de tilldelade riskfraserna.

S 24 Undvik kontakt med huden

� Tillämpning:

� Alla hälsoskadliga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för alla ämnen och preparat som tilldelats R 43, om inte S 36 också anges.

� Rekommenderas när det är nödvändigt att fästa användarens uppmärksamhet på hudkontaktrisker
som inte framgår av de tilldelade riskfraserna (t.ex. parestesi). Kan emellertid också användas för att
betona sådana riskfraser.

S 25 Undvik kontakt med ögonen

� Tillämpning:

� Alla hälsoskadliga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Rekommenderas när det är nödvändigt att fästa användarens uppmärksamhet på sådana risker vid
kontakt med ögonen som inte framgår av de tilldelade riskfraserna. Kan emellertid också användas
för att betona sådana riskfraser.

� Rekommenderas för alla ämnen som tilldelats R 34, R 35, R 36 eller R 41 och som kan komma att
användas av allmänheten.
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S 26 Vid kontakt med ögonen, spola genast med mycket vatten och kontakta läkare

� Tillämpning:

� Frätande eller irriterande ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för frätande ämnen och preparat och för sådana som tilldelats R 41.

� Rekommenderas för irriterande ämnen och preparat som tilldelats R 36.

S 27 Tag genast av alla nedstänkta kläder

� Tillämpning:

� Mycket giftiga, giftiga eller frätande ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för mycket giftiga ämnen och preparat som tilldelats R 27 och som kan komma att
användas av allmänheten.

� Rekommenderas för mycket giftiga ämnen och preparat som tilldelats R 27 och är avsedda för indust-
riellt bruk. Denna skyddsfras skall emellertid inte användas om S 36 skall anges.

� Rekommenderas för giftiga ämnen och preparat som tilldelats R 24 samt för frätande ämnen och pre-
parat som kan komma att användas av allmänheten.

S 28 Vid kontakt med huden tvätta genast med mycket � (anges av tillverkaren)

� Tillämpning:

� Mycket giftiga, giftiga och frätande ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för mycket giftiga ämnen och preparat

� Rekommenderas för de andra ämnen och preparat som anges ovan, särskilt när det är lämpligt att
skölja med en annan vätska än vatten.

� Rekommenderas för frätande ämnen och preparat som kan komma att användas av allmänheten.

S 29 Töm ej i avloppet

� Tillämpning:

� Extremt brandfarliga eller mycket brandfarliga vätskor som inte är blandbara med vatten.

� Mycket giftiga och giftiga ämnen och preparat.

� Miljöfarliga ämnen.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för miljöfarliga ämnen som tilldelats symbolen �N�, och som kan komma att användas av
allmänheten, såvida de inte är avsedda att användas i avlopp.

� Rekommenderas för andra ovan nämnda ämnen och preparat som kan komma att användas av all-
mänheten, såvida de inte är avsedda att användas i avlopp.
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S 30 Häll aldrig vatten på eller i produkten

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som reagerar våldsamt med vatten.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till speciella fall (t.ex. svavelsyra) och kan användas, när det är lämpligt för att ge
så tydlig information som möjligt, antingen för att understryka R 14 eller som ett alternativ till R 14.

S 33 Vidtag åtgärder mot statisk elektricitet

� Tillämpning:

� Extremt eller mycket brandfarliga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Rekommenderas för ämnen och preparat som används inom industrin och som inte absorberar fukt.
Används i praktiken aldrig för ämnen och preparat som släpps ut på marknaden för att användas av
allmänheten.

S 35 Produkt och förpackning skall oskadliggöras på säkert sätt

� Tillämpning:

� Alla farliga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Rekommenderas för ämnen och preparat för vilka det krävs särskild vägledning för att tillförsäkra att
de bortskaffas på lämpligt sätt.

S 36 Använd lämpliga skyddskläder

� Tillämpning:

� Organiska peroxider.

� Mycket giftiga, giftiga eller hälsoskadliga ämnen och preparat

� Frätande ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för mycket giftiga och frätande ämnen och preparat.

� Obligatorisk för de ämnen och preparat som tilldelats R 21 eller R 24.

� Obligatorisk för cancerframkallande, mutagena och reproduktionstoxiska ämnen i kategori 3 om
dessa verkningar inte uppkommer enbart vid inandning av ämnet eller preparatet.

� Obligatorisk för organiska peroxider.

� Rekommenderas för giftiga ämnen och preparat för vilka LD50-värdet (dermalt) inte är känt, men som
troligen är giftiga vid hudkontakt.

� Rekommenderas för ämnen och preparat som används inom industrin och som kan skada hälsan vid
förlängd exponering.

