L 136/90

De Europeaiske Fallesskabers Tidende

8.6.2000

KOMMISSIONENS DIREKTIV 2000/33/EF

af 25. april 2000

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

(EQ@S-relevant tekst)

KOMMISSIONEN FOR DE EUROPAISKE FALLESSKABER HAR —

under henvisning til traktaten om oprettelse af Det Europaiske
Fellesskab,

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

ud fra felgende betragtninger:

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

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

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

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

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

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

UDSTEDT FOLGENDE DIREKTIV:

Artikel 1

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

Artikel 2

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

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

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

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

Artikel 3

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

Artikel 4

Dette direktiv er rettet til medlemsstaterne.

Udfeerdiget i Bruxelles, den 25. april 2000.

Pi Kommissionens vegne
Margot WALLSTROM

Medlem af Kommissionen
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1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.5.3.1.

BILAG I

»B.40. HUDATSNING

METODE

Indledning

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

Se desuden den generelle indledning, del B.

Definitioner

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

Referencestoffer

Ingen nermere angivet, men se punkt 1.5.3.4 og 1.7.2.3.

Princippet i testmetoden — Rottehud-TER-testen

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

Beskrivelse af testmetode — Rottehud-TER-testen

Forsegsdyr

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

Fremstilling af hudlapper

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

Fremgangsmdde

Applikation af testmaterialet

Flydende teststoffer (150 pl) appliceres pé den epidermale overflade inde i reret (figur 2). Drejer det sig om
faste stoffer, skal tilstraeekkeligt af stoffet paferes hudlappen, s hele overfladen er dakket af stoffet. Deionise-
ret vand (150 pl) tilseettes oven pd stoffet, og reret rystes forsigtigt. Teststoffet skal have maksimal kontakt
med huden. Med henblik herpa kan det vaere nedvendigt at opvarme visse faste stoffer til 30°C, s de smel-
ter, eller rive dem til et kornet materiale eller male dem til pulver.
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1.5.3.2.

1.5.3.3.

1.5.3.3.1.

1.5.3.3.2.

Der bruges tre hudlapper til hvert teststof. Stofferne skal vaere i kontakt med hudlappen i 24 timer (se ligele-
des 1.5.3.4). Stoffet fjernes ved spuling under vandhane med vand med en temperatur pa hejst 30°C, indtil
der ikke kan fjernes mere af stoffet. Stoffer, der er stivnet i roret, kan eventuelt fjernes ved hjelp af en kraftig
stréle vand, der er omkring 30°C varmt.

TER-mélinger

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

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

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

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

Procedure tilpasset overfladeaktive og neutrale organiske stoffer

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

Applikation og fjernelse af farvestoffet sulforhodamin B

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

Beregning af farveindhold

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

Yderligere informationer

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

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

Testmetodens princip — Miling ved forsagsopstilling med human hud

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

strekkeligt cytotoksiske til at fremkalde celleded i de underliggende cellelag.

Beskrivelse af testmetoden — Forsegsopstilling med human hud

Modeller for human hud

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

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

Fremgangsmdde

Applikation af teststoffet

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

Madling af cellers levedygtighed

Enhver kvantitativ, godkendt metode kan bruges til miling af cellers levedygtighed. Den hyppigst anvendte
maling er MTT-reduktionstesten, som har vist sig at give nejagtige og reproducerbare resultater i forskellige
laboratorier (2). Hudlappen anbringes i en MTT-oplesning pd 0,3 mg/ml ved 20-28°C i 3 timer. Den bund-
feeldede bla formazan ekstraheres (ekstraktion med oplesningsmidler), og formazankoncentrationen beregnes
ud fra maling af OD ved en begelengde mellem 545 og 595 nm.
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2.2.

Yderligere information

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

DATA

Behandling af resultaterne

Rottehud-TER-testen

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

Test med human hudmodel

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

Evaluering og fortolkning af resultater

Rottehud-TER-testen

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

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

Test med human hudmodel

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

FREML AGGELSE AF RESULTATER

Testrapport
Testrapporten skal som et minimum indeholde folgende oplysninger:

Teststof

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

Omsteendigheder ved testen
— Detaljer i den anvendte fremgangsmade

— Beskrivelse af og motivering for eventuelle modifikationer.
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Resultater

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

Beskrivelse af eventuelle andre observationer.

Diskussion af resultater

Konklusioner
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Figur 1
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Figur 2
Apparatur til rottehud-TER-test
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1.1.

1.2

BILAG II

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

METODE

Indledning

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

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

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

huden.

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

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

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

Definitioner

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Referencestoffer

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

Indledende betragtninger

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

Testmetodens princip

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

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

Kvalitetskriterier

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

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

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

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

Beskrivelse af testmetoden

Forberedelser

Celler

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

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

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

Medier og dyrkningsbetingelser

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

Fremstilling af cellekulturer

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

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

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

Metabolisk aktivering

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

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

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

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

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

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

UV-bestrdling/fremstilling

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

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

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

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

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

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

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

Testbetingelser

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

Fremgangsmdde (')

1.dag

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

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

2.dag

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

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

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

3. dag
Mikroskopisk evaluering

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

Neutral Red's optagelse i cellerne

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

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

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

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

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

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

Kvalitative og kvantitative data

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

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

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

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

Behandling af resultaterne

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

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

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

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

EC,, (- UV)

(a) PIF = —0 —
EC,, (+ UV)

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

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

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

C -U

EC,, (+ UV)

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

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

Cmax (_ UV)

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

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

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

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

Tolkning af resultaterne

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

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

RAPPORTERING

Testrapport
Testrapporten skal indeholde felgende information:

Teststoffet:

— Identifikationsdata og CAS-nummer, hvis kendt

— Fysiske egenskaber og renhedsgrad

— Fysisk-kemiske egenskaber, som er relevante for undersegelsen

— Stabilitet og fotostabilitet, hvis kendt

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

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

Celler:

— Celletype og oprindelse

— Fraver af mycoplasma

— Antal generationer, hvis kendt

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

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

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

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

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

— Varigheden af udszttelsen for det kemiske stof

Testbetingelser (c); bestrdling

— Begrundelse for valget af lyskilde

— Lyskildens spektrale strdlingskarakteristik

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

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

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

— Varigheden af udszttelsen for UV/synligt lys

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

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

Testbetingelser (d); NRU-testen

— Sammensatning af Neutral Red-mediet

— Varigheden af inkubationen med NR

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

— Omstendighederne ved ekstraktion af NR (ekstraktionsmiddel, varighed)

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

— Indholdet i brenden anvendt til eventuel méling af negative kontroller

Resultater

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

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

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

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

— Klassifikation af fototoksiciteten

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

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

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

Diskussion af resultater

Konklusioner
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Tilleeg

3T3 NRU-fototoksicitetstestens rolle i et sekvensskema til testning af kemikaliers fototoksicitet

Primarevaluering af
kemikaliet
(Q)SAR, fotokemi

Absorptionsspektra
for UV/synligt lys i
relevante
oplesningsmidler
(f.eks. OECD TG 101)

absorption

Yderligere

ingen

absorption

In vitro 3T3 NRU-fototoksicitetstesten

Regulerende
forholdsregler ved
human brug,
f.eks. etikettering

ved konc.
® > 100 pg/ml

ved konc.
© <100 pg/ml

L 4
Godkendt bekrzeftende

test
(se afsnit 2.4)

Intet akut
fototoksisk
potentiale

A 4

In vitro
fotogenotoksicitet

Fotoallergitest
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Sikkerhedstest
p& mennesker«




