
AFSNIT B: METODER TIL BESTEMMELSE AF TOKSICITET OG ANDRE
SUNDHEDSVIRKNINGER
GENEREL INDLEDNING: AFSNIT B
A. FORKLARENDE BEMAERKNINGER
Til denne indledning anvendes foelgende nummerering:
B.15 Genmutation - Saccharomyces cerevisiae
B.16 Mitotisk rekombination - Saccharomyces cerevisiae
B.17 Genmutationstest - pattedyrceller in vitro
B.18 DNA-skade og DNA-reparation - Unscheduled DNA synthesis - pattedyrceller in vitro
B.19 Soesterkromatidombytning (SCE) in vitro
B.20 Koensbundet recessiv letal test - Drosophila melanogaster
B.21 Celletransformationstest - pattedyrceller in vitro
B.22 Dominant letal test - gnavere
B.23 TEST FOR KROMOSOMABERRATIONER I SPERMATOGONIER HOS PATTEDYR
B.24 Spottest - mus
B.25 Arvelig translokation hos mus
B.26 Subkronisk toksicitet, oral indgift: 90 dages gentagen oral indgift til gnavere
B.27 Subkronisk toksicitet, oral indgift: 90 dages gentagen oral indgift under anvendelse af andre
dyrearter end gnavere
B.28 Subkronisk toksicitet, optagelse gennem huden: 90 dages gentagen dosering paa hud under
anvendelse af gnavere
B.29 Subkronisk toksicitet, inhalation: 90 dages gentagen inhalation under anvendelse af gnavere
B.30 Undersoegelse af kronisk toksicitet
B.31 Teratogenicitetsundersoegelse i gnavere og ikke-gnavere
B.32 Carcinogenicitetsundersoegelse
B.33 Kombineret undersoegelse af carcinogenicitet/kronisk toksicitet
B.34 Reproduktionstoksicitetsundersoegelse i en generation
B.35 Reproduktionstoksicitetsundersoegelse i to generationer
B.36 Toksikokinetik
B. GENERELLE DEFINITIONER PAA TERMER, DER ER ANVENDT I
TESTMETODERNE I DETTE BILAG
i) Akut toksicitet: de skadelige virkninger, der optraeder inden for et givet tidsrum (saedvanligvis
14 dage) efter udsaettelse for en enkelt dosis af et teststof.
ii) Tydelige tegn paa toksicitet: generel term til beskrivelse af klare tegn paa toksicitet efter
indgift af teststoffet. Disse tegn boer vaere tilstraekkelige som grundlag for risikovurdering og
vaere
af en saadan art, at en foroegelse af dosen kan forventes at resultere i udvikling af alvorlige tegn
paa toksicitet og sandsynlighed for doedelighed.
iii) Dosis: maengden af indgivet teststof. Dosis udtrykkes som vaegt (gram eller milligram) eller
som
vaegt af teststoffet pr. vaegtenhed af forsoegsdyr (f.eks. mg pr. kg legemsvaegt) eller som
konstante
koncentrationer i foderet (milliontedele eller mg pr. kg foder).
iv) Den kritiske dosis: den hoejeste af de fire fastdosisniveauer, som kan indgives, uden at det
medfoerer stofrelateret doedelighed (aflivning af etisk aarsag).
v) Dosering: generel term, der omfatter dosis, dosishyppighed og doseringens varighed.
vi) LD50 (middel letal dosis): den statistiske bestemte enkeltdosis af et teststof, som kan
forventes at foraarsage 50 % af forsoegsdyrenes doed. LD50-vaerdier udtrykkes som vaegt af
teststof pr.
vaegtenhed af forsoegsdyr (mg/kg).
vii) LC50 (middel letal koncentration): den statistiske bestemte koncentration af et stof, som kan



forventes at foraarsage 50 % af forsoegsdyrenes doed enten under eksponeringen eller inden for
et
fastsat tidsrum efter eksponering i en bestemt periode.
LC50-vaerdier udtrykkes som vaegt af teststof pr. luftvolumenenhed ved standardbetingelser
(mg/liter).
viii) NOAEL: forkortelse for no observed adverse effect level, dvs. den hoejeste dosis eller det
hoejeste eksponeringsniveau, hvor der ikke iagttages skadelige behandlingsrelaterede resultater.
ix) Toksicitet ved gentagen dosering/subkronisk toksicitet: de skadelige virkninger, som
iagttages
paa forsoegsdyr som foelge af dagligt gentagen indgift af eller eksponering for et kemisk stof
gennem
en lille del af dyrenes forventede levetid.
x) Maksimal tolerabel dosis (MTD): den hoejeste dosis, som har toksiske virkninger uden dog i
vaesentlig grad at paavirke overlevelsesgraden i det forsoeg, hvor den anvendes.
xi) Hudirritation: dannelse af inflammatoriske forandringer i huden som foelge af applikation af
et
teststof.
xii) OEjenirritation: dannelse af forandringer i oejet som foelge af applikation af et teststof paa
oejeaeblet.
xiii) Hudsensibilisering: (allergisk kontakteksem): immunologisk udloest hudreaktion paa et
teststof.
xiv) AEtsning af huden: dannelse af irreversibel vaevsskade i huden efter applikation af et
teststof
i et tidsrum fra tre minutter til fire timer.
xv) Toksikokinetik: undersoegelse af teststoffers absorption, distribution, metabolisme og
udskillelse.
xvi) Absorption: den (eller de) proces(ser), hvorved et teststof traenger ind i kroppen.
xvii) Udskillelse: den (eller de) proces(ser), hvorved et teststof og/eller dets
stofskifteprodukter udskilles af kroppen.
xviii) Distribution: den (eller de) proces(ser), hvorved det absorberede teststof og/eller dets
stofskifteprodukter cirkulerer i og udskilles fra forskellige organer og vaev i kroppen.
xix) Metabolisme: den (eller de) proces(ser), der foraarsager strukturelle aendringer i teststoffet i
kroppen enten ved enzymatiske eller non-enzymatiske reaktioner.
B.I Akut toksicitet, toksicitet ved gentagen dosis, subkronisk toksicitet og kronisk toksicitet
Et stofs akutte toksiske virkninger og dets toksiske virkninger paa enkelte organer eller hele
organismen kan vurderes med en raekke toksicitetstests (metode B.1-B.5), hvorfra der efter en
enkelt
dosis kan udledes et foreloebigt tegn paa toksicitet.
Afhaengigt af stoffets toksicitet kan der anvendes en graensetest i stedet for en fuldstaendig
LD50-test: der er dog ikke specificeret nogen graensetest for inhalationsundersoegelser, da det
ikke
har vaeret muligt at definere en enkelt graensevaerdi for eksponering ved inhalation.
Der anvendes saa vidt muligt metoder, der bruger faerrest mulige dyr eller mindsker dyrenes
lidelser,
f.eks. fastdosismetoden (metode B.1.bis) og metoden til klassificering som akut toksisk (metode
B.1.ter). Ved niveau 1-testning kan en undersoegelse paa en anden dyreart supplere
konklusionerne af
den foerste undersoegelse. I saa fald kan der anvendes en standardtestmetode, eller metoden kan
tilpasses til et mindre antal dyr.
Testen for toksicitet ved gentagen dosis (metode B.7, B.8 og B.9) omfatter vurdering af toksiske
virkninger ved gentagen eksponering. Der laegges vaegt paa omhyggelige kliniske iagttagelser af



dyrene, saa der udledes flest mulige oplysninger af testen. Med disse tests skulle det vaere muligt
at identificere maalorganerne for toksicitet og de toksiske og ikke-toksiske doser. Der kan vaere
behov for mere tilbundsgaaende undersoegelser af disse aspekter i langtidsundersoegelser
(metode
B.26-B.30 og B.33).
B.II Mutagenicitet - genotoksicitet
Ved mutagenicitet menes induktion af vedvarende, overfoerbare aendringer i maengden eller
strukturen
af cellers eller organismers genetiske materiale. Disse aendringer, »mutationer«, kan beroere et
enkelt gen eller gen-segmenter, en sammenhaengende raekke gener eller hele kromosomer.
Virkningerne
paa hele kromosomer kan bestaa i aendringer i disses struktur og/eller antal.
Et stofs mutagene aktivitet vurderes med in vitro-tests for gen(punkt)mutationer i bakterier
(metode B.13/14) og/eller for strukturelle kromosomforandringer i pattedyrceller (metode B.10).
In vivo-metoder kan ogsaa accepteres, f.eks. mikronucleustesten (metode B.12) eller analyse af
knoglemarvsceller i metafasen (metode B.11). Medmindre der foreligger kontraindikationer,
boer in
vitro-metoder imidlertid klart foretraekkes.
Ved fremstilling af store maengder kan der kraeves supplerende undersoegelser til yderligere
paavisning
af mutagenicitet eller prae-screening for carcinogenicitet og/eller til udfoerelse eller opfoelgning
af en risikovurdering; disse undersoegelser kan anvendes til flere formaal: til at bekraefte
resultater, der er indhentet i basisundersoegelserne; til at analysere endepunkter, der ikke er
undersoegt i basisundersoegelserne, og til at paabegynde eller udvide in vivo-undersoegelser.
Derfor omfatter metode B.15-B.25 baade in vivo og in vitro eukariotiske systemer samt en
udvidet
raekke biologiske endepunkter. Disse tests giver oplysning om punktmutationer og andre
endepunkter i
organismer, der er mere komplekse end de bakterier, som bruges i basisundersoegelserne.
Naar man planlaegger et supplerende program til undersoegelse af mutagen effekt, boer det
udformes
saaledes, at det giver relevant yderligere viden om det paagaeldende stofs mutagene og/eller
carcinogene potentiale.
Hvilke undersoegelser der er hensigtsmaessige i konkrete tilfaelde, afhaenger af talrige faktorer,
herunder ogsaa stoffets kemiske og fysiske egenskaber, resultaterne af de indledende
bakteriologiske
og cytogenetiske tests, stoffets omsaetning og indflydelse paa stofskifteprocesserne, resultaterne
af
andre toksikologiske undersoegelser og den eksisterende viden om stoffets anvendelse. Valget af
test
boer derfor, i betragtning af de varierende faktorer der skal tages hensyn til, ikke underlaegges et
stramt skema.
Direktiv 93/67/EOEF indeholder visse generelle principper for teststrategien; den tekniske
vejledning i risikovurdering indeholder mere detaljerede teststrategier, som ikke desto mindre er
fleksible og kan tilpasses de konkrete omstaendigheder.
Metoder til yderligere undersoegelser er anfoert nedenfor, opdelt efter deres vigtigste genetiske
endepunkt:
Undersoegelser af gen(punkt)mutationer
a) Fremad- eller tilbagemutationsundersoegelser med anvendelse af eukaryotiske
mikroorganismer
(Saccharomyces cerevisiae) (metode B.15).



b) In vitro-undersoegelser af fremadmutation i pattedyrceller (metode B.17).
c) Den koensbundne recessive letale test i Drosophila melanogaster (metode B.20).
d) In vivo somatisk cellemutationstest: spottest i mus (metode B.24).
Undersoegelser af kromosomforandringer
a) In vivo cytogenetiske undersoegelser i pattedyr. Det boer overvejes at foretage in vivo
analyser
af knoglemarvsceller i metafase, hvis de ikke er foretaget i den indledende vurdering (metode
B.11). Endvidere kan in vivo cytogenetiske undersoegelser af koensceller inddrages (metode
B.23).
b) In vitro cytogenetiske undersoegelser i pattedyrceller, hvis de ikke er foretaget i den
indledende vurdering (metode B.10).
c) Dominant letal test i gnavere (metode B.22).
d) Arvelig translokation hos mus (metode B.25).
Genotoksiske virkninger - virkninger paa DNA
Genotoksicitet, kendetegnet ved potentielt skadelige virkninger paa det genetiske materiale, som
ikke noedvendigvis er forbundet med mutagenicitet, kan vise sig ved induceret DNA-
beskadigelse uden
direkte tegn paa mutation. Foelgende metoder med anvendelse af eukaryotiske mikroorganismer
eller
pattedyrceller kan vaere velegnede til saadanne undersoegelser:
a) Mitotisk rekombination i Saccharomyces cerevisiae (metode B.16).
b) DNA-skade og DNA-reparation - unscheduled DNA synthesis i pattedyrceller (in vitro)
(metode
B.18).
c) Soesterkromatidombytning i pattedyrceller (in vitro) (metode B.19).
Alternative metoder til undersoegelse for kraeftfremkaldende potentiale
Der findes tests for pattedyrcellers transformation, som maaler et stofs evne til at fremkalde
morfologiske og adfaerdsmaessige aendringer i cellekulturer, der menes at vaere forbundet med
maligne
transformationer - in vivo (metode B.21). Der kan bruges en raekke forskellige celletyper og
transformationskriterier.
Vurdering af risikoen for arvelige effekter i pattedyr
Der findes metoder til maaling af arvelig effekt i intakte pattedyr, frembragt af
gen(punkt)mutationer, som f.eks. i specifik locus test med anvendelse af mus, til maaling af
koenscellemutation i foerste generation (ikke medtaget i dette bilag) eller til maaling af
kromosomforandringer, som f.eks. i arvelig translokationstests i mus (metode B. 25). Saadanne
metoder kan anvendes ved vurdering af den eventuelle humangenetiske risiko ved et stof. I
betragtning af disse undersoegelsers komplekse karakter og det meget store antal dyr, der er
behov
for, isaer til specifik locus test, skal der vaere vaegtige grunde til at gennemfoere disse
undersoegelser.
B.III Carcinogenicitet
Kemiske stoffer kan beskrives som genotoksiske eller ikke-genotoksiske carcinogener,
afhaengigt af
den formodede virkningsmekanisme.
Mutagenicitets/genotoksicitetsundersoegelserne kan give foreloebige oplysninger om et stofs
genotoksiske kraeftfremkaldende potentiale. Yderligere oplysninger kan faas med tests for
toksicitet
ved gentagen dosis, for subkronisk toksicitet eller kronisk toksicitet. Toksicitetstesten med
gentagen dosis, metode B.7, og laengerevarende undersoegelser med gentagen dosis omfatter
vurdering



af histopatologiske aendringer, der er iagttaget i toksicitetstests med gentagen dosis, f.eks.
hyperplasi i visse vaev. Disse undersoegelser og toksikokinetiske oplysninger kan anvendes til at
paavise kemiske stoffer med carcinogent potentiale, som eventuelt boer undersoeges yderligere i
en
carcinogenicitetstest (metode B.32) eller ofte i en kombineret undersoegelse for kronisk
toksicitet/carcinogenicitet (metode B.33).
B.IV Reproduktionstoksicitet
Reproduktionstoksicitet kan paavises paa forskellige maader (f.eks. mindskelse af
reproduktionsfunktionen eller -evnen hos hanner og hunner, identificeret som »virkninger paa
fertiliteten«, eller induktion af ikke-arvelige skadelige virkninger paa afkommet, identificeret
som
»udviklingstoksicitet«, der ogsaa omfatter teratogenicitet og virkninger under laktation.
For teratogenicitetsundersoegelserne, som indgaar i udviklingstoksicitetstestningen, er
testmetoden
(metode B.31) primaert beregnet paa oral indgift. Som alternativ kan andre indgiftsveje
anvendes,
afhaengigt af teststoffets fysiske egenskaber eller den sandsynlige eksponeringsvej for
mennesker. I
saadanne tilfaelde tilpasses testmetoden under hensyntagen til de relevante elementer i 28
dages-undersoegelserne.
Hvor der kraeves en reproduktions (fertilitets) test over tre generationer, kan den beskrevne
metode
til reproduktionstest i to generationer (metode B.35) udvides med en tredje generation.
B.V Neurotoksicitet
Neurotoksicitet kan paavises paa forskellige maader, f.eks. funktionelle aendringer og/eller
strukturelle biokemiske aendringer i det centrale eller perifere nervesystem. Tests for akut
toksicitet kan give et foreloebigt indicium for neurotoksicitet. Toksicitetstesten med gentagen
dosis, metode B.7, omfatter vurdering af neurotoksikologiske virkninger; det er vigtigt, at der
foretages omhyggelige kliniske observationer af dyrene, saa der udledes mest mulig information
heraf. Metoden kan bruges til at identificere kemiske stoffer med neurotoksisk potentiale, som
eventuelt boer underkastes yderligere tilbundsgaaende undersoegelser. Derudover er det vigtigt
at vaere
opmaerksom paa stoffernes evne til at foraarsage specifikke neurotoksiske effekter, som ikke er
paavist
i andre toksicitetsundersoegelser. F.eks. et det paavist, at visse organiske phosphorforbindelser
kan
foraarsage forsinket neurotoksicitet; de kan vurderes med metode B.37 og B.38 efter enkelt eller
gentagen dosis.
B.VI Immunotoksicitet
Immunotoksicitet kan paavises paa forskellige maader, f.eks. immunosuppression og/eller
skaerpelse af
immunsystemets foelsomhed, hvilket fremkalder overfoelsomhed eller induceret autoimmunitet.
Toksicitetstesten med gentagen dosis, metode B.7, omfatter vurdering af immunotoksiske
effekter.
Denne metode kan bruges til at identificere kemiske stoffer med immunotoksisk potentiale, som
eventuelt boer undersoeges yderligere.
B.VII Toksikokinetik
Toksikokinetiske undersoegelser er en hjaelp til fortolkning og vurdering af toksicitetsdata.
Formaalet med disse undersoegelser er at belyse saerlige aspekter af den testede kemiske
forbindelses
toksiske virkning, og undersoegelsesresultaterne kan vaere til stoette ved udformning af



yderligere
toksikologiske undersoegelser. Det er ikke hensigten med disse undersoegelser i alle tilfaelde at
bestemme alle parametre. Kun i sjaeldne tilfaelde vil det vaere noedvendigt at gennemfoere hele
raekken
af toksikokinetiske undersoegelser (absorption, udskillelse, distribution og stofskifte). For en
raekke kemiske forbindelsers vedkommende kan det vaere tilraadeligt at aendre denne
raekkefoelge, og det
vil i nogle tilfaelde vaere tilstraekkeligt at teste en enkelt dosis (metode B.36).
Oplysninger om den kemiske struktur og de fysisk-kemiske egenskaber kan ogsaa indicere,
hvorledes
absorptionen kan foregaa, naar der vaelges en bestemt fremgangsmaade at administrere stoffet
paa, og de
kan give oplysning om stoffets skaebne i stofskifteprocesser og fordeling i vaev. Der kan ogsaa
foreligge oplysninger om toksikokinetiske parametre fra tidligere undersoegelser af toksicitet og
toksikokinetik.
C. BESKRIVELSE AF TESTSTOFFET
Teststoffets sammensaetning, herunder de vigtigste urenheder, og dets relevante fysisk-kemiske
egenskaber, herunder dets stabilitet, skal vaere kendt forud for enhver undersoegelse af
toksicitet.
Teststoffets fysisk-kemiske egenskaber giver en raekke vigtige oplysninger for valget af
administrationsmaade, udformningen af hver enkelt undersoegelse samt haandtering og
opbevaring af
teststoffet.
Forud for undersoegelsen boer der udvikles en analysemetode til kvalitativ og kvantitativ
bestemmelse
af stoffet (herunder vigtige urenheder, saafremt dette er muligt) i doseringsmediet og i det
biologiske materiale.
Alle oplysninger om teststoffets identitet, fysisk-kemiske egenskaber, renhed og adfaerd
medtages i
testrapporten.
D. PASNING AF DYR
Ved toksicitetstests er det afgoerende, at der foeres noeje kontrol med testmiljoeet, og at dyrene
passes korrekt.
i) Miljoe
Miljoeet i forsoegsstalde og -bure skal afpasses efter dyrearten. For rotter, mus og marsvin er en
rumtemperatur paa 22 ± 3° C og en relativ luftfugtighed paa 30-70 % passende; for kaniner boer
temperaturen vaere paa 20 ± 3° C og den relative luftfugtighed paa 30-70 %.
Nogle forsoegsteknikker er saerlig foelsomme over for temperaturafvigelser, og i saadanne
tilfaelde
indeholder beskrivelsen af testmetoden naermere oplysninger om passende forsoegsbetingelser.
Ved alle
undersoegelser af toksiske virkninger skal temperaturen og luftfugtigheden kontrolleres,
registreres
og anfoeres i den afsluttende forsoegsrapport.
Der boer anvendes kunstig belysning, som foelger en rytme med tolv timers lys og tolv timers
moerke.
Oplysninger om belysningsrytmen registreres og anfoeres i den afsluttende forsoegsrapport.
Medmindre andet er angivet i metoden, kan dyrene opbevares i bure hver for sig eller i smaa
grupper
af samme koen, dog hoejst fem dyr pr. bur.
I rapporter over dyreforsoeg er det vigtigt at anfoere, hvilken type bure der er anvendt, og hvor



mange dyr der har vaeret i hvert bur, saavel under eksponering for det kemiske stof som i en
efterfoelgende observationsperiode.
ii) Fodring
Foderet skal opfylde alle de ernaeringskrav, som den paagaeldende art af forsoegsdyr stiller.
Hvis
teststofferne indgives med foder, kan reaktioner mellem teststoffet og foderbestanddele
medfoere, at
naeringsvaerdien nedsaettes. Muligheden af en saadan reaktion skal tages i betragtning, naar
forsoegsresultaterne fortolkes. Der kan anvendes normalt laboratoriefoder med ubegraenset
forsyning
af drikkevand. Valget af foder kan afhaenge af, at teststoffet skal kunne iblandes foderet paa
passende maade, hvis teststoffet indgives med foderet.
Forureninger i foderet, som vides at influere paa toksiciteten, maa ikke forefindes i
interfererende
koncentrationer.
E. HENSYN VED ANVENDELSE AF FORSOEGSDYR
Ved udarbejdelse af testmetoderne er der taget skyldigt hensyn til dyrenes velfaerd. I det
foelgende
er der givet nogle faa eksempler; listen er altsaa ikke udtoemmende. Den noejagtige ordlyd
og/eller de
noejagtige betingelser fremgaar af de enkelte metoder:
- Til vurdering af akut toksicitet ved oral indgift boer to alternative metoder overvejes, nemlig
»fastdosis-metoden« og »metoden til klassificering som akut toksisk«. Fastdosismetoden har
ikke
doedsfald som specifikt endepunkt. Metoden til klassificering som akut toksisk anvender
gennemsnitligt 70 % faerre forsoegsdyr end metode B.1 for akut oral toksicitet. Begge metoder
resulterer i mindre smerte og lidelse end den klassiske metode.
- Antallet af forsoegsdyr reduceres til et videnskabeligt acceptabelt minimum, idet kun fem dyr
af
samme koen testes for hvert dosisniveau i forbindelse med metoderne B.1 og B.3; ti dyr (og kun
fem
til den negative kontrolgruppe) anvendes til bestemmelse af hudsensibilisering ved hjaelp af
maksimeringstest paa marsvin (guinea pig maximumzation test) (metode B.6); antallet af
forsoegsdyr
til den positive kontrol i forbindelse med in vivo-testning af mutagenicitet reduceres ligeledes
(metode B.11 og B.12).
- Dyrenes smerter og lidelser under forsoegene reduceres, idet dyr, der udviser alvorlige og
vedvarende tegn paa lidelse og smerte aflives humant; dosering af teststoffer paa en maade, som
vides
at foraarsage smerte og lidelse paa grund af stoffernes aetsende eller lokalirriterende egenskaber,
kan udelades (metode B.1, B.2 og B.3).
- Forsoeg med alt for hoeje doser undgaas ved indfoerelse af graensetests, ikke blot i forsoeg for
akut
toksicitet (metode B.1, B.2 og B.3), men ligeledes in vivo-forsoeg for mutagenicitet (metode
B.11 og
B.12).
- En strategi for testning for irriterende egenskaber goer det nu muligt at undgaa forsoeg, eller
forsoeget kan reduceres til undersoegelse af et enkelt dyr, naar der foreligger tilstraekkelig
videnskabelig dokumentation.
En saadan videnskabelig dokumentation kan baseres paa stoffets fysisk-kemiske egenskaber,
resultaterne af andre tidligere udfoerte tests eller resultaterne af velvaliderede in vitro tests.



Hvis der f.eks. er gennemfoert en undersoegelse af akut dermal toksicitet med graensetestdosis af
stoffet (metode B.3), hvor der ikke er iagttaget hudirritation, kan yderligere testning for
hudirritation (metode B.4) vaere unoedvendig; materialer, som har udvist klart aetsende eller
alvorlige hudirriterende egenskaber i en undersoegelse for hudirritation (metode B.4), boer ikke
undersoeges for oejenirritation (metode B.5).
F. ALTERNATIV TESTNING
Den Europaeiske Union har sat sig som maal at udvikle og validere alternative metoder, som kan
give
oplysninger paa samme niveau som de nuvaerende dyreforsoeg, men som anvender faerre dyr,
foraarsager
mindre smerte, eller hvor brugen af dyr fuldstaendig kan undgaas.
Efterhaanden som saadanne metoder udvikles, skal de saa vidt muligt tages i anvendelse i
forbindelse
med risikobeskrivelse og efterfoelgende klassifikation og etikettering baseret paa den potentielle
fare ved de paagaeldende stoffer.
G. VURDERING OG FORTOLKNING
Ved vurdering og fortolkning af resultaterne af dyreforsoeg og in vitro-undersoegelser skal der
tages
hensyn til, at der er graenser for, i hvilket omfang de kan ekstrapoleres direkte til mennesker;
dokumentation for skadelige virkninger paa mennesker, hvor saadan foreligger, skal derfor
anvendes
til at bekraefte testresultaterne.
Testresultaterne kan anvendes til klassificering og etikettering af nye og eksisterende kemiske
stoffer med hensyn til disses sundhedsvirkninger for mennesker paa grundlag af deres iboende
egenskaber, som paavist og kvantificeret med disse metoder. De tilsvarende kriterier for
klassificering og etikettering i bilag VI er ogsaa baseret paa endepunkterne i
forsoegsprotokollerne
for disse testmetoder.
Disse resultater kan ogsaa anvendes til risikovurderingsundersoegelser af nye og eksisterende
stoffer, og passende undersoegelsesstrategier til disse formaal er anfoert i de tilsvarende
vejledninger.
H. LITTERATURHENVISNINGER
De fleste af disse metoder er udviklet inden for rammerne af OECD's program for retningslinjer
for
forsoegsvirksomhed (OECD-Test Guidelines) og boer udfoeres i overensstemmelse med
principperne for god
laboratoriepraksis, saa der kan opnaas stoerst mulig »gensidig accept af data«.
Yderligere oplysninger kan findes i henvisningerne i OECD-retningslinjerne og relevant
litteratur,
der er offentliggjort andetsteds.

























B.2. AKUT TOKSICITET (INHALATION)

1. METODE

1.1. INDLEDNING
Det er nyttigt at have forhaandsoplysninger om stoffets partikelstoerrelsesfordeling, damptryk,
smeltepunkt, kogepunkt, flammepunkt og eventuelle eksplosive egenskaber.
Se ogsaa den generelle indledning til afsnit B (punkt A).

1.2. DEFINITIONER
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. REFERENCESTOFFER
Ingen.

1.4. TESTMETODENS PRINCIP
Flere grupper forsoegsdyr udsaettes i en angivet periode for teststoffet i graduerede
koncentrationer, idet der anvendes en bestemt koncentration til hver enkelt gruppe. Der foretages
observationer af virkningerne, herunder doed. Dyr, der doer under forsoeget, obduceres. Ved
slutningen af forsoeget aflives og obduceres overlevende dyr.
Det kan vaere noedvendigt, at dyr, der viser vedvarende symptomer paa staerk smerte eller
lidelse, aflives paa human maade. Undersoegelse af stoffer paa en maade, som paa grund af deres
aetsende eller lokalirriterende egenskaber vides at volde betydelig smerte og lidelse, er ikke
paakraevet.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Ingen.