S 37 Använd lämpliga skyddshandskar

� Tillämpning:

� Mycket giftiga, giftiga, hälsoskadliga eller frätande ämnen och preparat.

� Organiska peroxider.

� Ämnen och preparat som irriterar huden eller ger upphov till sensibilisering vid hudkontakt.
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� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för mycket giftiga och frätande ämnen och preparat

� Obligatorik för ämnen och preparat som tilldelats antingen R 21, R 24 eller R 43.

� Obligatorisk för cancerframkallande, mutagena och reproduktionstoxiska ämnen i kategori 3 om
dessa verkningar inte uppkommer enbart vid inandning av ämnet eller preparatet

� Obligatorisk för organiska peroxider.

� Rekommenderas för giftiga ämnen och preparat för vilka LD50-värdet (dermalt) inte är känt men som
troligen är hälsoskadliga vid hudkontakt.

� Rekommenderas för ämnen och preparat som irriterar huden.

S 38 Använd lämpligt andningsskydd vid otillräcklig ventilation

� Tillämpning:

� Mycket giftiga eller giftiga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till speciella fall som rör användandet av mycket giftiga eller giftiga ämnen och
preparat inom industrin eller jordbruket.

S 39 Använd skyddsglasögon eller ansiktsskydd

� Tillämpning:

� Organiska peroxider.

� Frätande ämnen och preparat, inklusive irriterande ämnen och preparat som kan ge upphov till all-
varlig ögonskada.

� Mycket giftiga och giftiga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för de ämnen och preparat vilka tilldelats R 34, R 35 eller R 41.

� Obligatorisk för organiska peroxider.

� Rekommenderas när det är nödvändigt att fästa användarens uppmärksamhet på sådana risker vid
kontakt med ögon som inte framgår av de tilldelade riskfraserna.

� Normalt begränsad till särskilda fall för mycket giftiga och giftiga ämnen och preparat, då det finns
risk för stänk och det är troligt att de lätt absorberas genom huden.

S 40 Golv och förorenade föremål tvättas med � (anges av tillverkaren)

� Tillämpning:

� Alla farliga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till de farliga ämnen och preparat för vilka vatten inte anses vara ett lämpligt ren-
göringsmedel (t.ex. där absorption med hjälp av pulverformigt material, användning av lösningsmedel
etc. är nödvändig) och där det är viktigt av hälso- och/eller säkerhetsskäl att det ges en varning på eti-
ketten.

S 41 Undvik inandning av rök vid brand eller explosion

� Tillämpning:

� Farliga ämnen och preparat som vid förbränning avger mycket giftiga eller giftiga gaser.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till speciella fall.
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S 42 Använd lämpligt andningsskydd vid gasning/sprutning (specificeras av tillverkaren)

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat avsedda för sådan användning, men som kan riskera användarens hälsa och
säkerhet om inte lämpliga försiktighetsåtgärder vidtas

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till speciella fall.

S 43 Vid brandsläckning använd � (ange lämplig metod. Om vatten ökar risken, lägg till �Använd
aldrig vatten�)

� Tillämpning:

� Extremt brandfarliga, mycket brandfarliga och brandfarliga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för ämnen och preparat som i kontakt med vatten eller fuktig luft utvecklar extremt
brandfarliga gaser.

� Rekommenderas för extremt brandfarliga, mycket brandfarliga och brandfarliga ämnen och preparat,
särskilt när de inte är blandbara med vatten.

S 45 Vid olycksfall, illamående eller annan påverkan, kontakta omedelbart läkare (visa om möjligt eti-
ketten)

� Tillämpning:

� Mycket giftiga ämnen och preparat.

� Giftiga och frätande ämnen och preparat.

� Ämnen och preparat som ger upphov till sensibilisering vid inandning.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för de ämnen och preparat som nämns ovan.

S 46 Vid förtäring kontakta genast läkare och visa denna förpackning eller etiketten

� Tillämpning:

� Alla farliga ämnen och preparat förutom de som är mycket giftiga, giftiga, frätande eller miljöfarliga.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för alla farliga ämnen och preparat som nämns ovan och som kan komma att användas
av allmänheten, förutom då det inte finns några skäl att de är farliga att förtära, i synnerhet av barn.

S 47 Förvaras vid en temperatur som inte överstiger � °C (anges av tillverkaren)

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som blir instabila vid en viss temperatur.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till speciella fall (t.ex. vissa organisk peroxider).

S 48 Innehållet skall hållas fuktigt med � (lämpligt material anges av tillverkaren)

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som kan bli mycket känsliga för gnistor, friktion eller stötar om de tillåts torka
ut.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till speciella fall, t.ex. nitrocellulosa
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S 49 Förvaras endast i originalförpackningen

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som är känsliga för katalytisk sönderdelning.

