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»DEEL B: METHODEN VOOR DE BEPALING VAN DE TOXICITEIT EN ANDERE

INVLOEDEN OP DE GEZONDHEID

ALGEMENE INLEIDING: DEEL B

B. ALGEMENE DEFINITIES VAN DE BEGRIPPEN DIE GEBRUIKT WORDEN BIJ DE TESTME-
THODEN IN DEZE BIJLAGE

iii)

Acute toxiciteit omvat de schadelijke effecten die binnen een gegeven tijd (meestal 14 dagen) na de
toediening van een enkelvoudige dosis van een stof optreden.

Manifeste toxiciteit is een algemene term die duidelijke toxiciteitsverschijnselen beschrijft die
optreden na de toediening van de teststof. Deze verschijnselen moeten een risicobepaling mogelijk
maken en van een zodanige aard zijn dat verwacht mag worden dat bij een hogere toegediende dosis
ernstige toxische verschijnselen en waarschijnlijk sterfte optreden.

Dosis is de toegediende hoeveelheid teststof. De dosis wordt uitgedrukt als gewicht (gram of milli-
gram) of als het gewicht van de teststof per gewichtseenheid van het proefdier (bij voorbeeld mg per
kg lichaamsgewicht) of als constante concentratie in het dicet (ppm, delen per miljoen of mg per kg
voedsel).

Discriminerende dosis is het hoogste van de vier vaste dosisniveaus dat kan worden toegediend
zonder dat met de teststof verband houdende sterfte wordt veroorzaakt (met inbegrip van de proef-
dieren die moeten worden afgemaakt).



v) Dosering is een algemeen begrip dat de dosis, de frequentic en de duur van de toediening omvat.

vi) LDy, (letale-dosismediaan) is de statistisch vastgestelde enkelvoudige dosis van een stof waarvan kan
worden verwacht dat bij 50 % van de dieren die de dosis hebben ontvangen de dood intreedt. De
LDy-waarde wordt uitgedrukt in het gewicht van de teststof per gewichtseenheid proefdier (mg/kg).

vii) LCy, (letale-concentratiemediaan) is de statistisch vastgestelde concentratie van een stof waarvan kan
worden verwacht dat bij 50 % van de gedurende ecn bepaalde tijd blootgestelde dieren, tijdens de
blootstelling of binnen een bepaalde tijd na de blootstelling de dood intreedt.

De LCy-waarde wordt uitgedrukt in het gewicht van de teststof per standaardvolume lucht (mg/}).

vii) NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) is de afkorting voor de hoogste dosis of het hoogste
niveau van blootstelling waarbij nog geen waarneembare toxiciteitsverschijnselen optreden die
verband houden met de behandeling.

ix) Subchronische toxiciteit bij herhaalde dosis omvat de schadelijke effecten die optreden bij proef-
dieren ten gevolge van herhaalde dagelijkse toediening van, of blootstelling aan cen chemische stof
gedurende een kort gedeelte van hun verwachte levensduur.

x) De maximale verdraagbare dosis (Maximum Tolerated Dose — MTD) is het hoogste dosisni-
veau dat tekenen van toxiciteit bij proefdieren tot gevolg heeft zonder dat dit belangrijke gevolgen
heeft voor de overleving in de test waarin ze wordt gebruikt.

xi) Huidirritatie is het ontstaan van cen ontstekingsreactie in de huid door het toedienen van een test-
stof op de huid.

xii) Qogirritatie is het ontstaan van veranderingen in het oog door het toedienen van een teststof op het
oppervlak aan de voorzijde van het oog.

xiil) Sensibilisatie van de huid (allergische contactdermatitis) is een via het immuunsysteem veroor-
zaakte reactic van de huid op een stof.

xiv) Huidaantasting is het optreden van irreversibele huidweefselbeschadiging na het toedienen van een
teststof gedurende cen periode van 3 minuten tot 4 uur.

xv) Toxicokinetica is de bestudering van de absorptie, de distributie, het metabolisme en de excretie van
teststoffen.

xvi) Absorptie is het (geheel van) proces(sen) waardoor een toegediende stof het lichaam binnenkomt.

xvii) Excretie is het (geheel van) proces(sen) waardoor de tocgediende stof en/of de metabolieten daarvan
door het lichaarn worden witgescheiden.

xviii) Distributie is het (geheel van) proces(sen) waardoor de geabsorbeerde stof en/of de metabolicten
daarvan over het lichaam worden verdeeld.

xix) Metabolisme is het (geheel van) proces(sen) waardoor de toegediende stoffen in het lichaam
chemisch worden veranderd door enzymatische of niet-enzymatische reacties.