1.6. BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

1.6.1. Forberedelser
Dyrene holdes under forsoegsbetingelser med hensyn til miljoe og fodring i mindst fem dage,
inden forsoeget paabegyndes. Unge, sunde, koensmodne rotter fordeles randomiseret i det
noedvendige antal grupper, inden forsoeget saettes i gang. De behoever ikke udsaettes for
simuleret eksponering, medmindre dette indiceres af den type eksponeringsudstyr, der anvendes.
Det kan vaere noedvendigt at mikronisere faste teststoffer for at opnaa en passende
partikelstoerrelse.
Om noedvendigt kan der tilsaettes et egnet vehikel til teststoffet, saaledes at der opnaas en
passende koncentration af teststoffet i luften. I saa tilfaelde skal der i forsoeget indgaa en
kontrolgruppe, der udsaettes for vehiklet. Hvis der anvendes et vehikel eller andre
tilsaetningsstoffer for at lette doseringen, skal det vaere paavist, at de ikke har nogen toksisk
virkning. Her kan tidligere data benyttes.

1.6.2. Forsoegsbetingelser

1.6.2.1. Forsoegsdyr
Rotter er de foretrukne forsoegsdyr, medmindre der foreligger kontraindikationer. Der benyttes
rotter af almindeligt anvendte stammer. For saavel han- som hunrotter gaelder det, at vaegten af
de anvendte dyr ikke maa variere mere end ± 20 % fra en rimelig gennemsnitsvaegt ved
forsoegets begyndelse.



1.6.2.2. Antal og koen
Der anvendes mindst 10 gnavere (fem hunner og fem hanner) til hvert koncentrationsniveau af
stoffet. Hunnerne maa ikke have foedt og maa ikke vaere draegtige.
Bemaerk: Ved anvendelse af hoejere dyr end gnavere til undersoegelse af akut toksicitet skal det
overvejes, om antallet af dyr kan nedsaettes. Doserne skal fastlaegges med omhu, og man skal
bestraebe sig paa ikke at benytte hoejere doser end moderat toksiske doser. I saadanne
undersoegelser boer indgift af doedelige doser af teststoffet undgaas.

1.6.2.3. Eksponeringskoncentrationer
Der anvendes et tilstraekkeligt antal dosisniveauer, mindst tre, og disse skal vaere valgt saaledes,
at der opnaas en graduering af de toksiske virkninger og doedeligheden i testgrupperne. Der skal
vaere tilstraekkelige data til, at der kan optegnes en dosis-virkningskurve og om muligt foretages
en rimelig bestemmelse af LC50.

1.6.2.4. Graensetest
Hvis en eksposition af fem han- og fem hundyr paa 20 mg/l af et stof paa gasform eller 5 mg/l af
en aerosol eller et fint fordelt stof i fire timer, eller - hvis dette ikke kan lade sig goere som
foelge af fysiske eller kemiske egenskaber (herunder eksplosive) ved teststoffet - den hoejest
opnaaelige koncentration ikke har teststofrelateret doedelig virkning inden for 14 dage, kan
yderligere forsoeg betragtes som overfloedige.

1.6.2.5. Eksponeringstid
Eksponeringsperioden er fire timer.

1.6.2.6. Udstyr
Dyrene testes med inhalationsudstyr, der er udformet saaledes, at der kan opretholdes en
dynamisk luftcirkulation med et luftskifte paa mindst 12 gange pr. time samtidig med et
tilstraekkeligt iltindhold og jaevn fordeling af eksponeringsluften. Benyttes der
eksponeringskammer, skal det vaere saaledes indrettet, at forsoegsdyrene sammenklumpes
mindst muligt og eksponeres mest muligt for teststoffet ved inhalation. Den generelle regel for
sikkerhed for stabil atmosfaere er, at dyrenes totale »volumen« ikke maa overstige 5 % af
eksponeringskammerets volumen. Eksponeringen kan foregaa gennem mund-naese, hovedet
alene eller ved kamre til hele kroppen; ved anvendelse af de to foerste muligheder opnaar man, at
optagelsen af teststoffet ad andre veje minimeres.

1.6.2.7. Observationsperiode
Observationsperioden skal vaere mindst 14 dage. Observationsperiodens varighed boer dog ikke
fastsaettes rigoristisk, men bestemmes ud fra de toksiske reaktioner, hvornaar disse indtraeder,
og restitutionsperiodens laengde; den kan saaledes forlaenges, saafremt det anses for
noedvendigt. Tidspunktet for, hvornaar symptomer paa toksicitet erkendes og forsvinder, samt
doedstidspunktet er vigtige, navnlig hvis der er tendens til, at der indtraeffer sene doedsfald.

1.6.3. Fremgangsmaade
Kort foer eksponeringen vejes dyrene, hvorefter de udsaettes for testkoncentrationen i det
paagaeldende eksponeringsudstyr i fire timer, efter at der er opnaaet ligevaegtskoncentration i
kammeret. Ligevaegten skal opnaas hurtigt. Temperaturen holdes under forsoeget paa 22 C ± 3
C. Under ideelle forhold skal den relative luftfugtighed holdes paa mellem 30 % og 70 %, men i
visse tilfaelde (f.eks. ved test af visse aerosoler) kan det vaere praktisk uigennemfoerligt.
Udsivning af teststof til omgivelserne kan forhindres ved, at der i kammeret holdes et svagt
undertryk (≤ 5 mm vandsoejle). Der gives hverken foder eller vand under eksponeringen. Der
anvendes passende systemer til generering og kontrol af testatmosfaeren. Systemet skal sikre



stabile eksponeringsforhold saa hurtigt som muligt. Kammeret skal vaere konstrueret og kunne
betjenes paa en saadan maade, at testatmosfaeren hele tiden er ensartet fordelt i kammeret.
Der foretages maalinger eller kontrol af
(a) lufthastighed (kontinuerligt)
(b) den faktiske koncentration af teststoffet maalt i opholdsarealet mindst tre gange under
eksponeringen (for nogle atmosfaerers vedkommende, f.eks. aerosoler med hoeje
koncentrationer, kan hyppigere kontrol vaere paakraevet). Koncentrationen maa under
eksponeringsperioden ikke variere mere end ± 15 % fra den gennemsnitlige koncentration. Det
kan dog vaere umuligt at opnaa en saadan grad af kontrol med visse aerosoler, og i saa tilfaelde
kan stoerre udsving accepteres. For aerosoler skal partikelstoerrelsen analyseres saa ofte, som det
er noedvendigt (mindst én gang pr. forsoegsgruppe)
(c) temperatur og luftfugtighed, om muligt kontinuerligt.
Under og efter eksponering foretages der systematiske observationer, som registreres for hvert
enkelt dyr. Observationerne skal foretages hyppigt i loebet af den foerste dag. Der skal foretages
en grundig klinisk undersoegelse mindst én gang hver arbejdsdag. Herudover boer dyrene dagligt
observeres, saa det mindst mulige antal dyr gaar tabt for undersoegelsen, d.v.s. at dyr, der findes
doede, obduceres eller nedkoeles, og at svage eller doeende dyr isoleres eller aflives.
Inspektion af dyrene skal omfatte forandringer i hud og pels, oejne og slimhinde, derudover
aandedraet og kredsloeb, det autonome og centrale nervesystem, den motoriske aktivitet og
adfaerdsmoensteret. Der boer navnlig foretages en omhyggelig observation af respiration,
rystelser, kramper, spytflaad, diarré, apati, soevn og bevidstloeshed. Doedstidspunktet noteres
med stoerst mulig noejagtighed. Forsoegsdyrenes individuelle vaegt bestemmes ugentligt og paa
doedstidspunktet.
De dyr, der doer under forsoeget, og de, der overlever til forsoegets afslutning, obduceres med
saerlig opmaerksomhed rettet mod eventuelle aendringer i de oevre og nedre luftveje. Alle
makroskopisk patologiske forandringer registreres. Paa indikation udtages der vaevsproever til
histopatologisk undersoegelse.

2. DATA
Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forsoeget,
doedstidspunkt for de enkelte dyr, antal dyr, der udviser andre symptomer paa toksicitet,
beskrivelse af toksiske virkninger og obduktionsfund. Vaegtaendringer beregnes og registreres
for alle dyr, der lever mere end en dag efter eksponeringen. Aflivning af dyr paa human maade
paa grund af lidelse og smerte fremkaldt af teststoffet registreres som teststofrelaterede
doedsfald. LC50 bestemmes efter en anerkendt metode. Evaluering af data boer omfatte
sammenhaeng, hvis en saadan findes, mellem dyrenes eksponering for teststoffet og hyppighed
og grad af alle forandringer, herunder adfaerdsmaessige og kliniske symptomer, makroskopisk
patologiske forandringer, aendringer i legemsvaegt, doedelighed og eventuelle andre toksiske
virkninger.

3. RAPPORTERING

3.1. FORSOEGSRAPPORT
Forsoegsrapporten skal om muligt indeholde foelgende oplysninger
- dyreart/stamme, herkomst, miljoebetingelser, foder o.s.v.
- forsoegsbetingelser
beskrivelse af eksponeringsudstyret, herunder udformning, type, dimensionering, luftkilde,
system til frembringelse af aerosoler, metode til konditionering af luften og den maade, hvorpaa
dyrene holdes i et eksponeringskammer, naar et saadant benyttes. Apparatur til maaling af
temperatur, fugtighed og aerosolers koncentration og partikelstoerrelsesfordeling skal beskrives
Eksponeringsdata



disse skal opstilles i tabelform med angivelse af middelvaerdier og et maal for variationen
(standardafvigelser) og i videst muligt omfang omfatte
(a) lufthastigheden gennem inhalationsudstyret
(b) luftens temperatur og fugtighed
(c) nominelle koncentrationer (total maengde teststof tilfoert inhalationsudstyret, divideret med
luftvolumen)
(d) type vehikel, hvor et saadant er anvendt
(e) faktiske koncentrationer i opholdsarealet under forsoeget
(f) massemedianen af den aerodynamiske diameter (MMAD) og den geometriske
standardafvigelse (GSD)
(g) periode til ligevaegtsindstilling
(h) eksponeringsperiode
- tabelopstilling over reaktioner efter koen og eksponeringsniveau (d.v.s. antal dyr eksponeret;
antal dyr, der er doede eller aflivet under forsoeget; antal dyr, der har vist symptomer paa
toksicitet)
- doedstidspunktet under eller efter eksponering; begrundelse og kriterier for human aflivning af
dyr
- alle observationer
- LC50 for hvert koen bestemt ved afslutningen af observationsperioden (med angivelse af
beregningsmetode)
- 95 % konfidensinterval for LC50 (hvor det er muligt)
- dosis/doedelighedskurve og haeldning (hvor beregningsmetoden muliggoer det)
- obduktionsfund
- eventuelle histopatologiske fund
- diskussion af resultaterne (med saerlig opmaerksomhed paa, hvordan human aflivning af dyr
under forsoeget kan have indvirket paa den beregnede LC50)
- fortolkning af resultaterne.

3.2. VURDERING OG FORTOLKNING
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).

4. LITTERATURHENVISNINGER
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt E).



B.3. AKUT TOKSICITET (DERMAL)

1. METODE
1.1. INDLEDNING
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A).

1.2. DEFINITIONER
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. REFERENCESTOFFER
Ingen.

1.4. TESTMETODENS PRINCIP
Teststoffet paafoeres huden paa flere grupper af forsoegsdyr i graduerede doser, idet der
anvendes en bestemt dosis til hver enkelt gruppe. Der foretages observationer af virkningerne,
herunder doed. Dyr, der doer under forsoeget, obduceres. Ved slutningen af forsoeget aflives og
obduceres overlevende dyr.
Det kan vaere noedvendigt, at dyr, der viser vedvarende symptomer paa staerk smerte eller
lidelse, aflives paa human maade. Undersoegelse af stoffer paa en maade, som paa grund af deres
aetsende eller lokalirriterende egenskaber vides at volde betydelig smerte og lidelse, er ikke
paakraevet.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Ingen.

1.6. BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

1.6.1. Forberedelser
Dyrene holdes under forsoegsbetingelser med hensyn til miljoe og fodring i mindst fem dage,
inden forsoeget paabegyndes. Unge, sunde, koensmodne dyr fordeles randomiseret i
forsoegsgrupper, inden forsoeget saettes i gang. Ca. 24 timer foer forsoeget paabegyndes, klippes
eller barberes dyrene paa ryggen. Under denne procedure maa man passe paa ikke at beskadige
huden, da det kan aendre dens permeabilitet. Mindst 10 % af legemets overflade skal goeres klar
til paafoering af teststoffet. Ved testning af faste stoffer, som i givet fald kan pulveriseres, skal
teststoffet fugtes tilstraekkeligt med vand eller om noedvendigt med et passende vehikel, saa der
sikres god kontakt med huden. Hvis der anvendes et vehikel, boer man tage hensyn til, om
vehiklet har indflydelse paa hudens permeabilitet for teststoffet. Flydende teststoffer paafoeres
normalt ufortyndet.

1.6.2. Forsoegsbetingelser

1.6.2.1. Forsoegsdyr
Der kan anvendes voksne rotter eller kaniner. Der kan anvendes andre dyrearter, men i saa fald
skal dette vaere begrundet. Der benyttes dyr af almindeligt anvendte stammer. For begge koen af
forsoegsdyr gaelder det, at vaegten af de anvendte dyr ikke maa variere mere end ± 20 % fra en
rimelig gennemsnitsvaegt ved forsoegets begyndelse.

1.6.2.2. Antal og koen
Der anvendes mindst 5 dyr (af samme koen) til hvert dosisniveau. Hunnerne maa ikke have foedt
og maa ikke vaere draegtige. Foreligger der oplysninger om, at et bestemt koen er vaesentligt
mere foelsomt, benyttes der dyr af dette koen.



Bemaerk: Ved anvendelse af hoejere dyr end gnavere til undersoegelse af akut toksicitet skal det
overvejes, om antallet af dyr kan nedsaettes. Doserne skal fastlaegges med omhu, og man skal
bestraebe sig paa ikke at benytte hoejere doser end moderat toksiske doser. I saadanne
undersoegelser boer indgift af doedelige doser af teststoffet undgaas.

1.6.2.3. Dosisniveauer
Der anvendes et tilstraekkeligt antal dosisniveauer, mindst tre, og disse skal vaere valgt saaledes,
at der opnaas en graduering af de toksiske virkninger og doedeligheden i testgrupperne. Der boer
ved valg af dosis tages hensyn til eventuelle hudirriterende eller aetsende virkninger. Der skal
vaere tilstraekkelige data til, at der kan optegnes en dosis-virkningskurve og om muligt foretages
en rimelig bestemmelse af LD50.

1.6.2.4. Graensetest
Der kan med en gruppe paa 5 dyr af hvert koen udfoeres en graensetest med en dosis paa mindst
2 000 mg/kg legemsvaegt efter den ovenfor beskrevne procedure. Optraeder der
teststofrelaterede doedsfald, kan gennemfoerelse af en fuldstaendig undersoegelse komme i
betragtning.

1.6.2.5. Observationsperiode
Observationsperioden skal vaere mindst 14 dage. Observationsperiodens varighed boer dog ikke
fastsaettes rigoristisk, men bestemmes ud fra de toksiske reaktioner, hvornaar disse indtraeder,
og af restitutionsperiodens laengde; den kan saaledes forlaenges, saafremt det anses for
noedvendigt. Tidspunktet for, hvornaar symptomer paa toksicitet erkendes og forsvinder, samt
doedstidspunktet er vigtige, navnlig hvis der er tendens til, at der indtraeffer sene doedsfald.

1.6.3. Fremgangsmaade
Dyrene holdes i hver sit bur. Teststoffet paafoeres jaevnt over et omraade, som svarer til ca. 10
% af den samlede legemsoverflade. Med staerkt toksiske stoffer kan der anvendes et mindre
omraade, men stoffet boer paafoeres saa tyndt og ensartet og over saa stor en del af omraadet
som muligt.
Teststoffet skal holdes i kontakt med huden ved hjaelp af en poroes gazeforbinding og en ikke-
hudirriterende klaebestrimmel i en eksponeringsperiode paa 24 timer. Teststedet skal desuden
tildaekkes paa en saadan maade, at gazeforbindingen og teststoffet holdes sikkert paa plads, saa
at dyrene ikke kan indtage teststoffet. Der kan anvendes andre foranstaltninger, som forhindrer
dyrene i at indtage teststoffet; dog kan fuldstaendig immobilisering ikke anbefales.
Ved eksponeringsperiodens afslutning fjernes tilbagesiddende teststof, idet der f.eks. anvendes
vand eller et andet egnet middel til at rense huden.
Der foretages systematiske observationer, som registreres for hvert enkelt dyr. Observationerne
skal foretages hyppigt i loebet af den foerste dag. Der skal foretages en grundig klinisk
undersoegelse mindst én gang hver arbejdsdag. Herudover boer dyrene dagligt observeres, saa
det mindst mulige antal dyr gaar tabt for undersoegelsen, d.v.s. at dyr, der findes doede,
obduceres eller nedkoeles, og at svage eller doeende dyr isoleres eller aflives.
Inspektionen af dyrene skal omfatte forandringer i pels, behandlet hud, oejne og slimhinder,
derudover aandedraet og kredsloeb, det autonome og centrale nervesystem, den motoriske
aktivitet samt adfaerdsmoensteret. Der boer foretages omhyggelig observation af rystelser,
kramper, spytflaad, diarré, apati, soevn og bevidstloeshed. Doedstidspunktet skal noteres saa
praecist som muligt. De dyr, der doer under forsoeget, og de, der overlever til forsoegets
afslutning, obduceres. Alle makroskopisk patologiske forandringer registreres. Paa indikation
udtages der vaevsproever til histopatologisk undersoegelse.
Vurdering af toksiciteten hos det modsatte koen
Efter afslutning af undersoegelsen med det ene koen testes en gruppe paa 5 dyr af det modsatte



koen, saa det konstateres, om dyr af dette koen er vaesentligt mere foelsomme over for
teststoffet. I enkelte tilfaelde kan anvendelse af faerre dyr vaere velbegrundet. Foreligger der
tilstraekkelige oplysninger om, at dyr af det koen, der er testet, er vaesentligt mere foelsomme, er
test med dyr af det modsatte koen ikke paakraevet.

2. DATA
Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forsoeget,
doedstidspunkt for de enkelte dyr, antal dyr, der udviser andre symptomer paa toksicitet,
beskrivelse af toksiske virkninger og obduktionsresultater. Dyrenes individuelle vaegt
bestemmes og registreres, kort foer teststoffet paafoeres, derefter ugentligt og endelig paa
doedstidspunktet. Vaegtaendringer beregnes og registreres for alle dyr, der lever mere end én dag
efter paafoeringen af teststoffet. Aflivning af dyr paa human maade paa grund af lidelse og
smerte fremkaldt af teststoffet registreres som teststofrelaterede doedsfald. LD50 bestemmes
efter en anerkendt metode.
Evaluering af data boer omfatte sammenhaeng, hvis en saadan findes, mellem dyrenes
eksponering for teststof og hyppighed og grad af alle forandringer, herunder adfaerdsmaessige
og kliniske symptomer, makroskopisk patologiske forandringer, aendringer i legemsvaegt,
doedelighed og eventuelle andre toksiske virkninger.

3. RAPPORTERING

3.1. FORSOEGSRAPPORT
Forsoegsrapporten skal om muligt indeholde foelgende oplysninger
- dyreart/stamme, herkomst, miljoebetingelser, foder o.s.v.
- forsoegsbetingelser (herunder, hvordan huden er renset, og forbindingstypen: med eller uden
okklusion)
- dosisniveauer (med angivelse af typen af vehikel, hvor et saadant er anvendt, samt
koncentration)
- forsoegsdyrenes koen
- tabelopstilling over reaktioner efter koen og dosis (d.v.s. antal dyr, der er doede eller aflivet
under forsoeget; antal dyr, der har vist symptomer paa toksicitet; antal eksponerede dyr)
- doedstidspunktet efter eksponeringen, begrundelse og kriterier for human aflivning af dyr
- alle observationer
- LD50 for det koen, der har vaeret genstand for en fuldstaendig undersoegelse, bestemt efter 14.
dag med angivelse af beregningsmetode
- 95 % konfidensinterval for LD50 (hvor det er muligt)
- dosis/doedelighedskurve og haeldning, hvor beregningsmetoden muliggoer det
- obduktionsfund
- eventuelle histopatologiske fund
- resultater af forsoeg med det modsatte koen
- diskussion af resultaterne (med saerlig opmaerksomhed paa, hvordan human aflivning af dyr
under forsoeget kan have indvirket paa den beregnede LD50)
- fortolkning af resultaterne.

3.2. VURDERING OG FORTOLKNING
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).

4. LITTERATURHENVISNINGER
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt E).

















B.7 TOKSICITET VED GENTAGEN DOSERING (28 DAGE, ORAL)

1. METODE
1.1. Indledning
Se den generelle indledning til afsnit B.
1.2. Definitioner
Se den generelle indledning til afsnit B.
1.3. Testmetodens princip
Teststoffet indgives oralt dagligt i graduerede doser til grupper af forsoegsdyr, idet der gives en
bestemt dosis til hver gruppe gennem en periode paa 28 dage. I eksponeringsperioden observeres
dyrene hver dag omhyggeligt for tegn paa toksicitet. Dyr, der doer eller aflives under forsoeget,
obduceres, og de overlevende dyr aflives og obduceres ved forsoegets afslutning.
Med denne metode laegges der stoerre vaegt paa neurologiske effekter som et specifikt
endepunkt; dyrene
skal underkastes omhyggelige kliniske observationer med henblik paa indhentning af flest
mulige
oplysninger. Metoden tager sigte paa at identificere kemiske stoffer med neurotoksisk potentiale,
som i givet fald boer undersoeges noejere. Herudover kan metoden vise, om der er tegn paa
immunologiske
effekter og toksicitet for koensorganerne.
1.4. Beskrivelse af testmetoden
1.4.1. Forberedelser
Unge, sunde, koensmodne dyr fordeles randomiseret i kontrol- og forsoegsgrupper. Burene boer
anbringes
saaledes, at mulige virkninger som foelge af burenes placering minimeres. Dyrene maerkes
individuelt
og tilbringer mindst fem dage i deres bure forud for forsoegets paabegyndelse, saa de tilvaennes
laboratoriebetingelserne.
Teststoffet indgives med mavesonde, i foderet eller i drikkevandet, afhaengigt af formaalet med
forsoeget og stoffets fysisk-kemiske egenskaber. Om noedvendigt oploeses eller opslaemmes
teststoffet i
et egnet vehikel. Det anbefales, at der saa vidt muligt anvendes en vandig
oploesning/opslaemning og,
hvis dette ikke er muligt, en oploesning/emulsion i olie (f.eks. majsolie) eller eventuelt en
oploesning i andre vehikler. Ikke-vandige vehiklers toksiske egenskaber skal vaere kendt.
Teststoffets stabilitet i vehiklet boer bestemmes.
1.4.2. Forsoegsbetingelser
1.4.2.1. Forsoegsdyr
Rotten er den foretrukne gnaverart, skoent andre gnaverarter kan anvendes. Der benyttes unge,
sunde
rotter af almindeligt anvendte laboratoriestammer. Hundyrene maa ikke have foedt og maa ikke
vaere
draegtige. Dosering boer paabegyndes tidligst muligt efter fravaenning og under alle
omstaendigheder,
inden rotterne er 9 uger gamle.
Ved forsoegets begyndelse skal vaegten af de anvendte dyr variere mindst muligt og ikke mere
end ± 20
% af gennemsnitsvaegten af hvert koen.
Hvis en undersoegelse med gentagen oral dosis gennemfoeres som en forundersoegelse forud for
en
langtidsundersoegelse, boer der saa vidt muligt anvendes dyr fra samme stamme og herkomst i



begge
undersoegelser.
1.4.2.2. Antal og koen
Der anvendes mindst ti dyr (fem hunner og fem hanner) ved hvert dosisniveau. Hvis der ifoelge
forsoegsprotokollen skal aflives dyr under forsoeget, skal det oprindelige antal dyr foroeges med
det
antal dyr, der paaregnes aflivet.
Man kan samtidig udsaette en satellitgruppe paa ti dyr (fem af hvert koen) for den hoejeste dosis
i 28
dage og gennem en periode paa 14 dage efter forsoeget observere, om der er reversible, varige
eller
forsinkede toksiske virkninger. Der anvendes tillige en satellitgruppe paa ti kontroldyr (fem af
hvert koen).
1.4.2.3. Dosisniveauer
Der anvendes generelt mindst tre forsoegsgrupper og en kontrolgruppe. Dyrene i kontrolgruppen
behandles noejagtigt som dyrene i forsoegsgrupperne, bortset fra indgiften af teststoffet. Hvis der
anvendes et vehikel til indgift af teststoffet, skal kontrolgruppen indgive vehiklet det stoerste af
de anvendte volumina.
Hvis der ud fra andre data ikke kan ventes virkninger ved en dosis paa 1 000 mg/kg
legemsvaegt/dag,
kan der gennemfoeres en graensetest. Foreligger der ikke passende data, kan der udfoeres en
»range
finding«-undersoegelse til bestemmelse af de doser, der skal anvendes.
Dosisniveauerne udvaelges under hensyntagen til eventuelle foreliggende data om teststoffet
eller
beslaegtede stoffers toksicitet og (toksiko)kinetik. Den hoejeste dosis vaelges med henblik paa
fremkaldelse af toksiske effekter, men ikke doed eller alvorlig lidelse. Normalt vaelges en
faldende
raekke dosisniveauer til paavisning af eventuelt dosisafhaengigt respons og niveau hvor
skadelige
effekter ikke kan observeres ved det laveste dosisniveau (NOAEL). Det optimale interval
mellem to
doser er ofte en faktor paa 2-4, og tilfoejelse af en fjerde forsoegsgruppe er ofte at foretraekke
frem
for anvendelse af meget store intervaller (f.eks. mere end en faktor paa 10) mellem
dosisniveauerne.
For stoffer, der indgives med foder eller drikkevand, er det vigtigt at sikre, at de anvendte
maengder af teststoffet ikke har indflydelse paa den normale ernaerings- eller vaeskebalance.
Hvis
teststoffet indgives med foderet, kan man enten anvende en konstant koncentration i foderet
(ppm)
eller en konstant dosering i forhold til dyrenes vaegt; det benyttede alternativ boer specificeres.
Hvis teststoffet indgives med mavesonde, goeres dette paa samme tidspunkt hver dag. Doserne
justeres,
saa de er konstant i forhold til dyrenes legemsvaegt.
Hvis en undersoegelse med gentagen dosis anvendes som en forundersoegelse forud for en
langtidsundersoegelse, boer foderet vaere det samme i begge undersoegelser.
1.4.2.4. Graensetest
Hvis en test med et dosisniveau paa mindst 1 000 mg/kg legemsvaegt/dag eller, ved indgift
gennem
foder eller drikkevand, en tilsvarende procentdel i foderet eller drikkevandet (baseret paa



bestemmelse af legemsvaegten), udfoert efter nedenstaaende fremgangsmaade, ikke fremkalder
erkendbare
toksiske virkninger, og hvis der ikke paa grundlag af data fra strukturelt beslaegtede stoffer kan
ventes toksiske virkninger, kan en fuldstaendig undersoegelse med anvendelse af tre
dosisniveauer
betragtes som unoedvendig. I dette tilfaelde boer graensetesten anvendes, medmindre human
eksponering
viser, at der er behov for anvendelse af et hoejere dosisniveau.
1.4.2.5. Observationsperiode
Observationsperioden varer 28 dage. En eventuel satellitgruppe beregnet til
opfoelgningsobservationer holdes i yderligere 14 dage uden indgift af teststof, saaledes at det kan
registreres, om der er forsinkede, vedvarende eller reversible toksiske virkninger.
1.4.3. Fremgangsmaade
Dyrene indgives teststoffet dagligt syv dage om ugen i en periode paa 28 dage; fem dages
dosering
pr. uge skal begrundes. Hvis teststoffet indgives med sonde, skal dette goeres i en enkelt dosis
med
anvendelse af mavesonde eller passende intubationsroer. Det maksimale vaeskevolumen, som
kan indgives
ad gangen, afhaenger af forsoegsdyrets stoerrelse. Volumen boer ikke overstige 1 ml/100 g
legemsvaegt,
undtagen for vandige oploesninger, hvor 2 ml/100 g legemsvaegt kan anvendes. Med undtagelse
af
irriterende eller aetsende stoffer, som normalt vil afsloere staerkere virkninger med hoejere
koncentrationer, boer variationen i testvolumen minimeres ved at justere koncentrationen
saaledes, at
der sikres en konstant volumen ved alle dosisniveauer.
1.4.3.1. Generelle observationer
Der foretages generelle kliniske observationer mindst én gang om dagen, om muligt paa det eller
de
samme tidspunkter hver dag og under hensyntagen til, hvornaar de forventede virkninger efter
dosering er staerkest. Dyrenes sundhedstilstand registreres. Dyrene observeres for sygelighed og
doedelighed mindst to gange om dagen. Doeende og staerkt lidende dyr fjernes, saa snart de
observeres,
aflives humant og obduceres.
Én gang foer den foerste eksponering (med henblik paa individbaserede sammenligninger) og
mindst én
gang om ugen derefter foretages der indgaaende kliniske observationer af alle dyrene. Med
henblik paa
disse observationer tages dyrene ud af deres egne bure og anbringes i et standardindelukke;
Observationerne udfoeres om muligt paa samme tidspunkt hver gang. De registreres
omhyggeligt, om
muligt med anvendelse af scoringssystemer, hvis anvendelse skal vaere klart defineret af
forsoegslaboratoriet. Det er vigtigt at sikre, at forsoegsbetingelserne varierer minimalt, og at
observationerne om muligt foretages af observatoerer, der ikke har kendskab til behandlingen.
Observationerne boer bl.a. vaere rettet mod aendringer i hud, pels, oejne, slimhinder, forekomst
af
sekretion, ekskretion og autonom aktivitet (f.eks. taareflod, strittende haarlag, pupilstoerrelse,
usaedvanligt respirationsmoenster). Tillige registreres aendringer i gang, holdning og reaktion
paa
haandtering saavel som forekomsten af kloniske eller toniske bevaegelser, stereotyp optraeden