� Kriterier för användning:

� Ämnen och preparat som är känsliga för sönderdelning, t.ex. vissa organiska peroxider.

S 50 Blanda inte med � (anges av tillverkaren)

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som kan reagera med den angivna produkten och utveckla mycket giftiga eller
giftiga gaser.

� Organiska peroxider.

� Kriterier för användning:

� Rekommenderas för ämnen och preparat som nämns ovan, vilka kan komma att användas av allmän-
heten, ner denna fras är ett bättre alternativ än R 31 eller R 32.

� Obligatorisk för vissa peroxider som kan reagera våldsamt med acceleratorer eller promotorer.

S 51 Sörj för god ventilation

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som kan avge eller är avsedda att avge ånga, damm, aerosol, rök, dimma, etc.
och som medför risker vid inandning eller risk för brand eller explosion.

� Kriterier för användning:

� Rekommenderas när användningen av S 38 inte är lämplig. Särskilt viktig när sådana ämnen och pre-
parat kan komma att användas av allmänheten.

S 52 Olämpligt för användning inomhus vid behandling av stora ytor

� Tillämpning:

� Mycket giftiga, giftiga eller hälsoskadliga flyktiga ämnen och preparat som innehåller dessa ämnen.

� Kriterier för användning:

� Rekommenderas när hälsoskador kan orsakas av längre tids exponering för dessa ämnen på grund av
att de avdunstar från stora behandlade ytor i bostäder eller andra avgränsade utrymmen inomhus där
människor vistas.

S 53 Undvik exponering � Begär specialinstruktioner före användning

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som är cancerframkallande, mutagena eller reproduktionstoxiska.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för de ämnen och preparat som nämns ovan vilka tilldelats minst en av följande R-fraser:
R 45, R 46, R 49, R 60 eller R 61.

S 56 Lämna detta material och dess behållare till insamlingsställe för farligt avfall

� Tillämpning:

� Alla farliga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Rekommenderas för alla farliga ämnen och preparat som kan komma att användas av allmänheten,
och som kräver särskilt bortskaffande.
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S 57 Förvaras på lämpligt sätt för att undvika miljöförorening

� Tillämpning:

� Ämnen som tilldelats symbolen �N�.

� Kriterier för användning:

� Normalt begränsad till ämnen som troligen inte kommer att användas av allmänheten.

S 59 Rådfråga tillverkare/leverantör om återvinning/återanvändning

� Tillämpning:

� Alla farliga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för ämnen som är farliga för ozonskiktet.

� Rekommenderas för andra ämnen och preparat för vilka återvinning/återanvändning rekommenderas.

S 60 Detta material och dess behållare skall tas om hand som farligt avfall

� Tillämpning:

� Alla farliga ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Rekommenderas för ämnen och preparat som troligen inte kommer att användas av allmänheten och
som inte tilldelats S 35.

S 61 Undvik utsläpp till miljön. Läs särskilda instruktioner/varuinformationsblad

� Tillämpning:

� Miljöfarliga ämnen.

� Kriterier för användning:

� Normalt använd för ämnen som tilldelats symbolen �N�.

� Rekommenderas för alla ämnen som klassificeras som miljöfarliga och som inte avses ovan.

S 62 Vid förtäring, framkalla ej kräkning. Kontakta genast läkare och visa denna förpackning eller eti-
ketten

� Tillämpning:

� Ämnen och preparat som är klassificerade som hälsoskadliga med R 65 i enlighet med kriterierna i
punkt 3.2.3.

� Gäller inte ämnen och preparat som släpps ut på marknaden i aerosolbehållare (eller i behållare för-
sedda med försluten sprayanordning), se punkterna 8 och 9.

� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för ovannämnda ämnen och preparat om de säljs till eller kan komma att användas av
allmänheten, utom i de fall där S 45 eller S 46 är obligatorisk.

� Rekommenderas för ovannämnda ämnen och preparat vid industriellt bruk, utom i de fall där S 45
eller S 46 är obligatorisk.

S 63 Vid olycksfall via inandning, flytta den drabbade till frisk luft och låt vila

� Tillämpning:

� Mycket giftiga och giftiga ämnen och preparat (gaser, ångor, partiklar, flyktiga vätskor).

� Ämnen och preparat som ger upphov till sensibilisering vid inandning.
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� Kriterier för användning:

� Obligatorisk för ämnen och preparat som tilldelats R 26, R 23 eller R 42 och som kan komma att
användas av allmänheten på ett sådant sätt att det finns risk för inandning.

S 64 Vid förtäring, skölj munnen med vatten (endast om personen är vid medvetande)

� Tillämpning:

� Frätande eller irriterande ämnen och preparat.