B.] Acute toxiciteit, subchronische toxiciteit bij herhaalde dosis en chronische toxiciteit.

De acute toxicologische effecten en de orgaan- of systeemtoxiciteit van een stof kunnen worden vastgesteld
via een aantal toxiciteitstesten (methoden B.1-B.5) waarmee, na toediening van een enkele dosis, een eerste
indicatie van de toxiciteit kan worden verkregen.

Afhankelijk van de toxiciteit van dc stof kan worden overwogen cen limietproef in plaats van een volledige
1D, uit te voeren. Er is echter geen limietproef gespecificeerd bij inhalaticonderzock omdat het niet moge-
lijk is gebleken om een ondubbelzinnige blootstellingslimiet bij inhalatie te definiéren.

Bij voorkeur moeten methoden worden tocgepast waarbij zo weinig mogelijk proefdieren worden gebruikt en
waarbij ongerief en pijn de proefdicren worden geminimaliseerd, bij voorbeeld door gebruik van de vaste-
dosismethode (methode B.1 bis) en de bepaling van de acute-toxiciteitsklasse (methode B.1 ter). Bij proeven
op het eerste niveau kunnen de resultaten van het cerste onderzoek worden aangevuld door onderzoek bij
een tweede diersoort. In dit geval kan cen standaard-testmethode worden gebruikt of kan de methode
worden aangepast voor een kleiner aantal proefdicren.



De toxiciteitstest door herhaalde toediening (methoden B.7, B.8 en B.9) omvat de evaluatie van toxische
cffecten die het gevolg zijn van herhaalde blootstelling. Van groot belang is nauwkeurige klinische observatie
van de proefdieren om zoveel mogelijk informatie te verkrijgen. Door deze proeven moet het mogelijk
worden om de toxicologische doelwitorganen alsmede de toxische en niet-toxische doses te bepalen. Verder
gedetailleerd onderzoek van deze aspecten kan nodig zijn in onderzock op langere termijn (methoden B.26-
B.30 en B.33).

B.II Mutageniteit — Genotoxiciteit

Mutageniteit heeft betrekking op het veroorzaken van permanente erfelijke veranderingen in de hoeveelheid
of de structuur van het erfelijk materiaal van cellen of organismen. Deze veranderingen (mutaties) kunnen
een enkel gen of gensegment, ecn genenblok of één of meer volledige chromosomen betreffen. De chromo-
somale effecten kunnen van structurele en/of numecieke aard zijn.

De mutagene activiteit van een stof wordt in vitro vastgesteld voor puntmutaties bij bacterién (methoden
B.13/14) en/of voor structurele chromosoomafwijkingen bij zoogdiercellen (methode B.10).

Ock in vivo procedures, zoals de micronucleustest (methode B.12) of de metafaseanalyse bij beenmergcellen
(methode B.11) zijn aanvaardbaar. Bij afwezigheid van contra-indicaties hebben de in vitro methoden echter
verre de voorkeur.

Voor hogere produktievolumes en/of met het oog op de uitvoering of nadere uitwerking van een risicobeoor-
deling, kunnen aanvullende onderzoeken van de mutageniteit en pre-screening op carcinogeniteit nodig zijn.
Deze kunnen voor een aantal doelen worden gebruikt: om resultaten van de basistests te bevestigen, om para-
meters te evalueren die niet in de basistests zijn onderzocht en om in vivo onderzoek op te zetten of uit te
breiden.

Hiertoe omvatten de methoden B.15 tot B.25 zowel in vivo als in vitro eukaryotische systemen en een uitge-
breide reeks biologische parameters (,end-points”). Deze proeven geven informatie over puntmutaties en
andere parameters in organismen die complexer zijn dan de bacterién die in de basistests worden gebruikt.

Als een programma van verder mutageniteitsonderzoek wordt overwogen, moet de opzet in principe zodanig
zijn dat relevante aanvullende informatie over de mogelijke mutagene en/of carcinogene eigenschappen van
de stof wordt verkregen.