(f.eks.
overdreven soignering, stadig kredsen i cirkelbevaegelser) eller maerkelig adfaerd (f.eks.
automutilation, baglaens gang).
I den fjerde eksponeringsuge vurderes reaktiviteten over for sensoriske stimuli af forskellig art
(f.eks. auditive, visuelle og proprioceptive stimuli), gribestyrke og motorisk aktivitet.
Litteraturen indeholder yderligere oplysninger om de undersoegelsesmetoder, der kan anvendes
(se den
generelle indledning til afsnit B).
Funktionelle observationer i den fjerde eksponeringsuge kan udelades, hvis undersoegelsen
gennemfoeres som en forundersoegelse til en efterfoelgende undersoegelse af subkronisk
toksicitet (90
dage). I saa fald medtages de funktionelle observationer i den opfoelgende undersoegelse. Paa
den anden
side kan data vedroerende funktionelle observationer fra undersoegelsen med gentagen dosis
lette
valget af dosisniveauer for en efterfoelgende undersoegelse af subkronisk toksicitet.
I undtagelsestilfaelde kan funktionelle observationer ligeledes udelades for grupper, der viser saa
tydelige tegn paa toksicitet, at det i signifikant grad ville indvirke paa resultaterne af den
funktionelle test.
1.4.3.2. Legemsvaegt og indtagelse af foede/vand
Alle dyrene vejes mindst én gang om ugen. Indtagelsen af foede og vand maales mindst én gang
om
ugen.
1.4.3.3. Haematologi
Foelgende haematologiske undersoegelser foretages ved forsoegsperiodens afslutning:
haematokrit,
haemoglobinkoncentration, erythrocyttaelling, total og differential leucocyttaelling,
blodpladetaelling
og en maaling af koaguleringsevne/tid.
Der tages blodproever fra et bestemt, angivet sted, lige inden eller i forbindelse med aflivning af
dyrene; proeverne opbevares under passende betingelser.
1.4.3.4. Klinisk biokemi
Klinisk biokemiske bestemmelser med henblik paa undersoegelse af vigtige toksiske virkninger i
vaev,
og navnlig i nyrer og lever, foretages med blodproever, der udtages fra alle dyr lige inden eller i
forbindelse med dyrenes aflivning (bortset fra dem, der er fundet doeende og/eller som er aflivet
under forsoeget). Det anbefales at dyrene faster natten over forud for blodproevetagning (1).
Undersoegelser af plasma eller serum skal omfatte natrium, kalium, glukose, total kolesterol,
urinstof, kreatinin, total protein og albumin, mindst to enzymer, hvis forekomst kan vaere tegn
paa
hepatocellulaere effekter (f.eks. alanin aminotransferase, aspartat aminotransferase, alkalisk
phosphatase, gamma glutamyl transpeptidase og sorbitol dehydrogenase). Maalinger af
yderligere
enzymer (fra lever eller andre organer) og galdesyrer kan under visse omstaendigheder give
nyttige
oplysninger.
(1) For en raekke maalinger i serum og plasmaer skal dyrene helst have fastet natten over. Den
vigtigste aarsag hertil er, at den oegede variation i resultaterne, som manglende faste
uundgaaeligt
medfoerer, vil kunne skjule de mindre tydelige effekter og goere fortolkningen vanskelig. Paa
den



anden side kan faste indvirke paa dyrenes generelle stofskifte og vil, navnlig i
ernaeringsundersoegelser, forstyrre den daglige eksponering for teststoffet. Hvis der benyttes
faste,
boer analyserne udfoeres efter de funktionelle observationer i forsoegets fjerde uge.
Foelgende urinanalyser kan eventuelt udfoeres i forsoegets sidste uge til bestemmelse af:
udseende,
volumen, osmolalitet eller specifik vaegtfylde, pH, protein, glukose og blod/blodceller.
Endvidere boer det overvejes at gennemfoere undersoegelser af serummarkoerer for generelle
vaevsskader.
Andre bestemmelser, der boer foretages, hvis teststoffets kendte egenskaber kan eller forventes
at
kunne indvirke paa tilsvarende metaboliske funktioner, omfatter kalcium, fosfat, triglycerider
ved
faste, visse hormoner, methaemoglobin og cholinesterase. Disse forhold undersoeges for stoffer i
bestemte stofgrupper eller fra tilfaelde til tilfaelde.
Der er generelt brug for en fleksibel fremgangsmaade, afhaengigt af dyreart og de observerede
og/eller forventede effekter ved et givet stof.
Hvis der ikke foreligger passende data fra tidligere undersoegelser, boer det overvejes at
bestemme
haematologiske og klinisk biokemiske variable, inden eksponering paabegyndes.
1.4.3.5. Makroskopisk undersoegelse
Alle forsoegsdyrene underkastes en fuldstaendig og tilbundsgaaende makroskopisk
undersoegelse, der
omfatter omhyggelig undersoegelse af kroppens ydre, alle aabninger samt af kraniehule,
brysthule og
bughule og indholdet heraf. Lever, nyrer, binyrer, testes, bitestikler, thymus, milt, hjerne og
hjerte fra alle dyr befries for alt vedhaengende vaev og vejes hurtigst muligt efter udtagning, saa
udtoerring undgaas.
Foelgende vaev praeserveres i det bedst egnede fikseringsmiddel baade med hensyn til vaevstype
og den
paataenkte efterfoelgende histopatologiske undersoegelse: alle makroskopiske laesioner, hjerne
(repraesentative regioner, herunder cerebrum, cerebellum og pons), rygmarv, mavesaek, tyktarm
og
tyndtarm (herunder Peyerpletter), lever, nyrer, binyrer, milt, hjerte, thymus, skjoldbruskkirtel,
spiseroer og lunger (praeserveret ved oppumpning med fikseringsmiddel og efterfoelgende
immersion),
gonader, sekundaere koensorganer (f.eks. uterus, prostata), urinblaere, lymfeknuder (om muligt
en
lymfeknude, der har beroering med indgiftsvejen, og en anden lymfeknude langt fra
indgiftsvejen, som
kan vise systemiske virkninger), perifer nerve (ischias- eller tibianerven), om muligt taet paa
musklen, og et knoglemarvssnit (eller som alternativt et nyligt praepareret knoglemarvsaspirat).
De
kliniske og oevrige resultater kan vise, at der er behov for at undersoege yderligere vaev. Ogsaa
organer, der paa grundlag af teststoffets kendte egenskaber kan forventes at vaere maalorganer,
praeserveres.
1.4.3.6. Histopatologisk undersoegelse
Der foretages en fuldstaendig histologisk undersoegelse af de praeserverede organer og vaev fra
alle
dyr i kontrolgruppen og i hoejdosis-gruppen. I disse undersoegelser inddrages dyr fra alle de
andre



dosisgrupper, hvis der i hoejdosis-gruppen observeres eksponeringsrelaterede aendringer.
Alle makroskopiske laesioner undersoeges.
Bruges der en satellitgruppe, udfoeres der en histopatologisk undersoegelse af vaev og organer,
der
udviser toksisk virkning i de oevrige grupper.
2. DATA
Der tilvejebringes data for hvert enkelt dyr. Derudover opstilles alle data i tabelform, som for
hver gruppe viser antallet af dyr ved begyndelsen af forsoeget, antallet af dyr, der er fundet
doede
under forsoeget eller aflivet af humane aarsager, og tidspunktet for doedsfald eller human
aflivning,
antal dyr, der viser tegn paa toksicitet, en beskrivelse af de observerede tegn paa toksicitet,
herunder tidspunktet for de toksiske virkningers indtraeden, varigheden og styrke, antallet af dyr,
der udviser laesioner, typen af laesioner, og procentdelen af dyr, der udviser hver enkelt type
laesion.
Numeriske resultater vurderes om muligt med en passende og generelt accepteret statistisk
metode.
De statistiske metoder udvaelges i forbindelse med forsoegets tilrettelaeggelse.
3. RAPPORTERING
Forsoegsrapport
Forsoegsrapporten skal om muligt indeholde foelgende oplysninger:
Forsoegsdyr:
- anvendt art/stamme
- dyrenes antal, alder og koen
- herkomst, laboratoriemiljoe, foder osv.
- hvert enkelt dyrs vaegt ved forsoegets paabegyndelse, herefter med ugentlige mellemrum og
ved
forsoegets afslutning.
Forsoegsbetingelser:
- begrundelse for valg af vehikel, hvis dette ikke er vand
- begrundelse for valg af dosisniveau
- oplysninger om formulering af teststof eller tilblanding heraf i foderet, opnaaet koncentration,
foderblandingens stabilitet og homogenitet
- oplysninger om stoffets indgift
- omregning af teststoffets koncentration (ppm) i foder/drikkevand til faktisk dosis
(mg/kg/legemsvaegt/dag), hvis relevant
- oplysninger om foder- og vandkvalitet.
Resultater:
- legemsvaegt/aendringer i legemsvaegt
- foderindtagelse og vandindtagelse, hvis relevant
- oplysninger om toksiske reaktioner efter koen og dosis, herunder tegn paa toksicitet
- de kliniske observationers art, styrke og varighed, reversible og ikke-reversible
- vurdering af sanseevne, gribestyrke og motorisk aktivitet
- haematologiske tests med relevante referencevaerdier
- klinisk biokemiske tests med relevante referencevaerdier
- legemsvaegt ved aflivning og organvaegte
- obduktionsfund
- en detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund
- oplysninger om absorption, hvis disse foreligger
- statistisk behandling af resultaterne, hvis relevant.
Diskussion af resultaterne



Konklusioner
4. REFERENCER
Denne metode svarer til TG 407 fra OECD.



B.8. TOKSICITET VED GENTAGEN DOSERING (28 DAGE, INHALATION)

1. METODE
1.1. INDLEDNING
Det er nyttigt at have forhaandsoplysninger om stoffets partikelstoerrelsesfordeling, damptryk,
smeltepunkt, kogepunkt, flammepunkt og eventuelle eksplosive egenskaber.Se ogsaa den
generelle indledning til afsnit B (punkt A).

1.2. DEFINITIONER
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. REFERENCESTOFFER
Ingen.

1.4. TESTMETODENS PRINCIP
Flere grupper af forsoegsdyr udsaettes i 28 dage dagligt i en angivet periode for teststoffet i
graduerede koncentrationer, idet hver gruppe eksponeres for en bestemt koncentration. Anvendes
der et vehikel til at frembringe en passende koncentration af teststoffet i luften, boer der i
forsoeget indgaa en kontrolgruppe, der udsaettes for vehiklet alene. I eksponeringsperioden
observeres dyrene dagligt for symptomer paa toksisk virkning. Dyr, der doer under forsoeget,
obduceres, og ved forsoegets afslutning aflives og obduceres de overlevende dyr.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Ingen.

1.6. BESKRIVELSE AF TESTMETODEN
1.6.1. Forberedelser
Dyrene holdes under forsoegsbetingelser med hensyn til miljoe og fodring i mindst fem dage,
inden forsoeget begyndes. Unge sunde dyr fordeles randomiseret i det fornoedne antal grupper.
Om noedvendigt kan der tilsaettes et egnet vehikel til teststoffet, saaledes at der opnaas en
passende koncentration af teststoffet i luften. Hvis der anvendes et vehikel eller andre
tilsaetnings stoffer for at lette doseringen, skal det vaere paavist, at de ikke har nogen toksisk
virkning. Her kan tidligere data benyttes.

1.6.2. Forsoegsbetingelser
1.6.2.1. Forsoegsdyr
Rotter er de foretrukne forsoegsdyr, medmindre der foreligger kontraindikationer. Der benyttes
unge sunde rotter af almindeligt anvendte stammer.
Ved forsoegets begyndelse maa vaegten af de anvendte dyr ikke variere mere end ± 20 % fra en
rimelig gennemsnitsvaegt.

1.6.2.2. Antal og koen
Der anvendes mindst 10 dyr (fem hunner og fem hanner) i hver forsoegsgruppe. Hundyrene maa
ikke have foedt og maa ikke vaere draegtige. Hvis der paaregnes aflivning af dyr under
forsoeget, skal det oprindelige antal dyr foroeges med det antal dyr, man paaregner at aflive i
loebet af forsoeget. Man kan samtidig udsaette en satellitgruppe paa 10 dyr (fem af hvert koen)
for den hoejeste koncentration i 28 dage og gennem en periode paa 14 dage efter forsoeget
observere, om der er reversible, varige eller sent opstaaede toksiske virkninger. Der anvendes
tillige en satellitgruppe paa 10 kontroldyr (fem af hvert koen).

1.6.2.3. Eksponeringskoncentrationer



Der skal anvendes mindst tre koncentrationsniveauer og en kontrolgruppe eller en
vehikelkontrolgruppe (svarende til koncentrationen af vehiklet i hoejeste dosisniveau), saafremt
der benyttes vehikel. Dyrene i kontrolgruppen behandles noejagtigt som dyrene i
forsoegsgrupperne, bortset fra inhalation af teststoffet. Den hoejeste koncentration boer have
toksisk virkning, men kun medfoere faa eller ingen doedsfald. Der maa ikke vaere tegn paa
toksisk virkning ved den laveste koncentration. Hvis der foreligger en anvendelig vurdering af
menneskers eksponering for stoffet, skal den laveste koncentration overskride denne
eksponering. Middelkoncentrationen skal helst frembringe saa svage observerbare toksiske
virkninger som muligt. Hvis der anvendes mere end tre koncentrationer, boer de vaelges
saaledes, at der opnaas graduering af de toksiske virkninger. I grupperne med lav og middel
koncentration og i kontrolgrupperne skal doedeligheden holdes paa et lavt niveau, saa der bliver
mulighed for en meningsfuld vurdering af resultaterne.

1.6.2.4. Eksponeringstid
Den daglige eksponeringsperiode er seks timer, men det kan vaere noedvendigt at benytte kortere
eller laengere perioder for at imoedekomme specielle krav.

1.6.2.5. Udstyr
Dyrene testes med inhalationsapparatur, der er udformet saaledes, at der kan opretholdes en
dynamisk luftcirkulation med et luftskifte paa mindst 12 gange pr. time samtidig med et
tilstraekkeligt iltindhold og jaevn fordeling af eksponeringsluften. Benyttes der
eksponeringskammer, skal det vaere saaledes indrettet, at forsoegsdyrene sammenklumpes
mindst muligt og eksponeres mest muligt for teststoffet ved inhalation. Den generelle regel for
sikkerhed for stabil atmosfaere er, at dyrenes totale »volumen« ikke maa overstige 5 % af
eksponeringskammerets volumen. Eksponeringen kan foregaa gennem mund-naese, hovedet
alene eller ved kamre til hele kroppen; ved anvendelse af de to foerste muligheder opnaar man, at
optagelsen af teststoffet ad andre veje minimeres.

1.6.2.6. Observationsperiode
Dyrene observeres dagligt for symptomer paa toksiske virkninger i hele forsoegsperioden og
restitutionsperioden. Doedstidspunkt og tidspunkter for toksicitetssymptomers fremkomst og
forsvinden registreres.

1.6.3. Fremgangsmaade
Dyrene eksponeres for teststoffet dagligt 5-7 dage om ugen i en periode paa 28 dage. En eventuel
satellitgruppe beregnet til opfoelgningsobservationer holdes i yderligere 14 dage, efter at
eksponering for teststoffet er ophoert, saaledes at det kan registreres, om toksiske virkninger er
reversible, eller om de vedvarer. Temperaturen under forsoeget holdes paa 22 C ± 3 C.
Under ideelle forhold skal den relative luftfugtighed holdes paa mellem 30 % og 70 %, men i
visse tilfaelde (f.eks. ved testning af visse aerosoler) kan det vaere praktisk uigennemfoerligt.
Udsivning af teststof til omgivelserne kan forhindres ved, at der i kammeret holdes et svagt
undertryk (≤ 5 mm vandsoejle). Der gives hverken foder eller vand under eksponeringen.
Der anvendes et dynamisk inhalationssystem med et passende analytisk kontrolsystem til sikring
af eksponeringskoncentrationen. Det anbefales at foretage en proevetest for at finde frem til
passende eksponeringskoncentrationer. Lufthastigheden tilpasses, saaledes at der er ensartede
forhold i hele eksponeringskammeret. Systemet skal vaere af en saadan beskaffenhed, at der saa
hurtigt som muligt opnaas stabile eksponeringsbetingelser.
Der foretages maaling og kontrol af
(a) lufthastighed (kontinuerlig)
(b) den faktiske koncentration af teststoffet maalt i opholdsarealet. Koncentrationen maa under
den daglige eksponeringsperiode ikke variere mere end ± 15 % fra gennemsnitskoncentrationen.



Det kan vaere umuligt at opnaa en saadan grad af kontrol med visse aerosoler, og i saa tilfaelde
kan stoerre udsving accepteres. Koncentrationerne boer fra dag til dag holdes saa konstante som
muligt under hele forsoegets forloeb. For aerosoler analyseres partikelstoerrelsen mindst én gang
ugentligt pr. forsoegsgruppe.
(c) temperatur og luftfugtighed, om muligt kontinuerligt.
Under og efter eksponering foretages der systematiske observationer, som registreres for hvert
enkelt dyr. Alle dyr observeres dagligt, og toksicitetssymptomer registreres, herunder hvornaar
disse symptomer optraeder foerste gang, hvor laenge de varer, og hvor kraftige de er.
Inspektionen af dyrene skal omfatte forandringer i hud og pels, oejne og slimhinder, aandedraet
og kredsloeb, det autonome og det centrale nervesystem, den motoriske aktivitet og
adfaerdsmoensteret. Dyrene vejes én gang om ugen. Det anbefales, at der ogsaa holdes regnskab
med den ugentlige foedeindtagelse. Dyrene observeres med jaevne mellemrum, saa dyr ikke gaar
tabt for undersoegelsen paa grund af f.eks. kannibalisme, autolyse af vaev eller forveksling. Ved
forsoegets slutning aflives og obduceres alle overlevende dyr med undtagelse af dem i
satellitgruppen. Doeende dyr og dyr, der viser symptomer paa staerk smerte eller lidelse, fjernes,
saa snart de iagttages, hvorefter de aflives paa human maade og obduceres.
Ved forsoegets afslutning skal alle dyr inklusive kontrolgruppen underkastes foelgende
undersoegelser
(i) haematologisk analyse omfattende mindst haematokrit, haemoglobinkoncentration,
erythrocyttaelling, total og differential leucocyttaelling og et maal for koaguleringsevnen.
(ii) klinisk biokemisk blodanalyse omfattende mindst én lever- og nyrefunktionsparameter:
serum alanin aminotransferase (ALAT), serum aspartat aminotransferase (ASAT), urinstof,
albumin, kreatinin, total bilirubin og total serumprotein.
Andre bestemmelser, der kan vaere paakraevet for en fyldestgoerende toksikologisk vurdering,
er calcium, phosphor, chlorid, natrium, kalium, glucose efter faste, lipidanalyser, hormoner,
syre/basebalance, methaemoglobin og cholinesteraseaktivitet.
Der kan udfoeres yderligere klinisk biokemiske analyser, hvor det skoennes noedvendigt for en
videre undersoegelse af de observerede virkninger.

1.6.3.1. Makroskopisk undersoegelse
Alle forsoegsdyrene underkastes en fuldstaendig makroskopisk undersoegelse. Lever, nyrer,
binyrer, lunger og testes vejes saa hurtigt som muligt efter udtagning, saa udtoerring undgaas.
Vaev og organer (luftveje, lever, nyrer, milt, testes, binyrer, hjerte og organer, der udviser
makrokopiske laesioner eller stoerrelsesforandringer) opbevares i et passende medium med
henblik paa eventuel senere histopatologisk undersoegelse. Lunger udtages hele og intakte, vejes
og behandles med et passende fixativ for at sikre, at lungestrukturen bevares.

1.6.3.2. Histopatologisk undersoegelse
Der foretages en histologisk undersoegelse af praepareret vaev og organer fra dyrene i
kontrolgruppen samt i den gruppe, der har vaeret udsat for den hoejeste koncentration.
Observeres der i gruppen med den hoejeste koncentration vaevs- eller organdefekter, som kan
tilskrives teststoffet, undersoeges de samme vaev og organer i grupperne med lavere
koncentration. Dyrene i en eventuel satellitgruppe underkastes en histologisk undersoegelse,
isaer de vaev og organer, der udviser toksisk virkning i de oevrige grupper.

2. DATA
Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antal dyr ved begyndelsen af forsoeget, og
for hver type af laesion det antal dyr, der udviser den paagaeldende laesion.
Evaluering af samtlige observationer skal baseres paa en passende statistisk metode. Alle
anerkendte statistiske metoder kan anvendes.



3. RAPPORTERING
3.1. FORSOEGSRAPPORT
Forsoegsrapporten skal om muligt indeholde foelgende oplysninger
- dyreart/stamme, herkomst, miljoebetingelser, foder o.s.v.
- forsoegsbetingelser
Beskrivelse af eksponeringsudstyret, herunder udformning, type, dimensionering, luftkilde,
system til frembringelse af aerosoler, metode til konditionering af luften, behandling af
udpumpet luft og den maade, hvorpaa dyrene holdes i et eksponeringskammer, naar et saadant
benyttes. Apparatur til maaling af temperatur, fugtighed og i givet fald aerosolkoncentrationens
stabilitet eller partikelstoerrelse skal beskrives.
Eksponeringsdata
Disse skal opstilles i tabelform med angivelse af middelvaerdier og et maal for variationen (f.eks.
standardafvigelser) og i videst muligt omfang omfatte
a) lufthastighed gennem inhalationsudstyret
b) luftens temperatur og fugtighed
c) nominelle koncentrationer (total maengde teststof tilfoert inhalationsapparaturet, divideret
med luftvolumen)
d) type vehikel, hvor et saadant er anvendt
e) faktiske koncentrationer i opholdsarealet under forsoeget
f) massemedianen af den aerodynamiske diameter (MMAD) og den geometriske
standardafvigelse (GSD)
- oplysninger om toksisk reaktion opdelt efter koen og koncentration
- angivelse af dyrenes doedstidspunkt under forsoeget eller overlevelse til forsoegets slutning
- beskrivelse af toksiske og andre virkninger; nuleffektniveau
- for hvert enkelt abnormitetstegn det tidspunkt, hvor det er observeret, og dets senere udvikling
- foder- og legemsvaegt
- haematologiske analyser og samtlige resultater
- klinisk biokemiske analyser og samtlige resultater
- obduktionsfund
- detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund
- eventuel statistisk behandling af resultaterne
- diskussion af resultaterne
- fortolkning af resultaterne.

3.2. VURDERING OG FORTOLKNING
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).

4. LITTERATURHENVISNINGER
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt E).



B.9. TOKSICITET VED GENTAGEN DOSERING (28 DAGE, DERMAL)

1. METODE
1.1. INDLEDNING
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt A).

1.2. DEFINITIONER
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt B).

1.3. REFERENCESTOFFER
Ingen.

1.4. TESTMETODENS PRINCIP
Teststoffet paafoeres dagligt huden i graduerede doser paa grupper af forsoegsdyr, idet der
anvendes en bestemt dosis til hver gruppe gennem en periode paa 28 dage. I
eksponeringsperioden observeres dyrene dagligt for symptomer paa toksisk virkning. Dyr, der
doer under forsoeget, obduceres, og ved forsoegets afslutning aflives og obduceres de
overlevende dyr.

1.5. KVALITETSKRITERIER
Ingen.

1.6. BESKRIVELSE AF TESTMETODEN
1.6.1. Forberedelser
Dyrene holdes under forsoegsbetingelser med hensyn til miljoe og fodring i mindst fem dage,
inden forsoeget paabegyndes. Unge sunde dyr fordeles randomiseret i forsoegs- og
kontrolgrupper, inden forsoeget saettes i gang. Kort foer forsoeget indledes, klippes dyrene paa
ryggen. Saafremt dyrene barberes, boer det ske ca. 24 timer, inden forsoeget indledes.
Klipningen eller barberingen maa som regel gentages med en uges mellemrum. Man maa ved
klipning og barbering passe paa ikke at beskadige huden. Mindst 10 % af kroppens overflade
klargoeres til paafoering af teststoffet. Ved afgoerelse af, hvilket og hvor stort et omraade der
skal klippes, boer der tages hensyn til dyrets vaegt. Ved testning af faste stoffer, som i givet fald
kan pulveriseres, skal teststoffet fugtes tilstraekkeligt med vand eller om noedvendigt med et
passende vehikel, saa der sikres god kontakt med huden. Flydende teststoffer paafoeres normalt
ufortyndet. Teststoffet paafoeres dagligt 5-7 dage om ugen.

1.6.2. Forsoegsbetingelser
1.6.2.1. Forsoegsdyr
Der kan anvendes voksne rotter, kaniner eller marsvin. Der kan ogsaa anvendes andre dyrearter,
men i saa fald skal det begrundes.
Ved forsoegets begyndelse maa vaegten af de anvendte dyr ikke variere mere end ± 20 % fra en
rimelig gennemsnitsvaegt.