� Kriterier för användning:

� Rekommenderas för de ämnen och preparat som nämns ovan och som kan komma att användas av
allmänheten och där den ovan nämnda behandlingen är lämplig.

7.5.2 Val av skyddsfraser

Vid det slutliga valet av skyddsfraser skall hänsyn tas till de riskfraser som anges på etiketten och till hur
ämnet eller preparatet är avsett att användas:

� Det räcker i allmänhet med högst fyra S-fraser för att ange den viktigaste skyddsinformationen. De sam-
mansatta skyddsfraser som anges i bilaga IV skall betraktas som en fras.

� När det gäller S-fraser som rör bortskaffande, skall en S-fras användas, om det inte är uppenbart att bort-
skaffande av materialet och dess behållare inte medför någon fara för människors hälsa eller för miljön.
Information om hur ämnen och preparat bortskaffas på ett säkert sätt är särskilt viktigt när de säljs till all-
mänheten.

� Vissa R-fraser blir överflödiga om S-fraserna väljs på rätt sätt och vice versa. S-fraser som uppenbart mot-
svarar R-fraser behöver endast anges på etiketten i avsikt att betona en viss varning.

� Vid val av skyddsfraser skall särskild vikt fästas vid hur och under vilka förhållanden ämnet eller prepara-
tet är avsett att användas, t.ex. sprayning eller andra aerosoleffekter. Fraser skall väljas med tanke på den
avsedda användningen.

� Skyddsfraserna S 1, S 2 och S 45 är obligatoriska för alla mycket giftiga, giftiga och frätande ämnen och
preparat som säljs till allmänheten.

� Skyddsfraserna S 2 och S 46 är obligatoriska för alla andra farliga ämnen och preparat (utom sådana som
endast är klassificerade som miljöfarliga) som säljs till allmänheten.

När de fraser som valts i enlighet med kriterierna i punkt 6.2 leder till tvetydighet eller till att vissa fraser blir
överflödiga, eller när det är uppenbart att vissa inte är nödvändiga för en viss produkt eller förpackning, kan
dessa fraser utgå.

8. SPECIALFALL: ÄMNEN

8.1 Transportabla gasbehållare

När det gäller transportabla gasbehållare anses märkningskraven vara uppfyllda när de överensstämmer med
bestämmelserna i artikel 23 eller 24.6 b.

Som undantag från artikel 24.1 och 24.2 kan något av följande alternativ användas för gasbehållare som rym-
mer högst 150 liter:

� Etikettens utformning och storlek kan följa kraven i ISO-standard ISO/DP 7225.

� Den information som anges i artikel 23.2 kan lämnas pä en beständig platta eller etikett fastsatt på behål-
laren.
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8.2 Gasbehållare avsedda för propan, butan eller gasol

Dessa ämnen klassificeras i bilaga I. Även om de klassificeras i enlighet med artikel 2, utgös de ingen fara för
människors hälsa när de släpps ut på marknaden som gaser vilka endast är avsedda för förbränning, i slutna
påfyllningbara behållare eller engångsbehållare inom ramen för EN 417.

Dessa behållare måste märkas med lämplig symbol samt R- och S-fraser angående brandfarlighet. Det krävs
inte någon information på etiketten om effekterna på människors hälsa. Den information om effekterna på
människors hälsa som skulle ha lämnats på etiketten skall dock, i den form som föreskrivs i artikel 27 i direk-
tivet överlämnas till yrkesanvändaren av den person som ansvarar för att släppa ut ämnet på marknaden. Kon-
sumenten skall få tillräcklig information för att denne skal kunna vidta alla nödvändiga hälso- och säkerhets-
åtgärder, enligt artikel 1.3 i direktiv 91/155/EEG, ändrat genom direktiv 93/112/EEG.

8.3 Metaller i massiv form

Dessa ämnen är klassificerade i bilaga I eller skall klassificeras i enlighet med artikel 6. Vissa av dessa ämnen
utgör emellertid, trots att de är klassificerade i enlighet med artikel 2, ingen fara för människors hälsa vid
inandning, förtäring eller hudkontakt eller för vattenmiljön i den form de släpps ut på marknaden. Sådana
ämnen behöver inte märkas i enlighet med artikel 23. Den som ansvarar för att släppa ut metallen på mark-
naden skall emellertid förse användaren med all information som annars skulle ha angivits på etiketten, i den
form som anges i artikel 27.

8.4 Ämnen som tilldelats R 65

Ämnen som klassificeras som hälsoskadliga på grundval av aspirationsrisk behöver inte märkas som hälsoskad-
liga med R 65 då de släpps ut på. marknaden i aerosolbehållare eller i behållare försedda med en försluten
sprayanordning.�
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