Welk onderzoek in een bepaald geval geschikt is hangt af van een groot aantal factoren zoals: de chemische
en fysische eigenschappen van de stof, de resultaten van voorafgaand bacteriologisch en cytogenetisch onder-
zoek, het metabolisch profiel van de stof, de resultaten van andere toxiciteitsonderzocken en de toepassingen
van de stof voor zover deze bekend zijn. In het licht van de verscheidenheid van factoren die eventueel nader
onderzoek verdienen, is het niet gewenst om ten aanzien van de aard van de uitgevoerde proeven strikte
regels vast te stellen.

In Richtlijn 93/67/EEG is een aantal algemene beginselen vastgelegd. Duidelijke teststrategieén kunnen
worden gevonden in de technische leidraad met betrekking tot risicobepaling; die is echter flexibel en kan
naar behoefte worden aangepast aan specificke omstandigheden.

Hicronder zijn methoden voor verder onderzock opgesomd op basis van het voornaamste genetische crite-
rium.
Onderzoek op gen{punt)mutaties

a) Vooruit- of terugmutatieonderzoek waarbij eukaryotische micro-organismen (Saccharomyces cerevisiae)
worden gebruikt (methode B.15)

b) In vitro onderzoek op vooruitmutaties bij zoogdiercellen (methode B.17)

¢) Bepaling van recessief-letale mutaties van geslachtsgebonden genen bij Drosophila melanogaster
(methode B.20)

d) In vivo bepaling van somatische mutaties, vlekkentest op muizen (methode B.24)

Onderzoek op chromosoomafwiskingen

a) In vivo cytogenetische tests op zoogdieren; in vivo metafaseanalyse van beenmergcellen kan worden over-
wogen als dit niet bij het eerste onderzoek is gedaan (methode B.11). Verder kan in vivo cytogenetisch
onderzoek worden verricht op geslachtscellen (methode B.23)

b) In vitro cytogenetische tests op zoogdiercellen als dit niet bij het eerste onderzoek is gedaan (methode
B.10)

¢) Onderzoek op dominant-letale mutaties bij knaagdieren (methode B.22)

d) Onderzoek op erfelijke translocaties bij muizen (methode B.25)



Genotoxische effecten — effecten op DNA

Genotoxiciteit, waaronder wordt verstaan de mogelijk schadelijke effecten op genetisch materiaal die niet
direct geassocieerd zijn met mutageniteit, kan worden aangetoond als schade aan het DNA zonder directe
tekenen van mutatie. De volgende methoden, die gebruik maken van eukaryotische micro-organismen of
zoogdiercellen, kunnen voor dergelijk onderzoek worden gebruikt:

a) Mitotische recombinatie bij Saccharomyces cerevisiae (methode B.16)
b) DNA-beschadiging en -herstel — DNA-herstelsynthese — zoogdiercellen in vitro (methode B.18)

¢) Zusterchromatidenuitwisseling bij zoogdiercellen in vitro (methode B.19)

Alternatieve methoden voor onderzoek naar mogelijke carcinogenitess

Er zijn transformatietests voor zoogdiercellen beschikbaar die het vermogen meten van een stof om in
celculturen morfologische en gedragsveranderingen te veroorzaken die waarschijnlijk samenhangen met
kwaardaardige veranderingen in vivo (methode B.21). Er kunnen verschillende celtypes en verschillende
transformatiecriteria worden gebruikt.

Risicobeoordeling van erfelijke effecten bij zoogdieren

Er bestaan methoden voor het meten van erfelijke effecten bij zoogdieren die worden veroorzaakt door
gen(punt)mutaties, bij voorbeeld de specifieke-locustest bij muizen, voor het meten van geslachtscelmutaties
bij de eerste generatie (niet in deze bijlage opgenomen), en voor chromosoomafwijkingen, bij voorbeeld de
test op erfelijke translocatie bij muizen (methode B.25). Dergelijke methoden kunnen worden gebruikt bij
het evalucren van het genetisch risico van een stof voor de mens. Gezien de complexiteit van deze onder-
zocken en het zeer grote aantal benodigde proefdieren, zeker bij de specifieke-locustest, zijn echter goede
redenen nodig om deze uit te voeren.