1.6.2.2. Antal og koen
Der anvendes mindst 10 dyr (fem hunner og fem hanner) med sund hud til hvert dosisniveau.
Hunnerne maa ikke have foedt og maa ikke vaere draegtige. Hvis der paaregnes aflivning af dyr
under forsoeget, skal det oprindelige antal dyr foroeges med det antal dyr, man paaregner at
aflive i loebet af forsoeget. Man kan samtidig udsaette en satellitgruppe paa 10 dyr (fem af hvert
koen) for den hoejeste dosis i 28 dage og gennem en periode paa 14 dage efter forsoeget
observere, om der er reversible, varige eller forsinkede toksiske virkninger. Der anvendes tillige
en satellitgruppe paa 10 kontroldyr (fem af hvert koen).



1.6.2.3. Dosisniveauer
Der skal anvendes mindst tre dosisniveauer samt en kontrolgruppe eller en vehikelkontrolgruppe,
saafremt der benyttes vehikel. Eksponeringsperioden er paa mindst seks timer dagligt. Teststoffet
paafoeres paa omtrent samme tidspunkt hver dag, og doserne justeres med jaevne mellemrum (én
gang eller to gange om uge), saa de er konstante i forhold til dyrenes legemsvaegt. Dyrene i
kontrolgruppen behandles noejagtigt som dyrene i forsoegsgrupperne, bortset fra paafoering af
teststoffet. Hvis der anvendes et vehikel til at lette doseringen, skal vehikelkontrolgruppen
eksponeres paa samme maade som forsoegsgrupperne og paafoeres samme maengde vehikel
som den gruppe, der modtager den hoejeste dosis. Den hoejeste dosis boer have toksisk virkning,
men kun medfoere faa eller ingen doedsfald. Det laveste dosisniveau boer ikke have nogen
toksisk virkning overhovedet. Hvis der foreligger en anvendelig vurdering af menneskers
eksponering for stoffet, skal det laveste dosisniveau overskride denne eksponering. Middeldosis
skal helst frembringe saa svage observerbare toksiske virkninger som muligt. Hvis der anvendes
mere end tre dosisniveauer, boer de vaelges saaledes, at der opnaas graduering af de toksiske
virkninger. I grupperne med lav og middel dosis og i kontrolgrupperne skal doedeligheden
holdes paa et lavt niveau, saa der bliver mulighed for en meningsfuld vurdering af resultaterne.
Hvis paafoering af teststoffet foraarsager alvorlig hudirritation, saenkes koncentrationen, hvilket
kan medfoere, at andre toksiske virkninger paa det hoejeste dosisniveau svaekkes eller
forsvinder. Hvis huden er blevet alvorligt beskadiget, kan det vaere noedvendigt at afslutte
forsoeget og foretage et nyt forsoeg med lavere koncentrationer.

1.6.2.4. Graensetest
Hvis der i en indledende undersoegelse med en dosis paa 1 000 mg/kg legemsvaegt eller en
stoerre dosis fastsat ud fra kendskab til den eksponering, mennesker kan blive udsat for, ikke
konstateres nogen toksisk virkning, kan yderligere test betragtes som unoedvendige.

1.6.2.5. Observationsperiode
Dyrene observeres dagligt for symptomer paa toksicitet. Doedstidspunkt og tidspunkter for
toksicitetssymptomers fremkomst og forsvinden registreres.

1.6.3. Fremgangsmaade
Dyrene holdes i hver sit bur. Den ideelle dosering bestaar i paafoering af teststoffet syv dage om
ugen i en periode paa 28 dage. En eventuel satellitgruppe beregnet til opfoelgningsobservationer
holdes i yderligere 14 dage uden paafoering af teststof, saaledes at det kan registreres, om
toksiske virkninger er reversible, eller om de vedvarer. Den daglige eksponeringsperiode er paa
mindst seks timer.
Teststoffet paafoeres jaevnt over et omraade, som svarer til ca. 10 % af den samlede
legemsoverflade. Med staerkt toksiske stoffer kan der anvendes et mindre omraade, men stoffet
skal paafoeres saa tyndt og ensartet over en saa stor del af omraadet som muligt.
Teststoffet skal holdes i kontakt med huden ved hjaelp af en poroes gazeforbinding og en ikke-
hudirriterende klaebestrimmel. Teststedet skal desuden tildaekkes paa en saadan maade, at
gazeforbindingen og teststoffet holdes sikkert fast, saa at dyrene ikke kan indtage teststoffet. Der
kan anvendes andre foranstaltninger, som forhindrer dyrene i at indtage teststoffet; dog kan
fuldstaendig immobilisering ikke anbefales. Alternativt kan der benyttes en beskyttelseskrave.
Ved eksponeringsperiodens afslutning fjernes tilbagesiddende teststof, idet der f.eks. anvendes
vand eller et andet egnet middel til at rense huden.
Alle ddy observvres daagigt, oggtoosicitetssymptomer reeiitreres, heruudee hvornaar disse
symptomer optraeder foerste gang, hvor laenge de varer, og hvor kraftige de er. Inspektion af
dyrene skal omfatte forandringer i hud og pels, oejne og slimhinder, aandedraet og kredsloeb, det
autonome og centrale nervesystem, den motoriske aktivitet og adfaerdsmoensteret. Dyrene vejes



én gang om ugen. Det anbefales, at der ogsaa holdes regnskab med den ugentlige
foedeindtagelse. Dyrene observeres med jaevne mellemrum, saa dyr ikke gaar tabt for
undersoegelsen paa grund af f.eks. kannibalisme, autolyse af vaev eller forveksling. Ved
forsoegets slutning aflives og obduceres alle overlevende dyr med undtagelse af dem i
satellitgrupperne. Doeende dyr og dyr, der viser symptomer paa staerk smerte eller lidelse,
fjernes, saa snart de iagttages, hvorefter de aflives paa human maade og obduceres.
Ved forsoegets afslutning skal alle dyr inklusive kontrolgruppen underkastes foelgende
undersoegelser
1) haematologisk analyse omfattende mindst haematokrit, haemoglobinkoncentration,
erythrocyttaelling, total og differential leucocyttaelling og et maal for koaguleringsevnen.
2) klinisk biokemisk blodanalyse omfattende mindst én lever- og nyrefunktionsparameter: serum
alanin aminotransferase (ALAT), serum aspartat aminotransferase (ASAT), urinstof, albumin,
kreatinin, total bilirubin og total serumprotein.
Andre bestemmelser, der kan vaere paakraevet for en fyldestgoerende toksikologisk vurdering,
er calcium, phosphor, chlorid, natrium, kalium, glucose efter faste, lipidanalyser, hormoner,
syre/basebalance, methaemoglobin og cholinesteraseaktivitet.
Der kan udfoeres yderligere klinisk biokemiske analyser, hvor det skoennes noedvendigt for
videre undersoegelse af observerede virkninger.

1.6.4. Makroskopisk undersoegelse
Alle forsoegsdyrene underkastes en fuldstaendig makroskopisk undersoegelse. Lever, nyrer,
binyrer testes og vejes saa hurtigt som muligt efter udtagningen, saa udtoerring undgaas. Vaev og
organer, d.v.s. normal og eksponeret hud, lever, nyrer, milt testes, binyrer, hjerte og maalorganer
(d.v.s. organer, der udviser makroskopiske laesioner eller forandringer i stoerrelse) opbevares i et
passende medium med henblik paa eventuel senere histopatologisk undersoegelse.

1.6.5. Histopatologisk undersoegelse
Der foretages en histologisk undersoegelse af praepareret vaev og organer fra dyrene i
kontrolgruppen samt i den gruppe, der har vaeret udsat for den stoerste dosis. Observeres der i
gruppen med den hoejeste dosis vaevs- eller organdefekter, som kan tilskrives teststoffet,
undersoeges de samme vaev og organer i grupperne med lavere dosis. Dyrene i satellitgruppen
underkastes en histologisk undersoegelse, isaer de vaev og organer, der udviser virkning i de
oevrige grupper.

2. DATA
Data opstilles i tabelform, som for hver gruppe viser antallet af dyr ved begyndelsen af forsoeget,
og for hver type laesion det antal dyr, der udviser den paagaeldende laesion.
Evaluering af samtlige observationer skal baseres paa en passende statistisk metode. Alle
anerkendte statistiske metoder kan anvendes.

3. RAPPORTERING

3.1. FORSOEGSRAPPORT
Forsoegsrapporten skal om muligt indeholde foelgende oplysninger
- dyreart/stamme, herkomst, miljoebetingelser, foder o.s.v.
- forsoegsbetingelser (herunder forbindingstypen: med eller uden okklusion)
- dosisniveauer (med angivelse af vehikel, hvor et saadant er anvendt) samt koncentration
- nuleffektniveau, hvor det er muligt
- oplysninger om toksiske reaktioner opdelt efter koen og dosis
- angivelse af dyrenes doedstidspunkt under forsoeget eller overlevelse til forsoegets slutning
- toksiske og andre virkninger



- for hvert enkelt abnormitetstegn det tidspunkt, hvor det er observeret, og dets senere udvikling
- foder- og legemsvaegt
- haematologiske analyser og samtlige resultater
- klinisk biokemiske analyser og samtlige resultater
- obduktionsfund
- detaljeret beskrivelse af alle histopatologiske fund
- eventuel statistisk behandling af resultaterne
- diskussion af resultaterne
- fortolkning af resultaterne.

3.2. VURDERING OG FORTOLKNING
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt D).

4. LITTERATURHENVISNINGER
Se den generelle indledning til afsnit B (punkt E).



B.10 MUTAGENICITET – IN VITRO-TEST FOR KROMOSOMABERRATIONER I PATTEDYR

1. METODE

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

1.1 INDLEDNING

Formålet med in vitro-testen for kromosomaberrationer er et påvise, om et stof eller andet forårsager
strukturelle kromosomafvigelser i dyrkede pattedyrceller (1)(2)(3). Der er to typer strukturændringer,
kromosomtypen og kromatidtypen. De fleste kemiske mutagener forårsager ændringer af kromatidtypen, men
også ændringer af kromosomtypen forekommer. Ploiditetsforøgelse kan være tegn på, at et kemisk stof er i
stand til at fremkalde antalsafvigelser. Den foreliggende metode er imidlertid ikke beregnet til at påvise
antalsafvigelser og benyttes ikke rutinemæssigt til dette formål. Kromosommutationer og lignende er årsag til
mange genetiske sygdomme hos mennesker, og meget tyder på, at kromosommutationer og lignende, som
ændrer på onkogener og tumorsuppressorgener i somatiske celler, medvirker ved induktion af kræft hos
mennesker og i forsøgsdyr.

I in vitro-testen for kromosomaberrationer kan der benyttes kulturer af etablerede cellelinjer, cellestammer
eller primære cellekulturer. Cellerne udvælges på grundlag af deres vækstegenskaber ved dyrkning,
karyotypens stabilitet, kromosomtal, kromosomdiversitet og hyppighed af spontane kromosomaberrationer.

Ved udførelse af in vitro-test er det i regelen nødvendigt at benytte en exogen kilde til metabolismeaktivering.
Et sådant metabolismeaktiveringssystem kan ikke fuldstændig efterligne betingelserne i et levende pattedyr.
Man må omhyggeligt undgå betingelser, som fører til et positivt resultat, der ikke skyldes selve
mutageniciteten men kan være forårsaget af ændringer i pH eller osmolalitet eller høj cytotoksicitet (4)(5).

Testen benyttes til at screene for stoffer, der kan være mutagene eller carcinogene hos pattedyr. Mange af de
stoffer, der giver positivt resultat med denne test, er kræftfremkaldende hos pattedyr, men der er ikke
fuldstændig korrelation mellem testen og carcinogenicitet. Korrelationen afhænger af den kemiske
sammensætning, og der er stadig tydeligere tegn på, at nogle carcinogener ikke påvises ved denne test, fordi de
lader til at virke via andre mekanismer end direkte beskadigelse af DNA.

Se også den generelle indledning til afsnit B.

1.2 DEFINITIONER

Aberration af kromatidtypen: beskadigelse af kromosomstrukturen i form af brud på enkeltkromatider eller
brud på og sammenføjning af kromatider.

Aberration af kromosomtypen: beskadigelse af kromosomstrukturen i form af brud på - eller brud på og
sammenføjning af - begge kromatider på samme sted.



Endo-fordobling: en proces, hvorved cellekernen efter en S-fase i DNA-replikationen ikke fortsætter over i
mitosen men påbegynder endnu en S-fase. Resultatet er kromosomer med 4, 8, 16, ... kromatider.

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

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

Antalsafvigelse: ændring i kromosomtallet i forhold til det for de pågældende celler normale antal.

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

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

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Cellekulturer udsættes for teststoffet både med og uden metabolismeaktivering. Efter forud fastsatte tidsrum
efter at være udsat for teststoffet behandles kulturerne med et metafasestandsende stof (f.eks. Colcemid® eller
colchicin), hvorefter de høstes og farves; dernæst undersøges metafasecellerne mikroskopisk for forekomst af
kromosomaberrationer.

1.4 BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

1.4.1 Præparater

1.4.1.1 Celler

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

1.4.1.2 Substrater og dyrkningsforhold

Til vedligeholdelse af kulturerne benyttes der egnede dyrkningssubstrater og inkuberingsbetingelser
(dyrkningsflasker, CO2-koncentration, temperatur og luftfugtighed). Etablerede cellelinjer og stammer
kontrolleres regelmæssigt for stabilt karakteristisk kromosomtal og mycoplasmakontaminering; i tilfælde af
kontaminering anvendes kulturen ikke. Cellernes normale cyklustid og dyrkningsbetingelserne skal være
kendt.



1.4.1.3 Fremstilling af kulturer

Etablerede cellelinjer og stammer: celler udtages fra stamkulturer og udsås i dyrkningssubstrat med en sådan
tæthed, at kulturerne ikke flyder sammen inden høst, og inkuberes ved 37°C.

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

1.4.1.4 Metabolismeaktivering

Cellerne udsættes for teststoffet både med og uden et egnet metabolismeaktiveringssystem. Det mest
almindeligt anvendte system er en cofaktorsuppleret postmitokondriefraktion (S9), der fremstilles af levere
fra rotter, der har været behandlet med enzyminducerende stoffer såsom Aroclor 1254 (6)(7)(8)(9), eller en
blanding af phenobarbiton og β-naphthoflavon (109(11)(12).

Postmitokondriefraktionen anvendes normalt i en koncentration på 1-10 % (v/v) i det færdige testsubstrat. Et
metabolismeaktiveringssystems beskaffenhed kan afhænge af, hvilken kemisk klasse teststoffet tilhører. I
nogle tilfælde vil det være hensigtsmæssigt at benytte postmitokondriefraktion i mere end én koncentration.

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

1.4.1.5 Teststof/testpræparat

Teststoffer i fast form opløses eller opslæmmes i passende opløsningsmidler eller bærere og fortyndes
passende inden behandling af cellerne. Teststoffer i væskeform kan enten tilsættes direkte til testsystemet
eller fortyndes inden behandlingen. Der benyttes frisk fremstillede teststofpræparater, medmindre
stabilitetsdata viser, at opbevaring er acceptabel.

1.4.2 Testbetingelser

1.4.2.1 Opløsningsmiddel/bærer

Der må ikke være mistanke om, at opløsningsmiddel/bærer reagerer kemisk med teststoffet, og
opløsningsmiddel/bærer må hverken hæmme cellernes overlevelse eller S9-aktiviteten. Benyttes der andre
opløsningsmidler/bærere end de velkendte, skal brugen af dem underbygges med kompatibilitetsdata. Det
anbefales i videst muligt omfang først at forsøge at benytte et vandigt opløsningsmiddel/bærersystem. Ved
undersøgelse af stoffer, der er ustabile i vand, skal de organiske opløsningsmidler være vandfrie. Vand kan
fjernes ved tilsætning af molekylsi.



1.4.2.2 Eksponeringskoncentrationer

Stoffets cytotoksicitet, dets opløselighed i testsystemet samt ændringer i pH og osmolalitet er blandt de
kriterier, der skal tages hensyn til ved valg af højeste koncentration.

Cytotoksiciteten bestemmes med og uden metabolismeaktivering i hovedforsøget ved hjælp af en passende
indikator for celleintegritet og -vækst, f.eks. sammenflydningsgrad, antal levedygtige celler eller mitoseindeks.
Der kan være hensigtsmæssigt at bestemme cytotoksicitet og opløselighed ved et indledende forsøg.

Der benyttes mindst 3 analyserbare koncentrationer. Hvis der er tale om cytotoksicitet, skal
koncentrationerne dække et interval fra største toksicitet til ringe eller ingen toksicitet; det betyder normalt,
at koncentrationerne højst er adskilt med en faktor mellem 2 og √10. På høsttidspunktet skal sammen-
flydning, celleantal eller mitoseindeks være faldet signifikant ved den højeste koncentration (mere end 50%).
Mitoseindekset er kun et indirekte mål for cytotoksisk/cytostatisk virkning og afhænger af, hvor lang tid der
er forløbet efter behandlingen. Mitoseindeks er dog acceptabel for dyrkning i rystekolber, hvor andre
toksicitetsmål er besværlige eller ubrugelige i praksis. Oplysninger om cellecyklens kinetik, såsom den
gennemsnitlige generationstid (AGT), kan benyttes som supplerende information. AGT er imidlertid et
overordnet gennemsnit, der ikke altid afslører forsinkede subpopulationer, og selv en lille forøgelse af den
gennemsnitlige generationstid kan føre til en meget betydelig forsinkelse af tidspunktet for optimalt udbytte af
aberrationer.

For stoffer, der er forholdsvis ikke-cytotoksiske, må testkoncentrationen højst være 5 µl/ml, 5 mg/ml eller
0,01 M (den laveste af de tre).

For forholdsvis uopløselige stoffer, der ikke er toksiske ved koncentrationer under opløselighedsgrænsen, skal
der som højeste dosis benyttes en koncentration, der er højere end opløselighedsgrænsen i det samlede
dyrkningssubstrat ved behandlingens afslutning. I nogle tilfælde (f.eks. når toksicitet kun optræder over den
laveste koncentration med uopløselighed) tilrådes det at gennemføre testen ved mere end én koncentration
med synlig udfældning. Det kan være hensigtsmæssigt at bedømme opløseligheden både ved behandlingens
begyndelse og afslutning, eftersom opløseligheden kan ændre sig under eksponeringen i testsystemet som følge
af, at der er celler, S9, serum m.v. til stede. Uopløselighed kan iagttages med det blotte øje. Bundfald må ikke
have indflydelse på bedømmelsen.

1.4.2.3 Negative og positive kontrolprøver

I alle forsøg medtages der sideløbende både positive og negative (opløsningsmiddel eller bærer) kontrolprøver,
såvel med som uden metabolismeaktivering. Når der benyttes metabolismeaktivering, bør der som positivt
kontrolkemikalie anvendes et, der kræver aktivering for at virke mutagent.

I positive kontrolprøver benyttes der et kendt clastogen i en mængde, der forventes at give reproducerbar og
påviselig forøgelse i forhold til baggrundsværdierne, hvorved testsystemets følsomhed godtgøres.



Der vælges sådanne koncentrationer i de positive kontrolprøver, at virkningerne er tydelige, uden dog at de
kodede objektglas's identitet umiddelbart afsløres for den, der aflæser dem. Nedenfor er opregnet eksempler på
positive kontrolstoffer:

Metabolismeaktivering Stof CAS nr. EINECS nr.

Ingen exogen Methylmethansulfonat 66-27-3 200-625-0

metabolismeaktivering Ethylmethansulfonat 62-50-0 200-536-7

Ethylnitrosourea 759-73-9 212-072-2

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

4–Nitroquinoline–N–oxid 56-57-5 200-281-1

Exogen metabolismeaktivering Benzo[a]pyrene 50-32-8 200-028-5

Cyclophosphamid

Cyclophosphamid
monohydrat

50-18-0

6055-19-2

200-015-4

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

Der skal i hver høst indgå negative kontrolprøver, hvor behandlingsmediet kun består af opløsningsmiddel
eller bærer, og som behandles på samme måde som de øvrige kulturer. Desuden skal der være ubehandlede
kontrolprøver, medmindre der foreligger tidligere opnåede kontroldata, der viser, at det valgte
opløsningsmiddel ingen skadelige eller mutagene virkninger har.

1.4.3 Fremgangsmåde

1.4.3.1 Behandling med teststof

Celler under formering behandles med teststoffet med og uden tilstedeværelse af et
metabolismeaktiveringssystem. Behandling af lymfocytter påbegyndes ca. 2 døgn efter stimulering med
mitogen.

1.4.3.2 Der benyttes normalt dobbeltbestemmelse ved hver koncentration, hvilket også stærkt tilrådes for negative
kontrolprøver (kontrolprøver med opløsningsmiddel). Hvis det på grundlag af tidligere forsøg kan godtgøres,
at forskellen mellem dobbeltbestemmelser (13)(14), er minimal, kan enkeltbestemmelse ved hver
koncentration accepteres.

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



1.4.3.3 Høst af kulturer

I det første forsøg udsættes cellerne for teststoffet både med og uden metabolismeaktivering i 3-6 timer, og der
udtages prøve efter et tidsrum, der svarer til ca. 1,5 gange cellecykluslængden, regnet fra behandlingens
begyndelse (12). Fører denne protokol til negativt resultat både med og uden aktivering, udføres endnu et
forsøg, denne gang med kontinuerlig behandling indtil prøveudtagning efter et tidsrum, der svarer til ca. 1,5
gange en normal cellecyklus. Nogle kemiske stoffer er det lettere at bestemme ved
behandlings/prøveudtagningstider på mere end 1,5 gange cellecyklussen. Negativt resultat med
metabolismeaktivering skal bekræftes i hvert enkelt tilfælde. Anses bekræftelse af negative resultater ikke for
nødvendige, skal dette begrundes.

1.4.3.4 Kromosompræparering

Cellekulturerne behandles med Colcemid® eller colchicin normalt 1-3 timer før høst. Høst og
kromosompræparering skal foregå særskilt for hver enkelt kultur. Kromosompræpareringen består i
hypotonisk behandling af cellerne, fiksering og farvning.

1.4.3.5 Analyse

Alle objektglas, herunder positive og negative kontrolprøver, kodes uafhængigt inden mikroskoperingen. Da
fikseringen ofte medfører, at en del af metafasecellerne går i stykker og kromosomerne går tabt, bør bedømte
celler indeholde et antal centromerer svarende til kromosomtallet ± 2 for alle celletyper. Der skal bedømmes
mindst 200 vel fordelte metafaser pr. koncentration og kontrolgruppe, ligeligt fordelt mellem eventuelle
dobbeltprøver. Dette antal kan sættes ned, hvis der iagttages høje aberrationstal.

Selv om testens formål er at påvise ændringer i kromosomstrukturen, er det vigtigt også at notere polyploidi
og endofordobling, hvis dette konstateres.

2. DATA

2.1 BEHANDLING AF RESULTATER

Da cellen er forsøgets måleenhed, bedømmes det, hvilken procentdel af cellerne der har ændret
kromosomstruktur. Forskellige strukturændringer noteres med antal og hyppighed for både forsøgs- og
kontrolkulturer. Gaps noteres særskilt og registreres, men medregnes normalt ikke i den samlede
aberrationshyppighed.

Sideløbende målinger af cytotoksicitet for alle behandlede og negative kontrolkulturer i hovedforsøget
registreres ligeledes.



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

Der findes ingen krav til verifikation af et klart positivt resultat. Tvetydige resultater bør afklares ved
yderligere undersøgelser, helst med ændrede forsøgsbetingelser. Der er redegjort for behovet for bekræftelse af
negative resultater i punkt 1.4.3.3. Ved opfølgende forsøg kan man overveje at ændre på undersøgelsens
parametre, så de bedømte forsøgsbetingelser udvides. Blandt de undersøgelsesparametre, der kan ændres på, er
koncentrationernes spredning og metabolismeaktiveringen.

2.2 EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Der findes en række kriterier for opnåelse af et positivt resultat, f.eks. en koncentrationsafhængig forøgelse
eller en reproducerbar forøgelse af antallet af celler med kromosomaberrationer. Der bør i første række ses på
resultaternes biologiske relevans. Statistiske metoder kan benyttes som hjælpemiddel ved evalueringen af
testresultaterne (3)(13). Statistisk signifikans bør ikke være den eneste faktor, der afgør, om resultatet
bedømmes som positivt.

En forøgelse i antallet af polyploide celler kan være tegn på, at teststoffet er i stand til at inhibere
mitoseprocesser og fremkalde kromosomantalsafvigelser. En forøgelse af antallet af celler med endofordoblede
kromosomer kan være tegn på, at teststoffet kan inhibere cellecyklussens forløb (17)(18).

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

De fleste forsøg giver klart positivt eller negativt resultat, men i sjældne tilfælde giver dataene ikke mulighed
for en endegyldig bedømmelse af teststoffets aktivitet. Resultatet kan stadig være tvetydigt eller tvivlsomt,
uanset hvor mange gange forsøget gentages.

Et positivt resultat af en in vitro-test for kromosomaberrationer viser, at teststoffet fremkalder ændringer i
kromosomstrukturen i dyrkede somatiske celler fra pattedyr. Et negativt resultat viser, at teststoffet under
testbetingelserne ikke fremkalder ændringer i kromosomstrukturen i dyrkede somatiske celler fra pattedyr.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde følgende oplysninger:

Opløsningsmiddel/bærer

− begrundelse for valg af bærer

− teststoffets opløselighed og stabilitet i opløsningsmiddel/bærer, hvis den kendes



Celler

− celletype og -kilde

− den valgte celletypes karyotypiske karakteristika og egnethed

− eventuelt fravær af mycoplasma

− oplysninger om cellecyklussens længde

− bloddonorers køn, fuldblod eller fraseparerede lymfocytter samt benyttet mitogen

− eventuelt antal passager

− eventuelle metoder til vedligehold af cellekultur

− normalt kromosomtal

Testbetingelser

− det metafasestandsende stofs betegnelse og koncentration og længden af cellernes udsættelse for stoffet

− begrundelse for valg af koncentrationer og antal kulturer, herunder f.eks. eventuelle cytotoksicitetsdata og
opløselighedsbegrænsninger

− substratsammensætning og eventuel CO2-koncentration

− teststoffets koncentration

− volumen af tilsat bærer og teststof

− inkuberingstemperatur

− inkuberingstid

− behandlingens varighed

− celletæthed ved udsåning, hvis det er relevant

− metabolismeaktiveringssystemets type og sammensætning, herunder acceptkriterier

− positive og negative kontrolprøver

− metoder til præparering af objektglas

− kriterier for bedømmelse af aberrationer

− antal analyserede metafaser

− metoder til måling af toksicitet

− kriterier for bedømmelse af undersøgelsen som positiv, negativ eller tvetydig



Resultater

− tegn på toksicitet, f.eks. sammenflydningsgrad, cellecyklusdata, celletælling og mitoseindeks

− tegn på udfældning

− data om pH og osmolalitet i behandlingsmediet, hvis disse værdier er målt

− definitioner af aberrationer, herunder gaps

− antal celler med kromosomaberrationer og typen af disse, anført særskilt for hver behandlet kultur og 
kontrolkultur

− eventuel iagttaget ændring i ploidigrad

− dosis/respons-sammenhæng, når det er muligt

− eventuelle statistiske analyser

− data for sideløbende negative (opløsningsmiddel/bærer) og positive kontrolprøver

− data for tidligere negative (opløsningsmiddel/bærer) og positive kontrolprøver med angivelse af
intervaller, gennemsnit og standardafvigelser.

Diskussion af resultaterne.

Konklusioner
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B.11 MUTAGENICITET - IN VIVO-TEST FOR KROMOSOMABERRATIONER I KNOGLEMARV
HOS PATTEDYR

1. METODE

Denne metode er en gengivelse af OECD Test Guideline 475 "Mammalian Bone Marrow Chromosome
Aberration Test" (1997).

1.1 INDLEDNING

In vitro-testen for kromosomaberrationer hos pattedyr benyttes til at påvise, om et teststof forårsager
strukturelle kromosomafvigelser i knoglemarvceller hos dyr, normalt gnavere (1)(2)(3)(4). Der er to typer
strukturændringer, kromosomtypen og kromatidtypen. Ploiditetsforøgelse kan være tegn på, at et kemisk stof er
i stand til at fremkalde antalsafvigelser. De fleste kemiske mutagener forårsager ændringer af kromatidtypen,
men også ændringer af kromosomtypen forekommer. Kromosommutationer og lignende er årsag til mange
genetiske sygdomme hos mennesker, og meget tyder på, at kromosommutationer og lignende, som ændrer på
onkogener og tumorsuppressorgener i somatiske celler, medvirker ved induktion af kræft hos mennesker og i
forsøgssystemer.

Der benyttes rutinemæssigt gnavere i denne test. Knoglemarv er målvævet i denne test, da det er et væv med høj
vaskularisation og består af celler med kort cyklustid, som er lette at isolere og behandle. Metoden omfatter
ikke andre arter og væv.

Denne test for kromosomaberrationer er særlig relevant for en vurdering af risikoen for mutationsfremkaldelse,
da den giver mulighed for at tage sådanne faktorer som in vivo-metabolisme, farmakokinetik og DNA-
reparationsprocesser i betragtning, selv om de kan variere fra art til art og fra væv til væv. En in vivo-test er
ligeledes nyttig til yderligereundersøgelse af mutagene virkninger, der er påvist ved en in vitro-test.

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

Se også den generelle indledning til afsnit B.

1.2 DEFINITIONER

Aberration af kromatidtypen : beskadigelse af kromosomstrukturen i form af brud på enkeltkromatider eller
brud på og sammenføjning af kromatider.

Aberration af kromosomtypen: beskadigelse af kromosomstrukturen i form af brud på - eller brud på og
sammenføjning af - begge kromatider på samme sted.

Endo-fordobling: en proces, hvorved cellekernen efter en S-fase i DNA-replikationen ikke fortsætter over i
mitosen men påbegynder endnu en S-fase. Resultatet er kromosomer med 4, 8, 16, ... kromatider.



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

Antalsafvigelse: ændring i kromosomtallet i forhold til det for de pågældende celler normale antal.

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

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

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Dyrene udsættes for teststoffet på passende måde og aflives efter passende tidsrum efter eksponeringen. Inden
aflivningen behandles dyrene med et metafasestandsende stof (f.eks. colchicin eller Colcemid®). Der
fremstilles derefter præparater af knoglemarvceller, som farves, og metafasecellerne undersøges for
kromosomaberrationer.

1.4 BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

1.4.1 Præparater

1.4.1.1 Valg af dyreart

Der benyttes sædvanligvis rotter, mus og kinesiske hamstere, selv om andre egnede pattedyrarter kan benyttes.
Der bør anvendes almindeligt brugte laboratoriestammer af unge sunde voksne dyr. Ved undersøgelsens
begyndelse bør vægtvariationen mellem dyrene være mindst mulig og ikke over ± 20% af gennemsnitsvægten
for hvert køn.

1.4.1.2 Miljø og fodring

Der gælder de almindelige forhold som beskrevet i den generelle indledning til afsnit B, blot bør der tilstræbes
en fugtighed på 50-60%.

1.4.1.3 Forberedelse af dyrene

Der udvælges tilfældigt sunde unge voksne dyr til kontrol- og behandlingsgruppen. Burene bør anbringes på en
sådan måde, at deres placering får mindst mulig indvirkning. Dyrene identificeres entydigt. Dyrene tilvænnes til
laboratorieforholdene i mindst 5 dage.



1.4.1.4 Fremstilling af doser

Teststoffer i fast form opløses eller opslæmmes i passende opløsningsmidler eller bærere og fortyndes
passende, inden de gives til dyrene. Teststoffer i væskeform kan enten gives direkte til dyrene eller fortyndes
først. Der benyttes frisk fremstillede teststofpræparater, medmindre stabilitetsdata viser, at opbevaring er
acceptabel.

1.4.2 Testbetingelser

1.4.2.1 Opløsningsmiddel/bærer

Opløsningsmiddel/bærer må ikke have toksiske virkninger ved de benyttede doser og må ikke mistænkes for at
reagere kemisk med teststoffet. Benyttes der andre opløsningsmidler/bærere end de velkendte, skal brugen af
dem underbygges med kompatibilitetsdata. Det anbefales i videst muligt omfang først at forsøge at benytte et
vandigt opløsningsmiddel/bærersystem.

1.4.2.2 Kontrolgrupper

I alle forsøg medtages der sideløbende både positive og negative (opløsningsmiddel eller bærer) kontrolgrupper
af begge køn. Bortset fra behandling med teststof skal dyrene i kontrolgrupperne behandles på samme måde
som dyrene i behandlingsgrupperne.

Positive kontrolprøver skal frembringe strukturelle ændringer in vivo ved en dosis, der forventes at give en
påviselig forøgelse i forhold til baggrundsværdierne. Der vælges sådanne doser i de positive kontrolprøver, at
virkningerne er tydelige, uden dog at de kodede objektglas's identitet umiddelbart afsløres for den, der aflæser
dem. Det kan accepteres, at den positive kontrol indgives på anden måde end teststoffet, og at der kun foretages
én prøveudtagning. Hvis der er mulighed for det, bør der anvendes kemisk beslægtede stoffer. Nedenfor er
opregnet eksempler på positive kontrolstoffer:

Stof CAS nr. EINECS nr.

Ethylmethansulfonat 62-50-0 200-536-7

Ethylnitrosourea 759-73-9 212-072-2

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

Cyclophosphamid

Cyclophosphamid monohydrat

50-18-0

6055-19-2

200-015-4

Triethylenmelamin 51-18-3 200-083-5



Der skal ved hver prøveudtagning indgå negative kontrolgrupper, som kun er behandlet med opløsningsmiddel
eller bærer, og ellers behandlet på samme måde som behandlingsgrupperne, medmindre tidligere kontroldata
har vist en acceptabel variation mellem dyr og hyppighed af celler med kromosomafvigelser. Hvis der kun
udtages én negativ kontrolprøve, er det mest hensigtsmæssigt at gøre det ved første prøveudtagning. Desuden
skal der være ubehandlede kontrolgrupper, medmindre der foreligger tidligere opnåede eller offentliggjorte
kontroldata, der viser, at det valgte opløsningsmiddel/bærer ingen skadelige eller mutagene virkninger har.

1.5 FREMGANGSMÅDE

1.5.1 Dyrenes antal og køn

Hver behandlet gruppe og kontrolgruppe skal bestå af mindst 5 analyserbare dyr af hvert køn. Hvis der på det
tidspunkt, hvor undersøgelsen foretages, foreligger data fra undersøgelser med samme dyreart og med samme
indgiftsmåde, som viser, at der ikke er nogen væsentlig toksicitetsforskel mellem de to køn, er test med kun ét
køn tilstrækkeligt. Hvis udsættelsen af mennesker for det kemiske stof er kønsspecifik, som det f.eks. er
tilfældet med visse farmaceutiske stoffer, skal testen udføres med dyr af det pågældende køn.

1.5.2 Behandlingsplan

Teststofferne indgives fortrinsvis i en enkelt dosis. De kan også indgives i to deldoser, dvs. to behandlinger
samme dag med kun nogle få timers interval, hvorved det bliver lettere at indgive et større materialevolumen.
Indgift på anden måde skal begrundes sagligt.

Der udtages prøver på to tidspunkter efter endagsbehandling. For gnavere udtages første prøve normalt 1,5
normal cellecykluslængde (som normalt er 12-18 timer) efter behandlingen. Da det optimale tidspunkt for
påvisning af kromosomaberrationer kan afhænge af, hvor lang tid der er påkrævet for optagelse og metabolisme
af teststoffet, og af teststoffets indvirkning på cellecyklussens kinetik, anbefales det at udtage endnu en prøve
24 timer efter den første. Indgives stoffet over mere end én dag, udtages der blot én prøve, når der er gået 1,5
normal cellecykluslængde efter den sidste behandling.

Inden aflivningen gives dyrene en intraperitoneal injektion med en passende dosis metafasestandsende stof
(f.eks. Colcemid® eller colchicin). Der udtages prøver af forsøgsdyrene efter et passende tidsrum. For mus er
dette tidsrum ca. 3-5 timer, for kinesisk hamster ca. 4-5 timer. Cellerne høstes fra knoglemarven og analyseres
for kromosomaberrationer.



1.5.3 Dosisniveauer

Hvis der gennemføres en forprøve til bestemmelse af dosisinterval, fordi der ikke foreligger nogen egnede data,
bør den udføres i samme laboratorium med samme art, stamme, køn og behandlingsmåde som agtes benyttet i
hovedundersøgelsen (5). Er der tale om toksicitet, benyttes der tre dosisniveauer for første
prøveudtagningstidspunkt. Disse dosisniveauer skal dække et interval fra maksimal toksicitet til næsten ingen
eller ingen toksicitet. Ved den efterfølgende prøveudtagning behøves kun den højeste dosis benyttet. Den
højeste dosis defineres som den dosis, der fremkalder sådanne tegn på toksicitet, at højere dosis med samme
indgiftsmønster må forventes at medføre død. Stoffer med specifik biologisk aktivitet ved lav ikke-toksisk dosis
(f.eks. hormoner og mitogener) kan danne undtagelser fra disse dosisfastsættelseskriterier og bør evalueres
individuelt. Højeste dosis kan også defineres som en dosis, der i nogen grad udviser tegn på toksicitet i
knoglemarven (f.eks. mitoseindeks nedsat med mere end 50%).

1.5.4 Grænsetest

Hvis der ved en test med én dosis på mindst 2000 mg/kg legemsvægt indgivet på én gang eller i to omgange
samme dag ikke kan iagttages nogen toksiske virkninger, og hvis man på grundlag af data om strukturmæssigt
beslægtede stoffer ikke forventer gentoksicitet, kan en fuldstændig undersøgelse med tre dosisniveauer anses for
unødvendig. For længerevarende undersøgelser er grænsedosis på2000 mg pr. kg legemsvægt pr. dag for
behandlinger over højst 14 dage og på 1000 mg pr. kg legemsvægt pr. dag for behandlinger over mere end 14
dage. Den forventede eksponering af mennesker kan foranledige, at der benyttes en højere dosis i grænsetesten.

1.5.5 Indgift af doser

Teststoffet indgives normalt ved tvangsfodring med sonde eller en passende intubationskanyle eller ved
intraperitoneal injektion. Andre indgiftsmåder kanaccepteres, hvis de kan begrundes. Hvor stor en
væskemængde der kan indgives ad gangen ved tvangsfodring eller injektion, afhænger af forsøgsdyrenes
størrelse. Mængden bør højst være på 2 ml pr. 100 g legemsvægt. Anvendelse af større rumfang skal begrundes.
Bortset fra lokalirriterende og ætsende stoffer, som normalt vil have kraftigere virkninger ved højere
koncentrationer, bør testvolumenet variere så lidt som muligt, idet koncentrationen justeres, så volumenet bliver
det samme ved alle dosisniveauer.

1.5.6 Præparering af kromosomer

Umiddelbart efter aflivningen udtages knoglemarven, som udsættes for hypotonisk væske og fikseres. Derefter
stryges cellerne ud på objektglas og farves.



1.5.7 Analyse

Mitoseindekset bestemmes som udtryk for cytotoksiciteten i mindst 1000 celler pr. dyr for alle behandlede dyr
(inkl. positive kontroldyr) og ubehandlede (negative) kontroldyr.

For hvert dyr bør mindst 100 celler analyseres. Dette antal kan sættes ned, hvis der iagttages et stort antal
aberrationer. Alle objektglas, herunder positive og negative kontrolprøver, kodes uafhængigt inden mikroskope-
ringen. Da præpareringen af objektglas ofte medfører, at en del af metafasecellerne går i stykker og
kromosomerne går tabt, bør bedømte celler indeholde et antal centromerer svarende til kromosomtallet 2n ± 2.

2. DATA

2.1 BEHANDLING AF RESULTATER

Data for de enkelte dyr præsenteres i tabelform. Forsøgsenheden er et dyr. For hvert dyr registreres antallet af
bedømte celler, antallet af aberrationer pr. celle og den procentdel af cellerne, der har kromosomaberrationer.
Forskellige typer strukturelle kromosomændringer skal anføres med antal og hyppighed for behandlingsgrupper
og kontrolgrupper. Gaps registreres særskilt og oplyses, men medregnes ikke generelt i den totale aberrations-
hyppighed. Hvis der ikke er tegn på forskellig reaktion hos de to køn, kan dataene samles med henblik på
statistisk analyse.

2.2 EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Der findes en række kriterier for afgøre, om et resultat er positivt, f.eks. en dosisafhængig forøgelse af andelen
af celler med kromosomaberrationer eller en tydelig forøgelse af antallet af celler med aberrationer hos en
enkeltdosisgruppe på et bestemt prøveudtagningstidspunkt. Der bør i første række ses på resultaternes
biologiske relevans. Statistiske metoder kan benyttes som hjælpemiddel ved evalueringen af testresultaterne (6).
Statistisk signifikans bør ikke være den eneste faktor, der afgør, om resultatet bedømmes som positivt.
Tvetydige resultater bør afklares ved yderligere test, helst med ændring af forsøgsbetingelserne.

En forøgelse af ploiditetsgraden kan være tegn på, at teststoffet er i stand til at fremkalde
kromosomantalsafvigelser. En forøget endofordobling kan være tegn på, at teststoffet kan inhibere
cellecyklussens forløb (7)(8).

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

De fleste forsøg giver klart positivt eller negativt resultat, men i sjældne tilfælde giver dataene ikke mulighed
for en endegyldig bedømmelse af teststoffets aktivitet. Resultatet kan stadig være tvetydigt eller tvivlsomt,
uanset hvor mange gange forsøget gentages.

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

Sandsynligheden for, at teststoffet eller dets metabolitter når frem til det almindelige kredsløb eller specifikt til
målvævet (f.eks. systemisk toksicitet), bør diskuteres.



3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde følgende oplysninger:

Opløsningsmiddel/bærer

− begrundelse for valg af bærer

− teststoffets opløselighed og stabilitet i opløsningsmiddel/bærer, hvis den kendes

Forsøgsdyr

− anvendt art/stamme

− antal dyr samt deres alder og køn

− oprindelse, miljø, føde, mv.

− de enkelte dyrs vægt ved testens begyndelse, samt interval, gennemsnit og standardafvigelse for
legemsvægten for hver enkelt gruppe

Testbetingelser

− positive og negative (bærer/opløsningsmiddel) kontrolgrupper

− data fra en eventuel forprøve til bestemmelse af dosisinterval

− begrundelse for valg af dosisniveau

− detaljerede oplysninger om præparering af teststoffet

− detaljerede oplysninger om indgift af teststoffet

− begrundelse for indgiftsvej

− eventuelle metoder til kontrol af, at teststoffet er nået frem til det almindelige kredsløb eller målvævet

− eventuel omregning fra teststofkoncentration (ppm) i føde/drikkevand til faktisk dosis (mg pr. kg
legemsvægt pr. dag)

− detaljerede oplysninger om føde- og vandkvalitet

− detaljeret beskrivelse af behandlings- og prøveudtagningsplan

− metoder til måling af toksicitet

− det metafasestandsende stofs betegnelse og koncentration og behandlingens varighed

− metoder til præparering af objektglas

− kriterier for bedømmelse af aberrationer

− antal analyserede celler pr. dyr

− kriterier for bedømmelse af undersøgelsen som positiv, negativ eller tvetydig



Resultater

− tegn på toksicitet

− mitoseindeks

− antal aberrationer og type, anført særskilt for hvert dyr

− samlet antal aberrationer pr. gruppe med gennemsnit og standardafvigelse

− antal celler med aberrationer pr. gruppe med gennemsnit og standardafvigelse

− eventuel iagttaget ændring i ploiditetsgrad

− dosis/respons-sammenhæng, når det er muligt

− eventuelle statistiske analyser

− data for sideløbende negative kontrolprøver

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

− data for sideløbende positive kontrolprøver.

Diskussion af resultaterne.

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

1. METODE

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

1.1 INDLEDNING

In vivo-testen for mikrokerner hos pattedyr benyttes til påvisning af skader, som teststoffet har forvoldt på
kromosomer eller mitoseapparatet i erythroblaster, ved analyse af erythrocytter i prøver fra knoglemarv og/eller
det perifere blod hos dyr, sædvanligvis gnavere.

Formålet med mikrokernetesten er at påvise stoffer, der forvolder cytogenetiske skader, som medfører dannelse
af mikrokerner indeholdende tiloversblevne kromosomfragmenter eller hele kromosomer.

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

I denne test benyttes der rutinemæssigt knoglemarv hos gnavere, da der i dette væv produceres polykromatiske
erythrocytter. Måling af umodne (polykromatiske) erythrocytter med mikrokerne i det perifere blod kan også
accepteres i andre arter, hvor det er vist, at milten ikke kan fjerne erythrocytter med mikrokerner, eller at deres
følsomhed over for stoffer, der forårsager strukturelle eller antalsmæssige kromosomaberrationer, er
tilstrækkelig. Mikrokerner kan genkendes på en række kriterier, bl.a. om der er en DNA-centromer til stede. Det
vigtigste endpoint er hyppigheden af umodne (polykromatiske) erythrocytter med mikrokerne. Det antal modne
(normokromatiske) erythrocytter i det perifere blod, som indeholder mikrokerner, ud af et givet antal modne
erythrocytter kan også benyttes som endpoint for testen, når dyrene behandles kontinuerligt i mindst 4 uger.

Denne in vivo-test for mikrokerner hos pattedyr er særlig relevant for vurdering af den reelle mutagenicitetsfare,
idet den tager højde for sådanne faktorer som in vivo-metabolisme, farmakokinetik og DNA-
reparationsprocesser, selv om disse kan variere fra art til art, væv til væv og genetisk endpoint til genetisk
endpoint. En in vivo-test er ligeledes nyttig til yderligereundersøgelse af mutagene virkninger, der er påvist ved
en in vitro-test.

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

Se også den generelle indledning til afsnit B.



1.2 DEFINITIONER

Centromer: region(er) af et kromosom, hvortil tentrådene er påhæftet under celledeling, således at
datterkromosomerne kan ordnes i forhold til dattercellernes poler.

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

Normokromatisk erythrocyt : moden erythrocyt, der mangler ribosomer og kan skelnes fra umodne
polykromatiske erythrocytter ved ribosomselektiv farvning.

Polykromatisk erythrocyt : umoden erythrocyt på et udviklingsmellemstadium, som stadig indeholder
ribosomer og derfor kan skelnes fra modne normokromatiske erythrocytter ved ribosomselektiv farvning.

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Dyrene udsættes for teststoffet på passende måde. Hvis der benyttes knoglemarv, aflives dyrene på et passende
tidspunkt efter behandlingen, hvorefter knoglemarven udtages, og der fremstilles præparater og farves
(1)(2)(3)(4)(5)(6)(7). Hvis der benyttes perifert blod, tages der blodprøver på et passende tidspunkt efter
behandlingen, hvorefter der fremstilles udstrygningspræparater og farves (4)(8)(9)(10).Iundersøgelser med
perifert blod bør der gå så kort tid som muligt mellem sidste eksponering og cellehøst. Præparaterne analyseres
for tilstedeværelse af mikrokerner.

1.4 BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

1.4.1 Præparater

1.4.1.1 Valg af dyreart

Der anbefales mus eller rotter, hvis der bruges knoglemarv, selv om andre egnede pattedyrarter kan benyttes.
Bruges der perifert blod, anbefales mus. Dog kan enhver egnet pattedyrart benyttes, hvis dens milt ikke kan
fjerne erythrocytter med mikrokerne, eller hvis den er vist at være tilstrækkelig følsom til at påvise stoffer, der
forårsager strukturelle eller antalsmæssige kromosomaberrationer. Der bør anvendes almindeligt brugte
laboratoriestammer af unge sunde dyr. Ved undersøgelsens begyndelse bør vægtvariationen mellem dyrene være
mindst mulig og ikke over ± 20% af gennemsnitsvægten for hvert køn.

1.4.1.2 Miljø og fodring

Der gælder de almindelige forhold som beskrevet i den generelle indledning til afsnit B, blot bør der tilstræbes
en fugtighed på 50-60%.



1.4.1.3 Forberedelse af dyrene

Der udvælges tilfældigtunge sunde voksne dyr til kontrol- og behandlingsgruppen. Dyrene identificeres
entydigt. Dyrene tilvænnes til laboratorieforholdene i mindst 5 dage. Burene bør anbringes på en sådan måde, at
deres placering får mindst mulig indvirkning.

1.4.1.4 Fremstilling af doser

Teststoffer i fast form opløses eller opslæmmes i passende opløsningsmidler eller bærere og fortyndes
passende, inden de gives til dyrene. Teststoffer i væskeform kan enten gives direkte til dyrene eller fortyndes
først. Der benyttes frisk fremstillede teststofpræparater, medmindre stabilitetsdata viser, at opbevaring er
acceptabel.

1.4.2 Testbetingelser

1.4.2.1 Opløsningsmiddel/bærer

Opløsningsmiddel/bærer må ikke have toksiske virkninger ved de benyttede doser og må ikke mistænkes for at
reagere kemisk med teststoffet. Benyttes der andre opløsningsmidler/bærere end de velkendte, skal brugen af
dem underbygges med kompatibilitetsdata. Det anbefales i videst muligt omfang først at forsøge at benytte et
vandigt opløsningsmiddel/bærersystem.

1.4.2.2 Kontrolgrupper

I alle forsøg medtages der sideløbende både positive og negative (opløsningsmiddel eller bærer) kontrolgrupper
af begge køn. Bortset fra behandling med teststof skal dyrene i kontrolgrupperne behandles på samme måde
som dyrene i behandlingsgrupperne.

Positive kontrolprøver skal frembringe mikrokerner in vivo ved en dosis, der forventes at give en påviselig
forøgelse i forhold til baggrundsværdierne. Der vælges sådanne doser i de positive kontrolprøver, at
virkningerne er tydelige, uden dog at de kodede objektglas's identitet umiddelbart afsløres for den, der aflæser
dem. Det kan accepteres, at den positive kontrol indgives på anden måde end teststoffet, og at der kun foretages
én prøveudtagning. Hvis der er mulighed for det, bør der anvendes kemisk beslægtede stoffer. Nedenfor er
opregnet eksempler på positive kontrolstoffer:

Stof CAS nr. EINECS nr.

Ethylmethansulfonat 62-50-0 200-536-7

N-ethyl-N-nitrosourea 759-73-9 212-072-2

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

Cyclophosphamid

Cyclophosphamid monohydrat

50-18-0

6055-19-2

200-015-4

Triethylenmelamin 51-18-3 200-083-5



Der skal ved hver prøveudtagning indgå negative kontroldyr, som kun er behandlet med opløsningsmiddel eller
bærer, og ellers behandlet på samme måde som behandlingsgrupperne, medmindre tidligere kontroldata har vist
en acceptabel variation mellem dyr indbyrdes og acceptabel hyppighed af celler med mikrokerner. Hvis der kun
udtages én negativ kontrolprøve, er det mest hensigtsmæssigt at gøre det ved første prøveudtagning. Desuden
skal der være ubehandlede kontrolgrupper, medmindre der foreligger tidligere opnåede eller offentliggjorte
kontroldata, der viser, at det valgte opløsningsmiddel ingen skadelige eller mutagene virkninger har.

Hvis der benyttes perifert blod, kan en forbehandlingsprøve også accepteres som sideløbende negativ
kontrolprøve, men kun i de korte undersøgelser (f.eks. 1-3 behandlinger), når de opnåede resultater ligger inden
for det forventede interval for den forudgående kontrolprøve.

1.5 FREMGANGSMÅDE

1.5.1 Dyrenes antal og køn

Hver behandlet gruppe og kontrolgruppe skal bestå af mindst 5 analyserbare dyr af hvert køn (11) . Hvis der på
det tidspunkt, hvor undersøgelsen foretages, foreligger data fra undersøgelser med samme dyreart og med
samme indgiftsmåde, som viser, at der ikke er nogen væsentlig toksicitetsforskel mellem de to køn, er test med
kun ét køn tilstrækkeligt. Hvis udsættelsen af mennesker for det kemiske stof er kønsspecifik, som det f.eks. er
tilfældet med visse farmaceutiske stoffer, skal testen udføres med dyr af det pågældende køn.

1.5.2 Behandlingsplan

Der kan ikke anbefales nogen standardbehandlingsplan (dvs. 1, 2 eller flere behandlinger med 24 timers
mellemrum). Prøver fra længerevarende indgiftsplaner eracceptable, når blot der iundersøgelsen er påvist en
positiv virkning eller - for en negativundersøgelse - der er påvist toksicitet eller grænsedosis har været anvendt,
og når indgiften er fortsat indtil prøveudtagningen. Prøvestoffet kan også indgives i to deldoser, dvs. to
behandlinger samme dag med kun nogle få timers interval, hvorved det bliver lettere at indgive et større
materialevolumen.

Testen kan udføres på følgende to måder:

a) Dyrene behandles med teststoffet én gang. Der udtages prøver af knoglemarv mindst to gange, første
gang tidligst 24 timer efter behandlingen, med passende intervaller mellem prøverne, sidste prøve dog senest

48 timer efter behandlingen. Prøveudtagning tidligere end 24 timer efter behandlingen skal begrundes.
Der udtages prøver af perifert blod mindst to gange, tidligst 36 timer efter behandlingen og med passende
intervaller efter den første prøve, sidste prøve dog senest efter 72 timer. Når der i en prøve er konstateret
positiv reaktion, er yderligere prøveudtagning ikke nødvendigt.

b) Benyttes der 2 eller flere daglige behandlinger (f.eks. to eller flere behandlinger med 24 timers
mellemrum) udtages der for knoglemarvs vedkommende prøver én gang mellem 18 og 24 timer efter den
sidste behandling, og for perifert blods vedkommende én gang mellem 36 og 48 timer efter den sidste
behandling (12).

Derudover kan der udtages prøver på andre tidspunkter, hvis det er relevant.



1.5.3 Dosisniveauer

Hvis der gennemføres en forprøve til bestemmelse af dosisinterval, fordi der ikke foreligger nogen egnede data,
bør den udføres i samme laboratorium med samme art, stamme, køn og behandlingsmåde som agtes benyttet i
hovedundersøgelsen (13). Er der tale om toksicitet, benyttes der tre dosisniveauer for første
prøveudtagningstidspunkt. Disse dosisniveauer skal dække et interval fra maksimal toksicitet til næsten ingen
eller ingen toksicitet. Ved den efterfølgende prøveudtagning behøves kun den højeste dosis benyttet. Den
højeste dosis defineres som den dosis, der fremkalder sådanne tegn på toksicitet, at højere dosis med samme
indgiftsmønster må forventes at medføre død. Stoffer med specifik biologisk aktivitet ved lav ikke-toksisk dosis
(f.eks. hormoner og mitogener) kan danne undtagelser fra disse dosisfastsættelseskriterier og bør evalueres
individuelt. Højeste dosis kan også defineres som en dosis, der i nogen grad udviser tegn på toksicitet i
knoglemarven (f.eks. en nedsættelse af andelen af umodne erythrocytter i forhold til totale erythrocytter i
knoglemarv eller perifert blod).

1.5.4 Grænsetest

Hvis der ved en test med én dosis på mindst 2000 mg pr. kg legemsvægt indgivet på én gang eller i to omgange
samme dag ikke kan iagttages nogen toksiske virkninger, og hvis man på grundlag af data om strukturmæssigt
beslægtede stoffer ikke forventer gentoksicitet, kan en fuldstændig undersøgelse med tre dosisniveauer anses for
unødvendig. For længerevarende undersøgelser er grænsedosis på2000 mg pr. kg legemsvægt pr. dag for
behandlinger over højst 14 dage og på 1000 mg pr. kg legemsvægt pr. dag for behandlinger over mere end 14
dage. Den forventede eksponering af mennesker kan foranledige, at der benyttes en højere dosis i grænsetesten.