B.Il Carcinogeniteit

Chemische stoffen kunnen, afhankelijk van het veronderstelde werkingsmechanisme, worden getypeerd als
wel- of niet-genotoxische carcinogenen. :

Het onderzoek op mutageniteit/genotoxiciteit kan reeds informatie over het genotoxisch-carcinogene
vermogen van een stof opleveren nog voor cen screening wordt uitgevoerd. Aanvullende informatie kan
worden verkregen uit subchronische of chronische toxiciteitstest waarbij herhaalde doses worden toegediend.
De toxiciteitstest met herhaalde toediening, methode B.7 en onderzoeken met langer herhaalde doses
omvatten de bepaling van histopathologische veranderingen, bij voorbeeld hyperplasie in bepaalde weefsels,
die een aanwijzing kunnen vormen. Deze onderzocken en toxicologische gegevens kunnen bijdragen tot het
identificeren van stoffen met mogelijke carcinogeniteit, waarna dit aspect eventueel grondiger moet worden
onderzocht via een carcinogeniteitstest (methode B.32) of vaak ook een gecombineerd onderzoek op chroni-
sche toxiciteit en carcinogeniteit (methode B.33).

B.IV Reproduktietoxiciteit

Reproduktietoxiciteit kan op verschillende manieren worden vastgesteld, bij voorbeeld door verslechtering
van dc mannelijke en vrouwelijke voortplantingsfuncties of -capaciteit, Jeffecten op de vruchtbaarheid”
genoemnd. Dit laatste aspect omvat ook teratogeniteit en effecten die optreden tijdens de lactatie.

Bij onderzoek op teratogeniteit, als onderdeel van onderzoek op ontwikkelingstoxiciteit, is de onderzoekme-
thode (methode B.31) voornamelijk gericht op toediening via orale weg. Als alternatief kunnen ook andere
wegen gekozen worden, athankelijk van de fysische cigenschappen van de te onderzoeken teststof of de waar-
schijnlijke wijze van blootstelling bij de mens. In zulke gevallen moet de methode op een passende manier
gewljzigd worden met inachtneming van de relevante elementen van de 28-daagse testmethode.

Als een voortplantings(vruchtbaarheidsjonderzoek over drie generaties nodig is kan de beschreven methode
voor voortplantingsonderzoek over twee generaties (methode B.35) tot drie generaties worden verlengd.

B.V Neurotoxiciteit

Neurotoxiciteit kan op verschillende manieren worden vastgesteld, bij voorbeeld door functionele verande-
ringen en/of structurele ¢n biochemische veranderingen in het centrale of het perifere zenuwstelsel. Een
eerste indicatie van neurotoxiciteit kan worden verkregen uit onderzoek naar acute toxiciteit. De toxiciteit-
stest met herhaalde toediening (methode B.7) houdt ook het vaststellen van ncurotoxicologische effecten in,
en de nadruk moet worden gelegd op nauwkeurige klinische waarnemingen om zoveel mogelijk informatie
te verkrijgen. De methode moet het mogelijk maken om stoffen te identificeren die een neurotoxische
werking kunnen hebben, waarna verder, diepgaand onderzock naar dit aspect nodig kan zijn. Verder is het
van belang om rekening te houden met de mogelijkheid dat stoffen een specificke neurotoxische werking
kunnen hebben die met ander toxiciteitsonderzoek niet ontdekt kan worden. Bij bepaalde organische fosfor-
verbindingen is bij voorbeeld een vertraagde ncurotoxische werking ontdekt die vastgesteld kan worden met
de methoden B.37 en B.38 na enkelvoudige of herhaalde blootstelling.



B.VI Immunotoxiciteit

Immunotoxiciteit kan op verschillende manieren worden vastgesteld, bij voorbeeld door immunosuppressie
en/of verhoging van de gevoeligheid van het immuunsysteem wetke hypersensitiviteit of geinduceerde auto-
immuniteit tot gevolg heeft. De toxiciteitstest met herhaalde toediening (methode B.7) houdt onder meer het
vaststellen van immunotoxische effecten in. De methode moet het mogelijk maken stoffen te identificeren
die een immunotoxische werking kunnen hebben, waarna verder, diepgaand onderzoek naar dit aspect nodig
kan zijn.