1.5.5 Indgift af doser

Teststoffet indgives normalt ved tvangsfodring med sonde eller en passende intubationskanyle eller ved
intraperitoneal injektion. Andre indgiftsmåder kanaccepteres, hvis de kan begrundes. Hvor stor en
væskemængde der kan indgives ad gangen ved tvangsfodring eller injektion, afhænger af forsøgsdyrenes
størrelse. Mængden bør højst være på 2 ml pr. 100 g legemsvægt. Anvendelse af større rumfang skal begrundes.
Bortset fra lokalirriterende og ætsende stoffer, som normalt vil have kraftigere virkninger ved højere
koncentrationer, bør testvolumenet variere så lidt som muligt, idet koncentrationen justeres, så volumenet bliver
det samme ved alle dosisniveauer.

1.5.6 Præparering af knoglemarv/blod

Knoglemarvceller udtages normalt fra lårben eller skinneben umiddelbart efter aflivningen. Sædvanligvis
udtages cellerne fra lårben eller skinneben, hvorefter de præpareres og farves med velkendte metoder. Perifert
blod udtages fra halevenen eller et andet egnet blodkar. Blodlegemerne farves straks supravitalt (8)(9)(10), eller
der fremstilles udstrygningspræparater, der derefter farves. Ved at bruge en DNA-specifik farvning [f.eks.
acridinorange eller Hoechst 33258 plus pyronin-Y (15)] kan manundgå nogle af de artifakter, der optræder ved
ikke-DNA-specifik farvning. Denne fordel udelukker ikke, at der benyttes konventionelle farvestoffer (f.eks.
Giemsa). Supplerende systemer [f.eks. cellulosekolonner til fjernelse af kerneindeholdende celler (16)] kan
også benyttes, forudsat at de er påvist at fungeretilfredsstillende ved præparering af mikrokerner i laboratoriet.



1.5.7 Analyse

For hvert dyr bestemmes andelen af umodne erythrocytter i forhold til det samlede antal (umodne og modne)
erythrocytter, idet der tælles mindst 200 erythrocytter i alt for knoglemarv og1000 erythrocytter for perifert
blod (17). Alle objektglas, herunder positive og negative kontrolprøver, kodes uafhængigt inden mikroskope-
ringen. For hvert dyr bedømmes mindst 2000 umodne erythrocytter for forekomst af umodne erythrocytter med
mikrokerner. Der kan opnås yderligere information ved bedømmelse af modne erythrocytter for indhold af
mikrokerner. Ved analyse af objektglas må andelen af umodne erythrocytter i forhold til totale erythrocytter
ikke være mindre end 20% af kontrolværdien. Når dyrene behandles kontinuerligt i 4 uger eller derover, kan
også mindst 2000 modne erythrocytter pr. dyr bedømmes for forekomst af mikrokerner. Systemer til automatisk
analyse (billedanalyse og flow-cytometri af celleopslæmninger) er acceptable som alternativer til manuel
evaluering, hvis de er behørigt begrundet og valideret.

2. DATA

2.1 BEHANDLING AF RESULTATER

Data for de enkelte dyr præsenteres i tabelform. Forsøgsenheden er et dyr. For hvert dyr registreres antallet af
bedømte umodne erythrocytter, antallet af umodne erythrocytter med mikrokerne og antallet af umodne
erythrocytter i forhold til det samlede antal erythrocytter. Hvis dyrene behandles kontinuerligt i mere end 4 uger,
anføres også dataene for modne erythrocytter, hvis de foreligger. Andelen af umodne erythrocytter i forhold til
totale erythrocytter oplyses for hvert dyr, og, hvis det skønnes hensigtsmæssigt, procentdelen af erythrocytter
med mikrokerne. Hvis der ikke er tegn på forskellig reaktion hos de to køn, kan dataene samles med henblik på
statistisk analyse.

2.2 EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Der findes en række kriterier for at afgøre, om et resultat er positivt, f.eks. en dosisafhængig forøgelse af
antallet af celler med mikrokerner eller en tydelig forøgelse af antallet af celler med mikrokerner hos en
enkeltdosisgruppe på et bestemt prøveudtagningstidspunkt. Der bør i første række ses på resultaternes
biologiske relevans. Statistiske metoder kan benyttes som hjælpemiddel ved evalueringen af testresultaterne
(18)(19). Statistisk signifikans bør ikke være den eneste faktor, der afgør, om resultatet bedømmes som positivt.
Tvetydige resultater bør afklares ved yderligere test, helst med ændring af forsøgsbetingelserne.

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

De fleste forsøg giver klart positivt eller negativt resultat, men i sjældne tilfælde giver dataene ikke mulighed
for en endegyldig bedømmelse af teststoffets aktivitet. Resultatet kan stadig være tvetydigt eller tvivlsomt,
uanset hvor mange gange forsøget gentages.

Et positivt resultat af mikrokernetesten viser, at teststoffet fremkalder mikrokerner, som følge af beskadigelse af
kromosomer eller mitoseapparat hos erythroblaster i den undersøgte art. Et negativt resultat viser, at teststoffet
under testbetingelserne ikke fremkalder mikrokerner hos umodne erythrocytter i den undersøgte art.

Sandsynligheden for, at teststoffet eller dets metabolitter når frem til det almindelige kredsløb eller specifikt til
målvævet (f.eks. systemisk toksicitet), bør diskuteres.



3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde følgende oplysninger:

Opløsningsmiddel/bærer:

− begrundelse for valg af bærer

− teststoffets opløselighed og stabilitet i opløsningsmiddel/bærer, hvis den kendes

Forsøgsdyr:

− anvendt art/stamme

− antal dyr samt deres alder og køn

− oprindelse, miljø, føde, mv.

− de enkelte dyrs vægt ved testens begyndelse, samt interval, gennemsnit og standardafvigelse for
legemsvægten for hver enkelt gruppe

Testbetingelser:

− positive og negative (bærer/opløsningsmiddel) kontrolgrupper

− data fra en eventuel forprøve til bestemmelse af dosisinterval

− begrundelse for valg af dosisniveau

− detaljerede oplysninger om præparering af teststoffet

− detaljerede oplysninger om indgift af teststoffet

− begrundelse for indgiftsvej

− eventuelle metoder til kontrol af, at teststoffet er nået frem til det almindelige kredsløb eller målvævet

− eventuel omregning fra teststofkoncentration (ppm) i føde/drikkevand til faktisk dosis (mg pr. kg
legemsvægt pr. dag)

− detaljerede oplysninger om føde- og vandkvalitet

− detaljeret beskrivelse af behandlings- og prøveudtagningsplan

− metoder til præparering af objektglas

− metoder til måling af toksicitet

− kriterier for bedømmelse af umodne erythrocytter med mikrokerner

− antal analyserede celler pr. dyr

− kriterier for bedømmelse af undersøgelsen som positiv, negativ eller tvetydig



Resultater

− tegn på toksicitet

− andel af umodne erythrocytter i forhold til total erythrocytter

− antal umodne erythrocytter med mikrokerner, anført særskilt for hvert dyr

− gennemsnit ± standardafvigelse for umodne erythrocytter med mikrokerner for hver gruppe

− dosis/respons-sammenhæng, når det er muligt

− anvendte statistiske analyser og metoder

− data for sideløbende og tidligere negative kontrolprøver

− data for sideløbende positive kontrolprøver.

Diskussion af resultaterne.

Konklusioner
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B.13/14 MUTAGENICITET - TILBAGEMUTATIONSTEST MED BAKTERIER

1. METODE

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

1.1 INDLEDNING

I tilbagemutationstesten med bakterier benyttes der aminosyrekrævende stammer afSalmonella typhimuriumog
Escherichia colitil at påvise punktmutationer med substitution, addition eller deletion af et ellernogle få DNA-
basebar (1)(2)(3). Princippet i denne tilbagemutationstest med bakterier er, at den påviser mutationer, som
tilbagemuterer mutationer i teststammerne og dermed sætter bakterien i stand til at syntetisere en essentiel
aminosyre. Revertantbakterierne påvises ved deres evne til at vokse uden den aminosyre, som den oprindelige
teststamme kræver.

Punktmutationer er årsagen til mange genetiske sygdomme hos mennesker, og der er meget der tyder på, at
punktmutationer i onkogener og tumorsuppressorgener i somatiske celler spiller en rolle for dannelse af tumorer
hos mennesker og i forsøgsdyr. Tilbagemutationstesten med bakterier er hurtig, billig og forholdsvis let at
udføre. Mange teststammer har forskellige egenskaber, der gør dem mere følsomme til påvisning af mutationer,
bl.a. responsive DNA-sekvenser på reversionsstedet, høj cellepermeabilitet for store molekyler og manglende
DNA-reparationssystemer eller forstærkede fejlbehæftede DNA-reparationsprocesser. Teststammernes
specificitet kan give nyttige oplysninger om, hvilke typer mutationer et gentoksisk stof inducerer. Der findes en
meget stor database med resultater for en lang række strukturer med tilbagemutationstest med bakterier, og der
er udviklet veletablerede metodologier for test af kemikalier med forskellige fysiske og kemiske egenskaber,
herunder flygtige forbindelser.

Se også den generelle indledning til afsnit B.

1.2 DEFINITIONER

En tilbagemutationstest med entenSalmonella typhimuriumeller Escherichia colipåviser mutation i en
aminosyrekrævende stamme (histidin eller tryptophan) til en stamme, der er uafhængig af tilførsel af
aminosyren udefra.

Mutagener for baseparsubstitution er stoffer, der forårsager en baseændring i DNA'et. I en
tilbagemutationstest kan denne ændring ske samme sted som den oprindelige mutation eller et andet sted i
bakteriens genom.

Læserammemutagenerer stoffer, der medfører insertion eller deletion af et eller flere basepar i DNA'et,
således at RNA'ets læseramme ændres.



1.3 INDLEDENDE OVERVEJELSER

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

Tilbagemutationstesten med bakterier anvendes generelt til en indledende screening for gentoksiske virkninger
og, især, punktmutationsinducerende aktivitet. Det er ved hjælp af en omfattende database påvist, at mange
kemiske stoffer, som giver positivt resultat i denne test, også har mutagen virkning i andre test. Der findes
mutagene stoffer, der ikke er påvist ved denne test; årsagen hertil kan tilskrives det påviste endpoints specifikke
karakter, forskelle i metabolismeaktivering og forskelle i biotilgængelighed. På den anden side kan faktorer, der
øger tilbagemutationstestens følsomhed, føre til et for højt skøn over stoffets mutagene aktivitet.

Tilbagemutationstesten med bakterier kan være uegnet til evaluering af bestemte klasser af kemiske stoffer,
f.eks. stærkt baktericide forbindelser (f.eks. visse antibiotika) og forbindelser, der antages (eller vides) at gribe
specifikt ind i pattedyrcellers replikationssystem (f.eks. visse topoisomeraseinhibitorer og visse
nucleosidanaloger). I sådanne tilfælde kan mutationstest i pattedyr være mere velegnede.

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

1.4 TESTMETODENS PRINCIP

Opslæmninger af bakterieceller udsættes for teststoffet med og uden et exogent metabolismeaktiveringssystem.
Ved pladeinkorporeringsmetoden blandes disse opslæmninger med en topagar og hældes ud på et mimimal-
substrat. Ved præinkubationsmetoden inkuberes behandlingsblandingen, hvorefter den blandes med topagar
inden udhældning på minimalsubstrat. For begge metoders vedkommende tælles revertantkolonierne efter 2-3
dages inkubation, og der sammenlignes med antallet af spontane revertantkolonier på kontrolpladerne med
opløsningsmiddel.

Der er beskrevet en række fremgangsmåder for udførelse af tilbagemutationstesten med bakterier. Blandt de
mest almindeligt benyttede er pladeinkorporeringsmetoden (1)(2)(3)(4) præinkubationsmetoden
(2)(3)(5)(6)(7)(8) fluktuationsmetoden, og suspensionsmetoden (11). Der er beskrevet modifikationer til test af
gasser og dampe (12).



De i denne metode beskrevne fremgangsmåder vedrører især pladeinkorporeringsmetoden og
præinkubationsmetoden. De er begge acceptable til udførelse af forsøgene både med og uden
metabolismeaktivering. Nogle stoffer, bl.a. kortkædede alifatiske nitrosaminer, divalente metaller, aldehyder,
azofarvestoffer og diazoforbindelser, pyrollizidinalkaloider, allylforbindelser og nitroforbindelser (3), kan mest
effektivt påvises ved præinkubationsmetoden. Det er også kendt, at visse klasser af mutagener ikke altid påvises
ved standardmetoder som f.eks. pladeinkorporeringsmetoden og præinkubationsmetoden. Sådanne tilfælde bør
betragtes som "særtilfælde", og det anbefales kraftigt at anvende alternative metoder til påvisning i disse
tilfælde. Følgende "særtilfælde" er konstateret (samt eksempler på fremgangsmåder, der kan benyttes til
påvisning): azofarvestoffer og diazoforbindelser (3)(5)(6)(13), gasser og flygtige stoffer (12)(14)(15)(16) og
glycosider (17)(18). Afvigelser fra standardmetoden skal begrundes sagligt.

1.5 BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

1.5.1 Præparater

1.5.1.1 Bakterier

Friske bakteriekulturer fremdyrkes til den sidste del af den eksponentielle fase eller til begyndelsen af den
stationære fase (ca. 109 celler pr. ml). Kulturer sidst i den stationære fase bør ikke benyttes. Det er vigtigt, at de
kulturer, der benyttes i forsøgene, har et højt indhold af levedygtige bakterier. Titeren kan godtgøres enten ved
hjælp af tidligere kontroldata for vækstkurver eller ved bestemmelse af antallet af levedygtige celler i det
enkelte forsøg ved udpladning.

Som inkubationstemperatur anbefales 37°C.

Der skal benyttes mindst 5 bakteriestammer, deriblandt 4 stammer afS. typhimurium(TA1535, TA98, TA100
samt TA1537, TA97a eller TA97), som er påvist at være pålidelige, og hvis respons er reproducerbar mellem
laboratorier. Disse fireS. typhimurium-stammer har GC-basepar på de primære reversionssted, og det vides, at
de ikke altid påviser visse oxiderende mutagener, tværbindende stoffer og hydraziner. Sådanne stoffer kan
påvises medE. coli WP2-stammer ellerS. typhimuriumTA102 (19), som har AT-basepar på det primære
reversionssted. Derfor kan følgende kombination af stammer anbefales:

• S. typhimuriumTA1535

• S. typhimuriumTA1537, TA97 eller TA97a

• S. typhimuriumTA98

• S. typhimuriumTA100

• E. coli WP2 uvrA,E. coli WP2 uvrA (pKM101) ellerS. typhimuriumTA102

For at kunne påvise tværbindende mutagener kan det foretrækkes at vælge TA102 eller attilføje en DNA-
reparationsdygtig stamme afE. coli [f.eks.E. coli WP2 ellerE. coli WP2 (pKM101)].



Der benyttes anerkendte metoder til stamkulturfremstilling, markørverifikation og opbevaring. For hver enkelt
frosset kulturpræparat påvises den aminosyrebetingede vækst (histidin forS. typhimurium-stammer og
tryptophan for E. coli-stammer). Andre fænotypiske egenskaber skal kontrolleres på lignende måde, således
tilstedeværende eller manglende R-faktorplasmider, når det er relevant [dvs. ampicillinresistens hos
TA98-stammen, TA100- og TA97a- eller TA97-stammen, WP2 uvrA-stammen og WP2 uvrA (pKM101)-
stammen, samt ampicillin- og tetracyclinresistens hos TA102-stammen], tilstedeværelse af karakteristiske
mutationer (dvs. rfa-mutation hosS. typhimuriumved hjælp af følsomhed over for krystalviolet og uvrA-
mutation hosE. coli eller uvrB-mutation hosS. typhimuriumved hjælp af følsomhed over for ultraviolet
lys)(2)(3). Stammerne skal ligeledes give kimtal for spontane revertanter inden for den hyppighed, der må
forventes ud fra laboratoriets hidtidige kontroldata, og helst inden for den hyppighed, der er angivet i
litteraturen.

1.5.1.2 Substrat

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

1.5.1.3 Metabolismeaktivering

Bakterierne udsættes for teststoffet både med og uden et egnet metabolismeaktiveringssystem. Det mest
almindeligt anvendte system er en cofaktorsuppleret postmitokondriefraktion (S9), der fremstilles af levere fra
rotter, der har været behandlet med enzyminducerende stoffer såsom Aroclor1254 (1)(2) eller en blanding af
phenobarbiton og β-naphthoflavon (18)(20)(21). Postmitokondriefraktionen anvendes normalt i en
koncentration på 5-30 % (v/v) i S9-blandingen. Valg af metabolismeaktiveringssystem og dets beskaffenhed
kan afhænge af, hvilken kemisk klasse teststoffet tilhører. Inogle tilfælde vil det være hensigtsmæssigt at
benytte postmitokondriefraktion i mere end én koncentration. For azofarvestoffer og diazoforbindelser kan et
reduktivt metabolismeaktiveringssystem være mere velegnet (6)(13).

1.5.1.4 Teststof/testpræparat

Teststoffer i fast form opløses eller opslæmmes i passende opløsningsmidler eller bærere og fortyndes passende
inden behandling af bakterierne. Teststoffer i væskeform kan enten tilsættes direkte til testsystemet eller
fortyndes inden behandlingen. Der benyttes frisk fremstillede teststofpræparater, medmindre stabilitetsdata
viser, at opbevaring er acceptabel.

Der må ikke være mistanke om, at opløsningsmiddel/bærer reagerer kemisk med teststoffet, og
opløsningsmiddel/bærer skal være kompatibel med bakateriernes overlevelse og S9-aktiviteten (22). Benyttes
der andre opløsningsmidler/bærere end de velkendte, skal brugen af dem underbygges med kompatibilitetsdata.
Det anbefales i videst muligt omfang først at forsøge at benytte et vandigt opløsningsmiddel/bærersystem. Ved
undersøgelse af stoffer, der er ustabile i vand, skal de organiske opløsningsmidler være vandfrie.



1.5.2 Testbetingelser

1.5.2.1 Teststammer (se punkt 1.5.1.1)

1.5.2.2 Eksponeringskoncentration

Stoffets cytotoksicitet og dets opløselighed i den endelige testblanding er blandt de kriterier, der skal tages
hensyn til ved valg af højeste koncentration.

Det kan være hensigtsmæssigt at bestemme toksicitet og opløselighed ved et indledende forsøg. Cytotoksicitet
kan påvises ved et fald i antallet af revertantkolonier, ved en opklaring eller hæmning af baggrundsvæksten eller
ved graden af overlevelse i de behandlede kulturer. Et stofs cytotoksicitet kan ændres ved, at der er
metabolismeaktiveringssystemer til stede. Uopløselighed bedømmes ved, at der med det blotte øje kan iagttages
udfældning i slutblandingen under de faktiske forsøgsbetingelser.

Der anbefales en maksimal testkoncentration af opløselige ikke-cytotoksiske stoffer på 5 mg/plade eller 5
µl/plade. For ikke-cytotoksiske stoffer, der ikke er opløselige med 5 mg/plade eller 5µl/plade, skal en eller flere
af de undersøgte koncentrationer være uopløselig i slutblandingen. Teststoffer, der er cytotoksiske allerede
under 5 mg/plade eller 5µl/plade, testes op til den cytotoksiske koncentration. Bundfald må ikke have
indflydelse på bedømmelsen.

Der benyttes mindst 5 forskellige analyserbare koncentrationer af teststoffer med en afstand på ca. en halv
logaritme (√10) mellem koncentrationerne i det indledende forsøg. Ved undersøgelse af en
koncentration/respons-sammenhæng kan mindre intervaller være hensigtsmæssigt. Test ved koncentrationer
over 5 mg/plade eller 5µl/plade kan tages under overvejelse, når bedømmelsen vedrører stoffer med et
betydeligt indhold af potentielt mutagene urenheder.

1.5.2.3 Negative og positive kontrolprøver

I alle forsøg medtages der sideløbende både positive og negative (opløsningsmiddel eller bærer)
stammespecifikke kontrolprøver, såvel med som uden metabolismeaktivering. Der vælges en sådan
koncentration i den positive kontrol, at det enkelte forsøgs effektivitetgodtgøres.

Ved forsøg med metabolismeaktivering udvælges positive kontrolreferencestoffer ud fra den valgte type
bakteriestamme.

Nedenfor er der eksempler på stoffer, som er egnede som positive kontrolstoffer i forsøg med
metabolismeaktivering:

CA-nummer EINECS-nummer Navn

781-43-1 212-308-4 9,10-dimethylanthracen

57-97-6 200-359-5 7,12-dimethylbenz[a]anthracen

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

613-13-8 210-330-9 2-aminoanthracen

50-18-0

6055-19-2

200-015-4 cyclophosphamid

cyclophosphamidmonohydrat



Følgende stof er egnet som positivt kontrolstof ved reduktiv metabolismeaktivering:

573-58-0 209-358-4 Congo-rødt

2-aminoanthracen bør ikke anvendes som eneste indikator for, om S9-blandingen er effektiv. Hvis der benyttes
2-aminoanthracen, skal hver batch af S9 tillige karakteriseres med et mutagen, der kræver metabolisme-
aktivering med mikrosomenzymer, f.eks. benzo[a]pyren eller dimethylbenzanthracen.

Nedenfor er der eksempler på stoffer til brug som stammespecifikke positive kontrolstoffer i forsøg uden
exogen metabolismeaktivering:

CAS-nummer EINECS-nummer Navn Stamme

26628-22-8 247-852-1 natriumazid TA 1535 og TA 100

607-57-8 210-138-5 2-nitrofluoren TA 98

90-45-9 201-995-6 9-aminoacridin TA 1537, TA 97 og TA 97a

17070-45-0 241-129-4 ICR 191 TA 1537, TA 97 og TA 97a

80-15-9 201-254-7 cumenhydroperoxid TA 102

50-07-7 200-008-6 mitomycin C WP2 uvrA og TA102

70-25-7 200-730-1 N-ethyl-N-nitro-N-
nitrosoguanidin

WP2, WP2uvrA og
WP2uvrA(pKM101)

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

3688-53-7 furylfuramid

(AF2)

plasmidholdige stammer

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

Der skal indgå negative kontrolprøver, der kun består af opløsningsmiddel eller bærer uden teststof, og som
behandles på samme måde som de øvrige testgrupper. Desuden skal der være ubehandlede kontrolprøver,
medmindre der foreligger tidligere opnåede kontroldata, der viser, at det valgte opløsningsmiddel ingen
skadelige eller mutagene virkninger har.



1.5.3 Fremgangsmåde

Ved pladeinkorporeringsmetoden (1)(2)(3)(4) uden metabolismeaktivering blandes normalt 0,05 ml eller 0,1 ml
testopløsning, 0,1 ml frisk bakteriekultur (indeholdende ca. 108 levedygtige celler) og 0,5 ml steril buffer med
2,0 ml topagar. Ved forsøg med metabolismeaktivering blandes normalt ca. 0,5 ml
metabolismeaktiveringsblanding, indeholdende en passende mængde postmitokondriefraktion (5-30% (v/v) i
metabolismeaktiveringsblandingen), med topagaren (2,0 ml), bakterierne og teststoffet/testopløsningen.
Indholdet i de enkelte glas blandes og hældes ud over overfladen på en minimalagarplade. Topagaren henstilles
til størkning inden inkubering.

Ved præinkubationsmetoden (2)(3)(5)(6) forinkuberes teststof/testopløsning sammen med teststammen
(indeholdende ca. 108 levedygtige celler) og steril buffer eller metabolismeaktiveringssystemet (0,5 ml) normalt
i 20 minutter ved 30-37°C, inden der blandes med topagaren og blandingen hældes ud på overfladen af en
minimalagarplade. Normalt blandes 0,05 ml eller 0,1 ml teststof/testopløsning, 0,1 ml bakteriekultur og 0,5 ml
S9-blanding eller steril buffer med 2,0 ml topagar. Glassene bør under forinkuberingen beluftes i rysteapparat.

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

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

1.5.4 Inkubering

Alle plader i hvert forsøg inkuberes ved 37°C i 48-72 timer. Efter inkuberingen tælles antallet af
revertantkolonier pr. plade.



2. DATA

2.1 BEHANDLING AF RESULTATER

Dataene forelægges som antallet af revertantkolonier pr. plade. Også antallet af revertantkolonier på både
negative (opløsningsmiddelkontrol og en eventuel ubehandlet kontrol) og positive kontrolplader oplyses.
Tallene for hver enkelt plade, gennemsnittet af revertantkolonier pr. plade og standardafvigelsen opgives for
teststoffet og for positive og negative kontrolplader (ubehandlede og/eller med opløsningsmiddel).

Der findes ingen krav til verifikation af et klart positivt resultat. Tvetydige resultater bør afklares ved yderligere
undersøgelser, helst med ændrede forsøgsbetingelser. Negative resultater bekræftes efter en vurdering af de
enkelte tilfælde. Anses bekræftelse af negative resultater ikke for nødvendige, skal dette begrundes. Ved
opfølgende forsøg kan man overveje at ændre på undersøgelsens parametre, så de bedømte forsøgsbetingelser
udvides. Blandt de undersøgelsesparametre, der kan ændres på, er koncentrationernes spredning,
behandlingsmetoden (pladeinkorporering eller væske-præinkubation) og metabolismeaktiveringen.

2.2 EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Der findes en række kriterier for, om der er opnået et positivt resultat, f.eks. en koncentrationsafhængig
forøgelse af antallet af revertantkolonier pr. plade i det undersøgte interval og/eller en reproducerbar forøgelse
af antallet af revertantkolonier pr. plade ved en eller flere koncentrationer, for mindst én stamme med eller uden
metabolismeaktivering (23). Der bør i første række ses på resultaternes biologiske relevans. Statistiske metoder
kan benyttes som hjælpemiddel ved evalueringen af testresultaterne (24). Statistisk signifikans bør dog ikke
være den eneste faktor, der afgør, om resultatet bedømmes som positivt.

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

De fleste forsøg giver klart positivt eller negativt resultat, men i sjældne tilfælde giver dataene ikke mulighed
for en endegyldig bedømmelse af teststoffets aktivitet. Resultatet kan stadig være tvetydigt eller tvivlsomt,
uanset hvor mange gange forsøget gentages.

Et positivt resultat af en tilbagemutationstest med bakterier viser, at teststoffet fremkalder punktmutationer ved
basesubstitution eller læserammeforskydning i genomet hosSalmonella typhimuriumog/ellerEscherichia coli.
Et negativt resultat viser, at teststoffet under testbetingelserne ikke er mutagent i den undersøgte organisme.



3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde følgende oplysninger:

Opløsningsmiddel/bærer:

− begrundelse for valg af bærer

− teststoffets opløselighed og stabilitet i opløsningsmiddel/bærer, hvis den kendes

Stammer:

− anvendte stammer

− antal celler pr. kultur

− karakteristika for stammen

Testbetingelser:

− mængde teststof pr. plade (mg/plade ellerµl/plade) med begrundelse for valg af dosis og pladeantal pr.
koncentration

− anvendte substrater

− metabolismeaktiveringssystemets type og sammensætning, herunderacceptkriterier

− behandlingsmetoder

Resultater:

− tegn på toksicitet

− tegn på udfældning

− kimtal for de enkelte plader

− gennemsnitligt antal revertantkolonier pr. plade og standardafvigelsen

− dosis/respons-sammenhæng, når det er muligt

− eventuelle statistiske analyser

− data for sideløbende negative (opløsningsmiddel/bærer) og positive kontrolprøver med angivelse af
intervaller, gennemsnit og standardafvigelser

− data for tidligere negative (opløsningsmiddel/bærer) og positive kontrolprøver med angivelse af intervaller,
gennemsnit og standardafvigelser.

Diskussion af resultaterne.

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

1. METODE

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

1.1 INDLEDNING

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

I in vitro-testen for genmutation i pattedyrceller kan der benyttes kulturer af etablerede cellelinjer eller
cellestammer. Cellerne udvælges på grundlag af deres vækstegenskaber ved dyrkning og den spontane
mutationsfrekvens's stabilitet.

Normalt kræver en in vitro-test, at der benyttes en exogen metabolismeaktivering. Et sådant
metabolismeaktiveringssystem kan ikke fuldstændigt efterligne forholdene i pattedyr in vivo. Man må
omhyggeligt undgå forhold, der fører til resultater, der ikke afspejler egentlig mutagenicitet. Positive resultater,
der ikke afspejler egentlig mutagenicitet, kan være forårsaget af ændringer i pH eller osmolalitet eller høj
cytotoksicitet (7).

Testen benyttes til screening for stoffer, der kan være mutagene eller carcinogene hos pattedyr. Mange af de
stoffer, der er positive ved denne test, er carcinogene hos pattedyr, men korrelationen mellem denne test og
carcinogenicitet er ikke fuldstændig. Den afhænger af den kemiske klasse, og stadig mere tyder på, at der findes
carcinogener, der ikke påvises ved denne test, fordi detilsyneladende virker gennem andre ikke-gentoksiske
mekanismer eller mekanismer, der ikke findes i bakterieceller (6).

Se også den generelle indledning til afsnit B.

1.2 DEFINITIONER

Fremadmutation: En genmutation fra forældretypen til mutanten, som medfører ændring i eller tab af det
kodede proteins enzymaktivitet.

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

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



Fænotypeekspressionsperiode: Et tidsrum, hvorunder uændrede genprodukter gradvis forsvinder fra nylig
muterede celler.

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

Relativ total vækst: Forøgelsen af celleantallet i et tidsrum, sammenlignet med en kontrolpopulation af celler;
beregnes som produktet af suspensionsvæksten i forhold til den negative kontrol og klondannelseseffektiviteten
i forhold til den negative kontrol

Relativ suspensionsvækst: Forøgelsen af celleantallet i ekspressionsperioden i forhold til den negative kontrol.

Levedygtighed: De behandlede cellers klondannelseseffektivitet på tidspunktet for selektiv udpladning efter
ekspressionsperioden.

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

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Celler, som mangler thymidin-kinase (TK) på grund af fremadmutationen TK+/- → TK-/-, er resistente over for
de cytotoksiske virkninger af pyridinanalogen trifluorthymidin (TFT). Celler, som har thymidin-kinase, er
følsomme over for TFT, som inhiberer cellemetabolismen og standser den videre celledeling. Det betyder, at
mutantceller kan formere sig undertilstedeværelse af TFT, mens normale celler, der indeholder thymidin-
kinase, ikke kan. På tilsvarende måde kan celler, der mangler HPRT eller XPRT, udvælges ved deres
modstandsdygtighed over for henholdsvis 6-thioguanin (TG) og 8-azaguanin (AG). Hvis der i en af
genmutationstestene med pattedyrceller testes et stof, der er baseanalogt med det selektive stof eller beslægtet
hermed, må der først ses nøje på teststoffets egenskaber. Eksempelvis bør enhver mistanke om, at teststoffet har
selektiv toksicitet over for mutantceller og ikke-mutantceller, undersøges. Det vil sige, at det selektive
system/stofs egnethed skal bekræftes, når der testes stoffer, der kemisk er beslægtet med det selektive stof (8).

Celler i suspensionskultur eller enkeltlagskultur udsættes for teststoffet både med og uden
metabolismeaktivering i et passende tidsrum, hvorefter der ved dyrkning i subkultur påvises cytotoksicitet og
gives mulighed for fænotypeekspression, inden mutanterne udvælges (9)(10)(11)(12)(13). Cytotoksiciteten
bestemmes sædvanligvis ved at måle kulturernes relative klondannelseseffektivitet (overlevelse) eller deres
relative totale vækst efter behandlingsperioden. De behandlede kulturer holdes så lang tid i vækstmediet,
afhængigt af hvert valgt locus og celletype, at fænotypeekspressionen af inducerede mutationer bliver næsten
optimal. Mutanthyppigheden bestemmes ved udsåning af et kendt antal celler i et medium, der indeholder det
selektive stof, til påvisning af mutantceller og i et medium uden selektivt stof til bestemmelse af
klondannelseseffektiviteten (levedygtigheden). Efter en passende inkuberingstid tælles kolonierne. Mutant-
hyppigheden afledes af antallet af mutantkolonier i det selektive medium og antallet af kolonier i det ikke-
selektive medium.



1.4 BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

1.4.1 Præparater

1.4.1.1 Celler

En lang række cellelinjer lader sig anvende i denne test, herunder subkloner af L5178Y, CHO, CHO-AS52, V-
79 og TK6-celler. For de celletyper, der benyttes i denne test, bør der være påvist følsomhed over for kemiske
mutagener, høj klondannelseseffektivitet og stabil spontan mutationshyppighed. Cellerne bør kontrolleres for
forurening med mycoplasma og bør ikke anvendes, hvis de er forurenet.

Testen bør tilrettelægges med forud fastlagt følsomhed og styrke. Antallet af celler, kulturer og koncentrationer
af teststof bør afspejle disse valgte parametre (14). Det mindste antal levedygtige celler, der overlever
behandling og benyttes i testens faser, baseres på den spontane mutationshyppighed. Som rettesnor kan der
anvendes et celleantal, der er mindst 10 gange den reciprokke spontane mutationshyppighed. Det anbefales dog,
at der mindst anvendes 106 celler. Der skal foreligge tilstrækkelige historiske data om cellesystemet til at
dokumentere, at testen har konstant høj effektivitet.

1.4.1.2 Medier og dyrkningsbetingelser

Der benyttes egnede dyrkningsmedier og inkuberingsbetingelser (dyrkningsbeholdere, temperatur, CO2-
koncentration, luftfugtighed). Medier vælges efter, hvilke selektive systemer og celletyper der benyttes i testen.
Det er især vigtigt at vælge sådanne dyrkningsbetingelser, at både mutantcellers og ikke-mutantcellers vækst og
kolonidannelse bliver optimal under ekspressionsperioden.

1.4.1.3 Fremstilling af kulturer

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

1.4.1.4 Metabolismeaktivering

Cellerne udsættes for teststoffet både med og uden et egnet metabolismeaktiveringssystem. Det mest almindeligt
anvendte system er en cofaktorsuppleret postmitokondriefraktion (S9), der fremstilles af levere fra rotter, der
har været behandlet med enzyminducerende stoffer såsom Aroclor1254 (15)(16)(17)(18) eller en blanding af
phenobarbiton ogβ-naphthoflavon (19)(20).

Postmitokondriefraktionen anvendes normalt i en koncentration på 1-10 % (v/v) i det færdige testsubstrat.
Valget af metabolismeaktiveringssystem og dets beskaffenhed kan afhænge af, hvilken kemisk klasse teststoffet
tilhører. I nogle tilfælde vil det være hensigtsmæssigt at benytte postmitokondriefraktion i mere end én
koncentration.

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



1.4.1.5 Teststof/testpræparat

Teststoffer i fast form opløses eller opslæmmes i passende opløsningsmidler eller bærere og fortyndes passende
inden behandling af cellerne. Teststoffer i væskeform kan enten tilsættes direkte til testsystemet eller fortyndes
inden behandlingen. Der benyttes frisk fremstillede teststofpræparater, medmindre stabilitetsdata viser, at
opbevaring er acceptabel.

1.4.2 Testbetingelser

1.4.2.1 Opløsningsmiddel/bærer

Der må ikke være mistanke om, at opløsningsmiddel/bærer reagerer kemisk med teststoffet, og
opløsningsmiddel/bærer må hverken hæmme cellernes overlevelse eller S9-aktiviteten. Benyttes der andre
opløsningsmidler/bærere end de velkendte, skal brugen af dem underbygges med kompatibilitetsdata. Det
anbefales i videst muligt omfang først at forsøge at benytte et vandigt opløsningsmiddel/bærersystem. Ved
undersøgelse af stoffer, der er ustabile i vand, skal de organiske opløsningsmidler være vandfrie. Vand kan
fjernes ved tilsætning af molekylsi.

1.4.2.2 Eksponeringskoncentrationer

Stoffets cytotoksicitet, dets opløselighed i testsystemet samt ændringer i pH og osmolalitet er blandt de
kriterier, der skal tages hensyn til ved valg af højeste koncentration.

Cytotoksiciteten bestemmes med og uden metabolismeaktivering i hovedforsøget ved hjælp af en passende
indikator for celleintegritet og -vækst, f.eks. relativ klondannelseseffektivitet (overlevelse) eller relativ total
vækst. Det kan være hensigtsmæssigt at bestemme cytotoksicitet og opløselighed ved et indledende forsøg.

Der benyttes mindst 4 analyserbare koncentrationer. Hvis der er tale om cytotoksicitet, skal koncentrationerne
dække et interval fra største toksicitet til ringe eller ingen toksicitet; det betyder normalt, at koncentrationerne
højst er adskilt med en faktor mellem 2 og√10. Hvis den højeste koncentration er baseret på cytotoksicitet, bør
den føre til en relativ overlevelse (relativ klondannelseseffektivitet) eller relativ total vækst på ca. 10-20% (ikke
under 10%). For stoffer, der er forholdsvis ikke-cytotoksiske, må testkoncentrationen højst være 5 µl/ml, 5
mg/ml eller 0,01 M (den laveste af de tre).

Forholdsvis uopløselige stoffer testes op til eller over opløselighedsgrænsen ved dyrkningsbetingelserne. Tegn
på uopløselighed bør konstateres i det endelige behandlingsmedium, som cellerne udsættes for. Det kan være
hensigtsmæssigt at bedømme opløseligheden både ved behandlingens begyndelse og afslutning, eftersom
opløseligheden kan ændre sig under eksponeringen i testsystemet som følge af, at der er celler, S9, serum m.v.
til stede. Uopløselighed kan iagttages med det blotte øje. Bundfald må ikke have indflydelse på bedømmelsen.

1.4.2.3 Kontrolprøver

I alle forsøg medtages der sideløbende både positive og negative (opløsningsmiddel eller bærer) kontrolprøver,
såvel med som uden metabolismeaktivering. Når der benyttes metabolismeaktivering, bør der som positivt
kontrolkemikalie anvendes et, der kræver aktivering for at virke mutagent.



Nedenfor er opregnet eksempler på positive kontrolstoffer.

Metabolisme-
aktivering

Locus Stof CAS nr. EINECS nr.

Ingen exogen
metabolisme-

aktivering

HPRT Ethylmethansulfonat

Ethylnitrosourea

62-50-0

759-73-9

200-536-7

212-072-2

TK (små og
store kolonier)

Methylmethansulfonat 66-27-3 200-625-0

XPRT Ethylmethansulfonat

Ethylnitrosourea

62-50-0

759-73-9

200-536-7

212-072-2

Exogen
metabolisme-

aktivering

HPRT 3-methylcholanthren

N-nitrosodimethylamin

56-49-5

62-75-9

200-276-4

200-549-8

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

TK (små og
store kolonier)

Cyclophosphamid

Cyclophosphamid monohydrat

Benzo[a]pyren

3-methylcholanthren

50-18-0

6055-19-2

50-32-8

56-49-5

200-015-4

200-028-5

200-276-5

XPRT N-nitrosodimethylamin (ved
højt indhold af S-9)

Benzo[a]pyrene

62-75-9

50-32-8

200-549-8

200-028-5

Der kan benyttes andre egnede stoffer til positiv kontrol, f.eks. kan et laboratorium, der har en historisk
database over 5-brom-2'-deoxyuridin [CAS nr. 59-14-3, EINECS nr. 200-415-9], også benytte dette
referencestof. Hvis der er mulighed for det, bør der anvendes kemisk beslægtede stoffer.

Der skal indgå negative kontrolprøver, hvor behandlingsmediet kun består af opløsningsmiddel eller bærer, og
som behandles på samme måde som de øvrige kulturer. Desuden skal der være ubehandlede kontrolprøver,
medmindre der foreligger tidligere opnåede kontroldata, der viser, at det valgte opløsningsmiddel ingen
skadelige eller mutagene virkninger har.



1.4.3 Fremgangsmåde

1.4.3.1 Behandling med teststof

Celler under formering udsættes for teststoffet både med og uden metabolismeaktivering. Eksponeringen skal
vare en passende tid (normalt har 3-6 timer den fornødne virkning). Eksponeringen kan strække sig over én eller
flere cellecyklusser.

Ved hver undersøgt koncentration benyttes der enten en eller to behandlede kulturer. Benyttes der kun én kultur,
øges antallet af koncentrationer, således at der bliver tilstrækkeligt mange kulturer til analyse (dvs. mindst 8
analyserbare koncentrationer). Der bør anvendes to negative kontrolkulturer (opløsningsmiddel).

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

1.4.3.2 Måling af overlevelse, levedygtighed og mutanthyppighed

Efter eksponeringen vaskes cellerne og dyrkes med henblik på at bestemme overlevelsen og give mulighed for
ekspression af mutantfænotypen. Måling af cytotoksicitet ved bestemmelse af kulturernes relative
klondannelseseffektivitet (overlevelse) eller relative totale vækst påbegyndes normalt efter
behandlingsperioden.

Hvert locus har et fast mindste tidsrum, som kræves til nær optimal fænotypeekspression af nyligt inducerede
mutanter (HPRT og XPRT kræver mindst 6-8 dage og TK mindst 2 dage). Cellerne dyrkes i medier med og
uden selektivt stof med henblik på bestemmelse af henholdsvis antallet af mutanter og
klondannelseseffektiviteten. Måling af levedygtigheden (der benyttes til beregning af mutanthyppigheden)
påbegyndes efter ekspressionstiden ved udpladning på ikke-selektivt medium.

Hvis teststoffet reagerer positivt i L5178Y TK+/--testen, bestemmes kolonistørrelsen i mindst en af
testkulturerne (den højeste positive koncentration) og i de positive og negative kontrolkulturer. Hvis teststoffet
reagerer negativt i L5178Y TK+/--testen, bestemmes kolonistørrelsen i de positive og negative kontrolkulturer.
Også ved undersøgelser med TK6TK+/- kan kolonistørrelsen bestemmes.



2. DATA

2.1 BEHANDLING AF RESULTATER

Dataene skal omfatte bestemmelse af cytotoksicitet og levedygtighed, kimtælling og mutanthyppighed for de
behandlede kulturer og kontrolkulturerne. I tilfælde af positiv reaktion i L5178Y TK+/--testen, bedømmes
kolonierne ud fra kriterier om små og store kolonier ved mindst én koncentration af teststoffet (højeste positive
koncentration) og med den negative og positive kontrol. Den molekylære og cytogenetiske natur af mutanter i
både store og små kolonier er udforsket detaljeret (23)(24). I TK+/--testen bedømmes kolonierne efter kriterier
for normalt voksende (store) og langsomt voksende (små) kolonier (25). De mutantceller, der har de mest
alvorlige genetiske skader, har længere fordoblingstider og danner derfor mindre kolonier. Sådanne skader
ligger typisk fra tab af hele genet til karyotypisk synlige kromosomaberrationer. Induktion af mutanter i små
kolonier har været tilskrevet kemikalier, der fremkalder kromosomaberrationer, der kan ses med det blotte øje
(26). Mindre alvorligt berørte mutantceller vokser med omtrent samme hastighed som modercellerne og danner
store kolonier.

Overlevelsen (den relative klondannelseseffektivitet) eller den relative totale vækst skal oplyses.
Mutanthyppigheden opgives som antallet af mutantceller i forhold til antallet af overlevende celler.

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

Der findes ingen krav til verifikation af et klart positivt resultat. Tvetydige resultater bør afklares ved yderligere
undersøgelser, helst med ændrede forsøgsbetingelser. Negative resultater bekræftes efter en vurdering af de
enkelte tilfælde. Anses bekræftelse af negative resultater ikke for nødvendigt, skal dette begrundes. Ved forsøg
til opfølgning af tvetydige eller negative resultater bør man overveje at ændre på undersøgelsens parametre, så
de bedømte forsøgsbetingelser udvides. Blandt de undersøgelsesparametre, der kan ændres på, er
koncentrationernes spredning og metabolismeaktiveringen.

2.2 EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Der findes en række kriterier for, om der er opnået et positivt resultat, f.eks. en koncentrationsafhængig eller
reproducerbar forøgelse af mutanthyppigheden. Der bør i første række ses på resultaternes biologiske relevans.
Statistiske metoder kan benyttes som hjælpemiddel ved evalueringen af testresultaterne. Statistisk signifikans
bør ikke være den eneste faktor, der afgør, om resultatet bedømmes som positivt.

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

De fleste forsøg giver klart positivt eller negativt resultat, men i sjældne tilfælde giver dataene ikke mulighed
for en endegyldig bedømmelse af teststoffets aktivitet. Resultatet kan stadig være tvetydigt eller tvivlsomt,
uanset hvor mange gange forsøget gentages.

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



3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde følgende oplysninger:

Opløsningsmiddel/bærer:

− begrundelse for valg af opløsningsmiddel/bærer

− teststoffets opløselighed og stabilitet i opløsningsmiddel/bærer, hvis den kendes

Celler:

− celletype og -kilde

− antal cellekulturer

− eventuelt antal passager

− eventuelle metoder til vedligehold af cellekultur

− fravær af mycoplasma

Testbetingelser:

− begrundelse for valg af koncentrationer og antal kulturer, herunder f.eks. eventuelle cytotoksicitetsdata og
opløselighedsbegrænsninger

− substratsammensætning og eventuel CO2-koncentration

− teststoffets koncentration

− volumen af tilsat bærer og teststof

− inkuberingstemperatur

− inkuberingstid

− behandlingens varighed

− celletæthed under behandlingen

− stoffer

− metabolismeaktiveringssystemets type og sammensætning, herunderacceptkriterier

− positive og negative kontrolprøver

− ekspressionsperiodens længde (herunder antal udsåede celler, subkulturer og eventuel feeding)

− selektive kriterier for bedømmelse af undersøgelsen som positiv, negativ eller tvetydig

− metoder til tælling af levedygtige celler og mutantceller

− definition af kolonier, hvor størrelse og type lægges til grund (herunder kriterier for, hvilke kolonier der er
"små" og "store")



Resultater:

− tegn på toksicitet

− tegn på udfældning

− data om pH og osmolalitetunder udsættelsen for teststoffet, hvis disse værdier er målt

− kolonistørrelse, hvis den er bedømt, i hvert fald for negative og positive kontrolkulturer

− laboratoriets kapacitet til at påvise mutanter i små kolonier med L5178Y TK+/--systemet

− dosis/respons-sammenhæng, når det er muligt

− eventuelle statistiske analyser

− data for sideløbende negative (opløsningsmiddel/bærer) og positive kontrolprøver

− data for tidligere negative (opløsningsmiddel/bærer) og positive kontrolprøver med angivelse af intervaller,
gennemsnit og standardafvigelser

− mutanthyppighed

Diskussion af resultaterne.

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

1. METODE

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

1.1 INDLEDNING

Formålet med in vivo-testen for kromosomaberrationer i spermatogonier hos pattedyr er et påvise, om et stof
forårsager strukturelle kromosomafvigelser i spermatogonier fra pattedyr (1)(2)(3)(4)(5). Der er to typer
strukturændringer, kromosomtypen og kromatidtypen. De fleste kemiske mutagener forårsager ændringer af
kromatidtypen, men også ændringer af kromosomtypen forekommer. Den foreliggende metode er ikke beregnet
til at påvise antalsafvigelser og benyttes ikke rutinemæssigt til dette formål. Kromosommutationer og lignende
er årsag til mange genetiske sygdomme hos mennesker.

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

Der benyttes rutinemæssigt gnavere i denne test. Ved denne cytogenetiske in vivo-test påvises
kromosomaberrationer ved spermatogoniers mitose. Metoden omfatter ikke andre målceller.

For at påvise aberrationer af kromatidtypen i spermatogonier må den første mitotiske celledeling efter
behandlingen undersøges, inden eventuelle skader går tabt ved efterfølgende celledelinger. Der kan indhentes
yderligere information fra behandlede spermatogonstamceller ved meiotisk kromosomanalyse for aberrationer
af kromosomtypen ved diakinese-metafase I, når de behandlede celler bliver til spermatocytter.

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

I testiklerne er der flere generationer af spermatogonier til stede, som udviser forskellig følsomhed over for
kemisk behandling. På denne måde repræsenterer de påviste aberrationer den samlede reaktion fra behandlede
spermatogonpopulationer, hvor resultatet domineres af de mere talrige differentierede spermatogonier.
Forskellige generationer af spermatogonier er, alt efter deres placering i testiklerne, i varierende grad i berøring
med det almindelige kredsløb på grund af den fysiske og fysiologiske Sertoli-cellebarriere og blod-testikel-
barrieren.

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

Se også den generelle indledning til afsnit B.



1.2 DEFINITIONER

Aberration af kromatidtypen : beskadigelse af kromosomstrukturen i form af brud på enkeltkromatider eller
brud på og sammenføjning af kromatider.

Aberration af kromosomtypen: beskadigelse af kromosomstrukturen i form af brud på - eller brud på og
sammenføjning af - begge kromatider på samme sted.

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

Antalsafvigelse: ændring i kromosomtallet i forhold til det for de pågældende dyr normale antal.

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

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

1.3 TESTMETODENS PRINCIP

Dyrene udsættes for teststoffet på passende måde og aflives efter passende tidsrum efter eksponeringen. Inden
aflivningen behandles dyrene med et metafasestandsende stof (f.eks. colchicin eller Colcemid®). Der
fremstilles derefter præparater af kimceller, som farves, og metafasecellerneundersøges for
kromosomaberrationer.

1.4 BESKRIVELSE AF TESTMETODEN

1.4.1 Præparater

1.4.1.1 Valg af dyreart

Der benyttes sædvanligvis hanmus og -hamstere, selv om hanner af andre egnede pattedyrarter kan benyttes.
Der bør anvendes almindeligt brugte laboratoriestammer af unge sunde voksne dyr. Ved undersøgelsens
begyndelse bør vægtvariationen mellem dyrene være mindst mulig og ikke over ± 20% af gennemsnitsvægten.

1.4.1.2 Miljø og fodring

Der gælder de almindelige forhold som beskrevet i den generelle indledning til afsnit B, blot bør der tilstræbes
en fugtighed på 50-60%.

1.4.1.3 Forberedelse af dyrene

Der udvælges tilfældigt sunde unge voksne handyr til kontrol- og behandlingsgruppen. Burene bør anbringes på
en sådan måde, at deres placering får mindst mulig indvirkning. Dyrene identificeres entydigt. Dyrene tilvænnes
til laboratorieforholdene i mindst 5 dage.



1.4.1.4 Fremstilling af doser

Teststoffer i fast form opløses eller opslæmmes i passende opløsningsmidler eller bærere og fortyndes
passende, inden de gives til dyrene. Teststoffer i væskeform kan enten gives direkte til dyrene eller fortyndes
først. Der benyttes frisk fremstillede teststofpræparater, medmindre stabilitetsdata viser, at opbevaring er
acceptabel.

1.4.2 Testbetingelser

1.4.2.1 Opløsningsmiddel/bærer

Opløsningsmiddel/bærer må ikke have toksiske virkninger ved de benyttede doser og må ikke mistænkes for at
reagere kemisk med teststoffet. Benyttes der andre opløsningsmidler/bærere end de velkendte, skal brugen af
dem underbygges med kompatibilitetsdata. Det anbefales i videst muligt omfang først at forsøge at benytte et
vandigt opløsningsmiddel/bærersystem.

1.4.2.2 Kontrolgrupper

I alle forsøg medtages der sideløbende både positive og negative (opløsningsmiddel eller bærer) kontrolgrupper.
Bortset fra behandling med teststof skal dyrene i kontrolgrupperne behandles på samme måde som dyrene i
behandlingsgrupperne.

Positive kontrolprøver skal frembringe strukturelle ændringer i spermatogonier in vivo ved en dosis, der
forventes at give en påviselig forøgelse i forhold til baggrundsværdierne.

Der vælges sådanne doser i de positive kontrolprøver, at virkningerne er tydelige, uden dog at de kodede
objektglas's identitet umiddelbart afsløres for den, der aflæser dem. Det kan accepteres, at den positive kontrol
indgives på anden måde end teststoffet, og at der kun foretages én prøveudtagning. Hvis der er mulighed for det,
bør der anvendes kemisk beslægtede stoffer. Nedenfor er opregnet eksempler på positive kontrolstoffer:

Stof CAS nr. EINECS nr.

Cyclophosphamid

Cyclophosphamid monohydrat

50-18-0

6055-19-2

200-015-4

Cyclohexylamin 108-91-8 203-629-0

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

Monomer acrylamid 79-06-1 201-173-7

Triethylenmelamin 51-18-3 200-083-5

Der skal ved hver prøveudtagning indgå negative kontroldyr, som kun er behandlet med opløsningsmiddel eller
bærer, og ellers behandlet på samme måde som behandlingsgrupperne, medmindre tidligere kontroldata har vist
en acceptabel variation mellem dyr indbyrdes og acceptabel hyppighed af celler med kromosomafvigelser.
Desuden skal der være ubehandlede kontrolgrupper, medmindre der foreligger tidligere opnåede eller
offentliggjorte kontroldata, der viser, at det valgte opløsningsmiddel ingen skadelige eller mutagene virkninger
har.



1.5 FREMGANGSMÅDE

1.5.1 Dyrenes antal

Hver behandlet gruppe og kontrolgruppe skal bestå af mindst 5 analyserbare handyr.

1.5.2 Behandlingsplan

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

I gruppen med højeste dosis udtages der prøver på to tidspunkter efter behandling. Da teststoffet kan indvirke
på cellecyklussens kinetik, udtages der er tidlig og en sen prøve, nemlig ca. 24 timer og ca. 48 timer efter
behandlingen. For alle andre doser end den højeste dosis udtages en prøve 24 timer eller 1,5 gange cellecyklus
efter behandlingen, medmindre et andet prøveudtagningstidspunkt vides at være bedre egnet til påvisning af
virkninger (6).

Der kan desuden udtages prøver på andre tidspunkter. For kemikalier, der kan fremkalde kromsom-lagging eller
have S-uafhængige virkninger, kan tidligere prøveudtagning være hensigtsmæssigt (1).

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

Inden aflivningen gives dyrene en intraperitoneal injektion med en passende dosis metafasestandsende stof
(f.eks. Colcemid® eller colchicin). Der udtages prøver af forsøgsdyr efter et passende tidsrum. For mus er dette
tidsrum ca. 3-5 timer, for hamster ca. 4-5 timer.

1.5.3 Dosisniveauer

Hvis der gennemføres en forprøve til bestemmelse af dosisinterval, fordi der ikke foreligger nogen egnede data,
bør den udføres i samme laboratorium med samme art, stamme og behandlingsmåde som agtes benyttet i hoved-
undersøgelsen (7). Er der tale om toksicitet, benyttes der tre dosisniveauer for første prøveudtagningstidspunkt.
Disse dosisniveauer skal dække et interval fra maksimal toksicitet til næsten ingen eller ingen toksicitet. Ved
den efterfølgende prøveudtagning behøves kun den højeste dosis benyttet. Den højeste dosis defineres som den
dosis, der fremkalder sådanne tegn på toksicitet, at højere dosis med samme indgiftsmønster må forventes at
medføre død.