B.VH Toxicokinetica

Toxicokinetisch onderzoek is een ondersteuning bij de interpretatie en evaluatie van toxiciteitsgegevens. Dit
onderzoek dient om licht te werpen op bepaalde aspecten van de toxiciteit van de onderzochte stoffen en de
resultaten kunnen worden gebruikt bij het opzetten van voortgezet toxiciteitsonderzoek. Het is niet de
bedoeling dat in alle gevallen alle parameters worden bepaald. Zelden zal de gehele reeks toxicokinetische
onderzoeken (absorptie, excretie, distributie en metabolisme) nodig zijn. Bij bepaalde verbindingen kan een
andere volgorde de voorkeur verdienen, of kan worden volstaan met een onderzoek waarbij één enkele dosis
wordt toegediend (methode B.36).

Informatie over de chemische structuur (SAR) en fysisch-chemische eigenschappen kan ook een indicatie
geven over de absorptiekarakteristieken langs de voorgestelde toedieningsweg en over de te verwachten meta-
bolische reacties en de verdeling over de weefsels. Over de toxicokinetische parameters kan ook informatie
beschikbaar zijn door voorafgaand toxicitcitsonderzoek en toxicokinetisch onderzoek.

C. KARAKTERISERING VAN DE TESTSTOF

De samenstelling van de teststof, met inbegrip van de voornaamste verontreinigingen, en de relevante
fysisch-chemische eigenschappen, waaronder de stabiliteit, moeten vo6r de aanvang van ieder toxiciteitson-
derzoek bekend zijn.

De fysisch-chemische eigenschappen van de teststof leveren belangrijke informatie over de keuze van de
manier van toedienen, de opzet van ieder afzonderlijk onderzoek en het hanteren en bewaren van de teststof.

Alvorens het onderzoek wordt aangevat, moet een analytische methode voor de kwalitatieve en kwantitatieve
bepaling van de teststof (zo mogelijk met inbegrip van de voornaamste verontreinigingen) in het toedienings-
medium en in het biologisch materiaal ontwikkeld worden.

Alle gegevens met betrekking tot de identificatie, de fysisch-chemische eigenschappen, de zuiverheid en het
gedrag van de teststof moeten in het onderzoeksrapport worden opgenomen.

D. VERZORGING VAN DE DIEREN

Bij toxiciteitstests zijn een stringente bewaking van de levensomstandigheden en een goede verzorging van
de dieren een eerste vereiste.

1) Huisvesting

De leefomnstandigheden in de kamers of ruimten waar de proefdieren zijn ondergebracht, mocten geschikt
zijn voor het soort proefdier. Voor ratten, muizen en cavia’s is een kamertemperatuur van 22°C £3°C en
een relatieve luchtvochtigheid van 30-70 % geschikt; voor konijnen moet de temperatuur 20 °C £3 °C en
de relatieve luchtvochtigheid 30-70 % bedragen.

Sommige experimentele technieken zijn bijzonder gevoelig voor temperatuureffecten; in dergelijke gevallen
wordt in de beschrijving van de onderzoekmethode nader ingegaan op de correcte proefomstandigheden. Bij
ieder onderzoek naar toxische effecten moeten de temperatuur en de vochtigheidsgraad worden gecontro-
leerd, opgetekend en in het eindverslag van de studie worden opgenomen.

Er moet gebruik worden gemaakt van kunstlicht met afwisselend twaalf uur licht — twaalf uur duisternis.
Nadere gegevens over de verlichting moeten worden opgetekend en in het eindverslag worden opgenomen.

Tenzij anders bij de methode vermeld, worden de dieren hetzij afzonderlijk, hetzij in kleine groepen van
hetzelfde geslacht gehuisvest. In het laatste geval mogen per kooi niet meer dan vijf dieren worden gehuis-
vest.

Het is belangrijk om in verslagen over dierproeven steeds te vermelden welk soort kooien is gebruikt en
hoeveel dieren tijdens de blootstelling aan de chemische stof en tijdens latcre waarnemingsperioden in iedere
kooi waren gehuisvest.

i) Voeding

Bij de samenstelling van het voedsel moet worden voldaan aan alle eisen die de proefdiersoorten aan hun
voeding stellen. Indien chemische stoffen via de voeding aan de dieren worden toegediend, kan de voedings-
waarde door interactie tussen de stof en een bestanddeel van de voeding verminderd worden. Bij het inter-
preteren van de resultaten dient rekening te worden gehouden met de mogelijkheid van dergelijke reacties.
Er kan gebruik worden gemaakt van gebruikelijk laboratoriumvoeder met een onbeperkte hoeveelheid
drinkwater. De keuze van het voedsel kan mede worden bepaald door de noodzaak de teststof, wanneer die
via het voedsel wordt toegediend, op een passende wijze daarmee te vermengen.