Stoffer med specifik biologisk aktivitet ved lav ikke-toksisk dosis (f.eks. hormoner og mitogener) kan danne
undtagelser fra disse dosisfastsættelseskriterier og bør evalueres individuelt. Højeste dosis kan også defineres
som en dosis, der i nogen grad udviser tegn på toksicitet i spermatogonier (f.eks. et lavere forhold mellem
spermatogonmitoser og første og anden meiosemetafaser; faldet på ikke være større end 50%).



1.5.4 Grænsetest

Hvis der ved en test med én dosis på mindst 2000 mg pr. kg legemsvægt indgivet ved én eller i to behandlinger
på samme dag, ikke kan iagttages nogen toksiske virkninger, og hvis man på grundlag af data om
strukturmæssigt beslægtede stoffer ikke forventer gentoksicitet, kan en fuldstændig undersøgelse med tre
dosisniveauer anses for unødvendig. Den forventede eksponering af mennesker kan foranledige, at der benyttes
en højere dosis i grænsetesten.

1.5.5 Indgift af doser

Teststoffet indgives normalt ved tvangsfodring med sonde eller en passende intubationskanyle eller ved
intraperitoneal injektion. Andre indgiftsmåder kanaccepteres, hvis de kan begrundes. Hvor stor en
væskemængde, der kan indgives ad gangen ved tvangsfodring eller injektion, afhænger af forsøgsdyrenes
størrelse. Mængden bør højst være på 2 ml pr. 100 g legemsvægt. Anvendelse af større rumfang skal begrundes.
Bortset fra lokalirriterende og ætsende stoffer, som normalt vil have kraftigere virkninger ved højere
koncentrationer, bør testvolumenet variere så lidt som muligt, idet koncentrationen justeres, så volumenet bliver
det samme ved alle dosisniveauer.

1.5.6 Præparering af kromosomer

Umiddelbart efter aflivningen udtages der celleopslæmninger fra en eller begge testikler, som udsættes for
hypotonisk væske og fikseres. Derefter stryges cellerne ud på objektglas og farves.

1.5.7 Analyse

For hvert dyr bør mindst 100 godt fordelte metafaseceller analyseres (dvs. mindst 500 metafaseceller pr.
gruppe). Dette antal kan sættes ned, hvis der iagttages et stort antal aberrationer. Alle objektglas, herunder
positive og negative kontrolprøver, kodes uafhængigt inden mikroskoperingen. Da fikseringen ofte medfører, at
en del af metafasecellerne går i stykker og kromosomerne går tabt, bør bedømte celler indeholde et antal
centromerer svarende til kromosomtallet 2n ±2.

2. DATA

2.1 BEHANDLING AF RESULTATER

Data for de enkelte dyr præsenteres i tabelform. Forsøgsenheden er et dyr. For hvert dyr registreres antallet af
celler med strukturelle kromosomaberrationer, og antallet af kromosomaberrationer pr. celle bedømmes.
Forskellige typer strukturelle kromosomaberrationer skal anføres med antal og hyppighed for
behandlingsgrupper og kontrolgrupper. Gaps registreres særskilt og oplyses, men medregnes ikke generelt i den
totale aberrationshyppighed.

Hvis der iagttages såvel mitose som meiose, bestemmes forholdet mellem spermatogonmitoser og første og
anden meiosemetafase som et mål for cytotoksiciteten for alle behandlede dyr og negative kontroldyr i en samlet
prøve på 100 celler under deling for hvert dyr. Hvis der kun iagttages mitose, bestemmes mitoseindekset i
mindst 1000 celler for hvert dyr.



2.2 EVALUERING OG FORTOLKNING AF RESULTATER

Der findes en række kriterier for afgøre, om et resultat er positivt, f.eks. en dosisafhængig forøgelse af andelen
af celler med kromosomaberrationer eller en tydelig forøgelse af antallet af celler med aberrationer hos en
enkeltdosisgruppe på et bestemt prøveudtagningstidspunkt. Der bør i første række ses på resultaternes
biologiske relevans. Statistiske metoder kan benyttes som hjælpemiddel ved evalueringen af testresultaterne (8).
Statistisk signifikans bør ikke være den eneste faktor, der afgør, om resultatet bedømmes som positivt.
Tvetydige resultater bør afklares ved yderligere test, helst med ændring af forsøgsbetingelserne.

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

De fleste forsøg giver klart positivt eller negativt resultat, men i sjældne tilfælde giver dataene ikke mulighed
for en endegyldig bedømmelse af teststoffets aktivitet. Resultatet kan stadig være tvetydigt eller tvivlsomt,
uanset hvor mange gange forsøget gentages.

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

Sandsynligheden for, at teststoffet eller dets metabolitter når frem til målvævet, bør diskuteres.

3. RAPPORTERING

TESTRAPPORT

Testrapporten skal indeholde følgende oplysninger:

Opløsningsmiddel/bærer:

− begrundelse for valg af bærer

− teststoffets opløselighed og stabilitet i opløsningsmiddel/bærer, hvis den kendes

Forsøgsdyr:

− anvendt art/stamme

− antal dyr og deres alder

− oprindelse, miljø, føde, mv.

− de enkelte dyrs vægt ved testens begyndelse, samt interval, gennemsnit og standardafvigelse for
legemsvægten for hver enkelt gruppe



Testbetingelser:

− data fra en eventuel forprøve til bestemmelse af dosisinterval

− begrundelse for valg af dosisniveau

− begrundelse for indgiftsvej

− detaljerede oplysninger om præparering af teststoffet

− detaljerede oplysninger om indgift af teststoffet

− begrundelse for aflivningstidspunkter

− eventuel omregning fra teststofkoncentration (ppm) i føde/drikkevand til faktisk dosis (mg pr. kg
legemsvægt pr. dag)

− detaljerede oplysninger om føde- og vandkvalitet

− detaljeret beskrivelse af behandlings- og prøveudtagningsplan

− metoder til måling af toksicitet

− det metafasestandsende stofs betegnelse og koncentration og behandlingens varighed

− metoder til præparering af objektglas

− kriterier for bedømmelse af aberrationer

− antal analyserede celler pr. dyr

− kriterier for bedømmelse af undersøgelsen som positiv, negativ eller tvetydig

Resultater:

− tegn på toksicitet

− mitoseindeks

− forholdet mellem spermatogonmitoser og første og anden meiosemetafase

− antal aberrationer og type, anført særskilt for hvert dyr

− samlet antal aberrationer pr. gruppe

− antal celler med aberrationer pr. gruppe

− dosis/respons-sammenhæng, når det er muligt

− eventuelle statistiske analyser

− data for sideløbende negative kontrolprøver

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

− data for sideløbende positive kontrolprøver

− eventuelt iagttagne ploidiændringer.

Diskussion af resultaterne.

Konklusioner
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B.26 SUBKRONISK ORAL TOKSICITETS-TEST

ET 90-DAGES FORSØG OVER GENTAGNE ORALE DOSERS TOKSICITET PÅ GNAVERE

1. METODE

Denne metode til udførelse af en subkronisk oral toksicitets-test svarer til OECD TG 408 (1998)

1.1 INTRODUKTION

Efter at en akut eller gentagen 28-dages toksicitets-test er udført med henblik på primær vurdering af et kemisk
stofs toksicitet, kan man udføre en subkronisk oral toksicitets-test, hvor man anvender gentagne doser til
bestemmelse og evaluering af stoffets toksiske egenskaber. Undersøgelsen på 90 dage skaffer viden om mulige
trusler mod sundheden, som kan opstå ved gentagen belastning i en længere periode, som dækker afvænning,
modning og den første del af voksenlivet. Undersøgelsen skaffer viden om større toksiske virkninger, peger på
hvilke organer, der rammes, og muligheden for akkumulation; den kan give et overslag over det
belastningsniveau, der kan være skadeligt, uden at det bemærkes, som igen kan anvendes til valg af dosis til
undersøgelser af kronisk effekt og til fastlæggelse af sikkerhedskriterier for hvad mennesker kan tåle.

Metoden lægger yderligere vægt på virkninger på neurologiske områder og peger på virkninger på det
immunologiske og reproduktive system. Nødvendigheden af omhyggelig klinisk observation af dyrene for at
opnå størst mulig viden bliver ligeledes understreget. Undersøgelsen skulle muliggøre identifikation af
kemikalier med neurotoksiske virkninger og virkninger på det immunologiske og reproduktive system, som kan
føre til yderligere dybdegående undersøgelser.

Se også Generel Introduktion, del B.

1.2 DEFINITIONER

Dosis: Mængden af indgivet test-kemikalium. Dosis angives som vægt (g, mg) eller som vægt af test-
kemikalium i forhold til dyrets vægt (fx mg/kg) eller en konstant del af føden (ppm).

Dosering: Er et generelt udtryk for dosis, hyppighed af indgift og varigheden af indgiften.

NOAEL: E r en forkortelse for det niveau, der ikke medfører observeret skadelig virkning og er det højeste
dosis-niveau, hvor ingen negative virkninger, der kan tilskrives behandlingen, er fundet.

1.3 TEST-METODENS PRINCIP

Test-kemikaliet administreres peroralt dagligt i forskellige doser til forskellige grupper af forsøgsdyr, idet hver
gruppe får en bestemt dosis i en periode på 90 dage. I denne periode observeres dyrene nøje for tegn på
forgiftning. Dyr, der dør eller aflives, mens testen står på, bliver obduceret og ved undersøgelsens afslutning
bliver resten af dyrene aflivet og obduceret.



1.4 BESKRIVELSE AF TEST-METODEN

1.4.1 Forberedelse af dyrene

Der anvendes sunde dyr, som ertilvænnet laboratorieforholdene i mindst 5 dage, og som ikke før har været
anvendt til eksperimenter. Dyrene beskrives hvad angår art, stamme, hvorfra de kommer (‘kilde’), køn, vægt
og/eller alder. Dyrenes randomiseres til henholdsvis kontrol og behandlingsgruppe. Bure skal anbringes, så deres
placering får mindst mulig betydning. Hvert dyr tildeles eget, særlige identifikationsnummer.

1.4.2 Fremstilling af doser

Stoffet, der skal undersøges, indgives gennem sonde eller i føden eller drikkevandet. Måden at indgive på
afhænger af undersøgelsens formål og test-materialets fysisk-kemiske egenskaber.

Om nødvendigt opløses eller opslæmmes stoffet i et passende medie. Hvor mulig anbefales det først at forsøge at
anvende vandige opløsninger eller opslæmninger; dernæst overvejes opløsninger eller opslæmninger i olie
(fx majsolie) og først derefter andre opløsnings/opslæmningsmidler. For andre midler end vand bør de toksiske
egenskaber kendes. Tests-kemikaliets stabilitet i forbindelse med indgiften bør fastslås.

1.4.3 Test-omstændighederne

1.4.3.1 Forsøgsdyrene

Den foretrukne art er rotten, men andre gnaverarter, fx mus, kan anvendes. Almindeligt anvendte
laboratoriestammer af unge, sunde voksne dyr bør anvendes. Hundyrene skal ikke have haft unger og ikke være
gravide. Indgiften bør begynde snarest efter fravænning, og i hvert fald før dyrene er ni uger gamle. Ved
forsøgets begyndelse bør den indbyrdes vægtforskel være minimal og ikke overstige ±20 % af gennemsnittet for
hvert køn. Når forsøget foretages som forløber for en længerevarende toksicitetsstudie, bør man i begge forsøg
anvende samme stamme og fra samme kilde.

1.4.3.2 Antal og køn

Mindst 20 dyr, (ti af hvert køn) bør anvendes for hver dosisniveau. Hvis man planlægger at aflive nogle dyr
undervejs i forsøget, skal antallet af dyr, der påbegynder forsøget, forøgestilsvarende. Ud fra tidligere opnået
viden om kemikaliet eller nære analoge stoffer bør man overveje en yderligere ‘satellit’-gruppe på ti dyr (fem af
hvert køn) i kontrollen og i gruppen med den højeste dosis, således at man efter forsøgsperioden kan observere
evt. reversibilitet eller vedvarende følger af behandlingen. Varigheden af denne observationsperiode afhænger af,
hvilke virkninger man vil følge.



1.4.3.3 Dosisstørrelse

Mindst tre dosisstørrelser og en sideløbende kontrol bør anvendes, undtagen itilfælde af en begrænset test
(se 1.4.3.3). Dosisstørrelsen kan afhænge af tidligere tilsvarende forsøg eller forsøg med henblik på opsøgning
af dosisgrænser. og skal tage hensyn til kendte toksikologiske og tokso-kinetiske data for test-kemikaliet eller
tilsvarende stoffer. Medmindre kemikaliets fysisk-kemiske natur eller biologiske effekt sætter grænser, bør den
højeste dosisstørrelse vælges med henblik på toksisk virkning men ikke på død eller alvorlig lidelse. Faldende
dosisstørrelse bør vælges med henblik på at påvise en eventuel dosisrelateret virkning og det niveau, der ikke
medfører observeret skadelig virkning (NOAEL). To til firedobbelte intervaller er ofte bedst til fastlæggelse af
faldende dosisstørrelser og tilføjelse af en fjerde test-gruppe er ofte at foretrække frem for brug af meget store
intervaller (fx mere end en faktor på 6-10) mellem dosisstørrelserne.

Kontrolgruppen skal være en ubehandlet gruppe eller en gruppe, der får det eventuelle medie, i hvilket de
behandlede dyr får kemikaliet. Bortset fra behandlingen skal dyrene i kontrolgruppen behandles nøjagtigt som
dyrene i test-gruppen. Hvis kemikaliet indgives i et medie, skal kontrolgruppen have mediet i den størst anvendte
mængde. Hvis test-kemikaliet indgives via foderet og hvis dette medfører reduceret fødeindtagelse, kan det være
nyttigt med en gruppe, der parallel-fodres mængdemæssigt, således at et eventuelt vægttab kantilskrives, at
foderet har en dårlig smag, respektive virker toksisk.

Man bør overveje mediets eller eventuelle additivers egenskaber med hensyn til absorption, distribution,
stofskifte eller retention af test-kemikalium; virkningen på test-kemikaliets kemiske egenskaber, som igen kan
have indflydelse på dets toksiske egenskaber; og indflydelsen på føde- eller vandindtag eller dyrenes
ernæringsmæssige tilstand.

1.4.3.4 Grænse-tests

Et total-forsøg med tre dosisstørrelser behøves næppe udført, hvis man ikke forventer nogen toksisk effekt ud fra
kendskab til strukturelt beslægtede stoffer, og hvis der ikke ses nogen skadelig virkning ved forsøg som
beskrevet ovenfor med enkelt dosis svarende til mindst 1000 mg/kg legemsvægt/dag. Grænse-tests er
konklusive, undtagen hvis belastning af mennesker indikerer nødvendigheden af anvendelse af en større dosis.

1.5 FREMGANGSMÅDE

1.5.1 Dosisadministration

Dyrene får test-kemikaliet syv gange ugentlig hver uge i 90 dage. Ethvert andet regime, fx fem gange ugentlig,
skal begrundes. Hvis test-kemikaliet indgives med sonde, skal det gøres i en enkelt dosis, med anvendelse af en
mavesonde eller passende intubationsrør. Det maksimale væskevolumen, der kantilføres ad gangen afhænger af
dyrets størrelse. Volumen bør ikke overstige 1 ml/100g kropsvægt,undtaget vandige opløsninger, hvor man kan
indgive 2 ml/100g kropsvægt. Undtaget irritative og ætsende stoffer, som normalt vil have øget generende effekt
ved større koncentrationer, bør variationen i test-volumen begrænses ved justering af koncentrationen af test-
kemikaliet for at sikre et konstant volumen ved alle dosisstørrelser.

Det er vigtigt at sikre, at de kvantiteter af kemikalier, som indtages via føden eller drikkevandet, ikke får
indflydelse på den normale ernæring eller vandbalancen. Når test-kemikaliet tilføres med føden, kan man tilføre
det enten som en konstant del af føden (ppm) eller en konstant dosisstørrelse i forhold til dyrets vægt; det, man
vælger, skal specificeres. Tilføres kemikaliet via sonde, bør det gøres på samme tidspunkt hver dag og
dosisstørrelse skal rettes til, så denudgør en konstant størrelse i forhold til dyrets vægt. Hvis et 90-dages forsøg
foretages som forløber for et langtids kronisk-toksicitetsforsøg, skal der i begge forsøg gives samme
fødesammensætning.



1.5.2 Observationer

Observationsperioden skal mindst vare 90 dage. Dyrene i ‘satellit’-gruppen, hvor man vil foretage ‘follow-up’
observationer skal beholdes i en passende periode uden behandling, med henblik på konstatering af fortsat eller
ophør af toksisk virkning.

Almindelig kliniks observation bør foretages mindst en gang om dagen, fortrinsvis på samme tidspunkt(er), idet
man tager i betragtning, hvornår maksimal effekt kan forventes efter indgift. Dyrenes klinisketilstand bør
noteres. Mindst to gange daglig, sædvanligvis morgen og aften, undersøges alle dyrene for tegn på morbiditet
eller mortalitet.

I hvert fald før første belastning (for at tage højde for individuelle forskelle) og en gang ugentlig derefter, bør
detaljerede kliniske undersøgelse foretages af alle dyrene. Disse undersøgelser skal foretages uden for burene,
fortrinsvis på et standard areal og på samme tid i hvert tilfælde. De skal noteres omhyggeligt, fortrinsvis ved
anvendelse af et scorings-system, eksplicit defineret af undersøgelseslaboratoriet. Man bør bestræbe sig på, at
variationerne i observationsbetingelserne er mindst mulige. Blandt de fund, der skal noteres, (men ikke som de
eneste) er ændringer i hud, pels, øjne, slimhinder, forekomst af sekretion og ekskreter og autonom aktivitet
(fx tåreflåd, hår-rejsning, pupilstørrelse, usædvanlig respirationsmønster). Forandringer i gang, stilling og
respons på håndtering såvel som tilstedeværelse af toniske og kloniske bevægelser, stereotypi (fx overdreven
pudsning, repetitive cirkelbevægelser) eller bizar opførsel (fx selvmutilation, baglæns gang) skal også noteres
(1).

Oftalmologisk undersøgelse ved hjælp af oftalmoskop eller andet, passende udstyr bør udføres før første gang
test-kemikaliet tilføres og ved afslutning af forsøget, fortrinsvis på alle dyrene, men i hvert fald på dem, der fik
højeste dosis og på kontrollerne. Hvis der opdages øjenforandringer, skal alle dyrene undersøges.

Hen imod slutningen af belastningsperioden og i hvert fald ikke tidligere end uge 11, foretages undersøgelser af
reaktion på sensoriske stimuli af forskellig slags (1) (fx auditoriske, visuelle og proprioceptive stimuli) (2), (3),
(4), vurdering af gribe-styrke (5) og af motorisk aktivitet (6). Nærmere detaljer af de procedurer, der kan
foretages, findes i de respektive referencer. Andre, alternative fremgangsmåder end de refererede kan imidlertid
også anvendes.

Funktionsundersøgelser kan udelades nær forsøgets afslutning, hvistilsvarende data kan findes i andre
tilsvarende forsøg og de daglige kliniskeundersøgelser ikke påviste funktionelle mangler.

Undtagelsesvis kan funktionsundersøgelser udelades på grupper, der på anden vis viser tegn på forgiftning i en
grad, der vil have afgørende indflydelse på funktionsundersøgelserne.

1.5.2.1 Kropsvægt og føde/vand-indtagelse

Alle dyr skal vejes mindst en gang ugentlig. Mængden af fødeindtagelse skal beregnes mindst en gang ugentlig.
Hvis test-kemikaliet administreres via drikkevandet, skal vandindtagelsen beregnes mindst en gang ugentlig.
Vandforbruget bør også tages i betragtning, når belastningen foretages via føden eller via sonde, da drikke-
aktiviteten kan ændres herved.



1.5.2.2 Hæmatologi og klinisk biokemi

Stedet, hvor blodprøver tages, bør angives og de bør gemmes på passende vis. Ved forsøgets afslutning tages der
prøver lige før eller i forbindelse med aflivningen af dyrene.

Følgende hæmatologiske undersøgelser bør foretages ved forsøgets afslutning og når blodprøver bliver
indsamlet undervejs: hæmatokrit, hæmoglobin koncentrationen, erytrocyttal, leukocyttal og differentialtælling,
trombocyttal og koagulationstid/koagulationsevnen.

Klinisk biokemiske analyser, som kan vise toksisk virkning på væv, specielt på lever og nyrer, skal udføres på
blodprøver taget fra alle dyrene lige før eller i forbindelse med aflivningen (også på moribunde dyr og i
forbindelse med dyrs aflivning i førsøgsperioden). På samme måde, som gælder for hæmatologiske prøver,
undersøges også blodprøver taget undervejs. Det anbefales at tage fastende blodprøver1 Analyser på serum og
plasma bør inkludere: natrium, kalium, glukose, total kolesterol, carbamid, BUN, kreatinin, total protein og
albumin, og mere end to enzymer, der belyser den hepatocellulære effekt (fx alanin aminotransferase, aspartat
aminotransferase, alkalisk fosfatase, gamma glutamyl transpeptidase og sorbitol dehydrogenase). Derudover kan
inkluderes måling af andre enzymer (fra lever eller andetsteds), galdesure salte, som kan give nyttig information
i visse tilfælde.

I den sidste uge af forsøget kan eventuelt følgende urinanalyser udføres, idet timediuresen måles: udseende,
volumen, osmolalitet eller vægtfylde, pH, protein, glukose og blod eller blodceller.

Yderligere bør man overveje at måle serummarkører for generel vævsskade. Andre analyser, som bør udføres,
hvis test-kemikaliets egenskaber vides eller formodes at afficere beslægtede metaboliske markører, inkluderer
calcium, fosfor, fastende triglycerider, specielle hormoner, methæmoglobin og kolinesterase. Disse bør måles i
forbindelse med kemikalier af særlige typer eller fra tilfælde til tilfælde.

Almindeligvis må man have en fleksibel indstilling udfra dyrearten og de observerede og/eller forventede
virkninger af et givet kemikalium.

Hvis der ikke er tilstrækkeligt kendskab til de biokemiske eller hæmatologiskeudgangsværdier, bør man
overveje om disse analyser skal foretages før belastningen begynder, men det anbefales almindeligvis ikke (7).

1 Til en del analyser på serum og plasma, mest udtalt for glukose, foretrækkes fastende blodprøver. Hovedårsagen er den øgede
variation, som uundgåeligt følger ikke-faste, og som vil kunne maskere små effekter og derved gøre tolkningen vanskelig. På den
anden side vil faste kunne influere på dyrenes almindelige stofskifte, specielt i forsøg, hvor fødeindtagelse står centralt, og derved
forstyrre den daglige belastning med test-kemikaliet. Hvis blodprøver tages fastende, skal de tages efter udførelsen af de
funktionelle observationer



1.5.2.3 Makroskopisk obduktion

Alle dyrene, som indgår i forsøget, skal have udført en fuldstændig, detaljeret makroskopisk obduktion, hvilket
inkluderer omhyggelig undersøgelse af alle overflader, alle åbninger, og kraniets, brystkassens og abdomens
kaviteter og deres indhold. Lever, nyrer, binyrer, testes, bitestikler, uterus, ovarier, thymus, milt, hjerne og hjerte
skal på alle dyr renses for andet vedhængende væv som behørigt, (undtaget er de dyr, der findes moribunde
og/eller aflives undervejs i forsøget), og vejes snarest muligt efter dissektionen for at undgå udtørring.

Følgende væv skal præserveres ved hjælp af det mest passende fiksationsmedie både med henblik på vævstypen
og den følgende histopatologiske undersøgelse: alle større læsioner, hjernen (repræsentative regioner, inklusive
cerebrum, cerebellum, og medulla/pons), rygmarven (fra tre niveauer: cervikal, midt-torakal og lumbal),
hypofyse, tyreoidea og paratyreoidea, tymus, øsofagus, spytkirtlerne, mavesækken, tynd-og tyktarm, (inklusive
de Peyerske plaques) lever, pankreas, nyrer, binyrer, hjerte, luftrør og lunger (bevaret ved indblæsning med
fiksativ og påfølgende neddypning), aorta, gonader, uterus, sekundære kønsorganer, brystkirtlerne fra
hundyrene, prostata, urinblære, galdeblære (mus), lymfeknuder (helst en lymfeknude som dækker
belastningsvejen og en anden langt derfra for at dække den systemiske virkning), perifer nerve (ischiadicus eller
tibialis) helst nær ved musklen, en sektion af knoglemarven, (og/eller frisk knoglemarvsaspirat), hud, øjne (hvis
oftalmologisk undersøgelse viste ændringer). Kliniske og andre fund kan foranledige undersøgelse af andet væv.
Også særlige organer, der sandsynligvis kan være mål for test-kemikaliets kendte virkninger, bør præserveres.

1.5.2.4 Histopatologi

En komplet histopatologisk undersøgelse skal udføres af de præserverede organer og væv på alle dyrene i
kontrol og høj-dosis grupperne. Undersøgelserne skal omfatte alle dyrene i de andre grupper, også hvis der
observeres ændringer i høj-dosisgruppen, der kan tilskrives belastningen.

Alle større læsioner skal undersøges.

Hvis der anvendes en ‘satellit’gruppe, skal der på dem udføres histopatologiskundersøgelse af væv og organer,
på hvilke der var vist ændringer i den belastede gruppe.

2. DATA OG RAPPORTERING

2.1 DATA

Alle data skal anføres. Yderligere skal alle data opsummeres i tabeller, der for hver test-gruppe viser antal dyr
ved forsøgets begyndelse, antal dyr fundne døde i løbet af testen eller aflivede af humane grunde og tidspunktet
for deres død, det antal dyr, der udviser tegn på forgiftning, en beskrivelse af disse tegn inklusive tidspunktet for
deres begyndelse, deres varighed og forgiftningsgraden; det antal dyr, der har læsioner, typen af læsioner og den
procentdel af dyrene, der udviser de forskellige typer af læsion.

Hvor det er muligt, skal tallene evalueres ved hjælp af en passende og accepteret statistisk metode. Den
statistiske metode og de data, der skal analyseres med den, skal vælges under planlægningen af forsøget.



2.2 TEST-RAPPORT

Test-rapporten skal inkludere følgende informationer:

2.2.1 Test-kemikalium:

– fysiske egenskaber, renhedsgrad og fysisk-kemiske egenskaber;

– identifikationsdata;

– indgivelsesmåde, som begrundes, hvis der ikke er tale om drikkevand.

2.2.2 Dyreart:

– anvendte art og stamme;

– antal dyr, deres alder og køn;

– kilde, opbevaringsforhold, føde etc.;

– de enkelte dyrs vægt ved forsøgets begyndelse.

2.2.3 Forsøgsbetingelser:

– rationale for valg af dosismængde;

– detaljer vedrørende test-kemikaliets form/opblanding i føden, resulterende koncentration, stabilitet og
homogenitet;

– detaljer vedrørende indgift af test-kemikaliet;

– sande dosis (mg/kg kropsvægt/dag) og omregningsfaktor fra test-kemikaliets koncentration i føde/vand
(ppm) til sand dosis, hvis muligt;

– detaljer vedrørende kvalitet af vand og føde.

2.2.4 Resultater:

– fødeindtagelse og indtagelse af vand, om muligt;

– data vedrørende forgiftning sat overfor køn og dosis, inklusive forgiftningstegnene;

– art, alvor og varighed af det klinisk observerede (om det observerede er reversibelt);

– resultater af oftalmologisk undersøgelse;

– vurdering, hvis muligt, af sanse-aktiviteter, gribe-styrke og motorisk aktivitet;

– hæmatologiske målinger med relevante udgangsværdier;

– klinisk biokemiske målinger med relevante udgangsværdier;

– slutvægt, organernes vægt og organ/kropsvægt-forholdene;

– sektionsfund;

– en detaljeret beskrivelse af de histopatologiske fund;

– data for absorption, hvis de forefindes;

– statistisk behandling af resultaterne, hvor rimeligt.

Diskussion af resultater.

Konklusioner.
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