Onzuiverheden in de voeding waarvan bekend is dat ze de toxiciteit beinvloeden, mogen niet in werkzame
concentraties voorkomen.



E. WELZIJN VAN DE DIEREN

Bij het uitwerken van de testmethoden werd extra aandacht besteed aan dierenwelzijn. Enkele voorbeelden
worden hieronder samengevat, maar deze lijst is niet volledig. De exacte formulering en/of voorwaarden
dienen te worden nagelezen in de tekst van de methoden:

— Voor de bepaling van de acute orale toxiciteit moeten twee alternatieve methoden, de ,vaste-
dosismethode” en de ,bepaling van de acute-toxiciteitsklasse” worden overwogen. Bij de eerste methode
wordt niet uitgegaan van de dood als specifiek criterium en bij deze methode worden minder proefdieren
gebruikt. Bij de tweede methode wordt gemiddeld 70 % minder proefdieren gebruikt dan bij methode
B.1 ter bepaling van de acute orale toxiciteit. Beide alternatieve methoden veroorzaken minder ongerief
en pijn dan de klassicke methode.

— Het aantal proefdieren is teruggebracht tot het wetenschappelijk aanvaardbare minimum: slechts vijf
proefdieren van hetzelfde geslacht worden per dosisniveau getest voor de methoden B.1 en B.3; slechts
tien dieren (en maar vijf voor de negatieve controlegroep) worden gebruikt voor de bepaling van de sensi-
bilisering van de huid door de maximalisatietest voor cavia's {(methode B.6); het aantal dieren dat beno-
digd is voor de positieve controle bij het testen van de mutageniteit in vivo wordt cok verminderd
(methoden B.11 en B.12).

~— Ongericef ¢n pijn van de dieren tijdens de proef worden tot een minimum teruggebracht; het kan nodig
zijn dieren die ernstige, blijvende verschijnselen van lijden en pijn vertonen op humane wijze af tc
maken; het doseren van teststoffen volgens een methode waarvan bekend is dat zij veel lijden en pijn
veroorzaken wegens de corrosieve of irriterende eigenschappen van de stof, is niet vereist (methoden B.1,
B.2 en B.3).

— Het testen met irrelevant hoge doses wordt vermeden door het invoeren van limietproeven, niet alleen bij
de tests op acute toxictteit (methoden B.1, B.2 en B.3) maar ook bij de in vivo tests op mutageniteit
(methoden B.11 en B.12).

— Een strategie voor irntatietests maakt het thans mogelijk een test achterwege te laten of de studie te
beperken tot een enkel dier wanneer voldoende wetenschappelijke gegevens voorhanden zijn.

Deze wetenschappelijke gegevens kunnen worden gebaseerd op de fysisch-chemische cigenschappen van de

stof, de resultaten van andere reeds uitgevoerde proeven of de resultaten van goed gevalideerde in vitro proc-

ven. Indien bij voorbeeld bij het uitvoeren van een onderzoek naar acute toxiciteit bij toediening via de huid
geen huidirritatie werd waargenomen bij de limietdosis van de te onderzoeken stof (methode B.3), kan verder
testen op huidirritatie (methode B.4) overbodig zijn; stoffen die duidelijk bijtende of ernstige huidirriterende
eigenschappen vertonen bij het onderzoek naar huidirritatie (methode B.4), dienen niet verder te worden
getest op oogirritatie (methode B.5).

F. ALTERNATIEVE TESTEN

Een wetenschappelijke doelstelling van de Europese Unie is het ontwikkelen en valideren van alternatieve
technieken die dezelfde hoeveelheid informatie opleveren als de huidige dierproeven, maar waarbij minder
proefdieren worden gebruikt, die minder lijden veroorzaken of die het gebruik van dieren volledig overbodig
maken.

Naarmate dergehijke methoden ter beschikking komen, moet het gebruik ervan waar mogelijk worden over-
wogen voor de risicobeoordeling en de daaruit voortvloeiende classificatie en etikettering ten aanzien van de

intrinsicke risico's.

G. EVALUATIE EN INTERPRETATIE

Bij de evaluatie en interpretatie van de testresultaten moet rekening worden gehouden met de beperkingen
ten aanzicn van de mate waarin de resultaten van dierproeven en in vitro tests kunnen worden geéxtrapo-
leerd naar de mens. Daarom kunnen aanwijzingen voor schadelijke effecten bij de mens, indien beschikbaar,
gebruikt worden als bevestiging van de testresultaten.

Deze resultaten kunnen worden gebruikt voor de classificatie en etikettering van nieuwe en bestaande
chemische stoffen met betrekking tot hun cffecten op de menselijke gezondheid op basis van de intrinsicke
eigenschappen die met deze methoden geidentificeerd en gekwantificeerd worden. De criteria voor classifi-
catie en etikettering in de desbetreffende bijlage [V hebben mede betrekking op de ,end-points” van de test-
protocollen die bi) deze testmethoden horen.

Deze resultaten kunnen ook worden gebruikt voor onderzoek gericht op de risicobeoordeling van nieuwe en
bestaande chemische stoffen. De voor deze doeleinden gepaste teststrategicén zijn aangegeven in de desbe-
treffende documenten met richtsnoeren.

H. LITERATUUR

De mceste van deze methoden zijn ontwikkeld binnen het kader van het OESO-programma inzake
richtsnoeren voor het testen; zij mocten worden toegepast overeenkomstig de beginselen van ,goede labora-
toriumpraktijken”, om zoveel mogelijk te komen tot ,onderlinge acceptatie van gegevens”.

Verdere informatie kan worden gevonden in de referenties die te vinden zijn in de OESO-richtsnoeren en in
relevante litcratuur die elders is gepubliceerd.”
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B.1 bis. ACUTE ORALE TOXICITEIT — VASTE-DOSISMETHODE
METHODE

INLEIDING

Zie algemene inleiding deel B (punt A).

DEFINITIES

Zie algemene inleiding deel B (punt B).

REFERENTIESTOFFEN

Geen.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De acute orale toxiciteitstest verstrekt gegevens over de nadelige effecten die, binnen korte tijd, op het innemen
van een enkele dosis van de teststof kunnen volgen.

De vaste-dosismethode wordt in twee fasen uitgevoerd.
In een voorstudie worden de effecten van verschillende oraal, met een maagsonde, toegediende doses op dieren
van één geslacht sequentiéel onderzocht. Deze voorstudie verstrekt informatie over de relatie tussen dosis en

toxiciteit, alsmede een schatting van de minimale letale dosis. Gewoonlijk worden in deze fase niet meer dan §
dieren onderzocht.

Gedurende het hoofdonderzoek wordt de stof op één van de vooraf bepaalde dosisniveaus (5, 50, 500 of 2 000
mg/kg) oraal, met behulp van een maagsonde, aan groepen van § mannetjes en 5 wijfjes toegediend. De
gebruikte dosis wordt in de voorstudie bepaald en is de dosis waarvan verwacht wordt dat die ,evidente
intoxicatie” veroorzaakt (zie 1.2. Definities), maar geen sterfte.

Na de toediening worden waarnemingen van de effecten gedaan.

Wanneer het eerst gekozen dosisniveau duidelijke intoxicatie veroorzaakt, maar geen met de teststof verband
houdende mortaliteir, is het niet nodig de proef voort te zetten.

Wanneer op het gekozen dosisniveau geen evidente intoxicatie wordt waargenomen, dient de stof op het
volgende hogere dosisniveau te worden getest. Wanneer dieren sterven of warnneer een ernstige toxische reactie
het noodzakelijk maakt dieren op een humane wijze te doden, dient de stof bij het naast gelegen lagere
dosisniveau te worden getest.

Deze procedure maakt de identificatie mogelijk van de ,discriminerende dosis™ (zie 1.2. Definities), dat wil
zeggen het hoogste van de vooraf vastgestelde niveaus van de doses die kunnen worden toegediend zonder
sterfte te veroorzaken (inclusief het pijnloos doden van proefdieren).

Dieren die verschijnselen van ernstige en aanhoudende angst en pijn vertonen, mogen op een humane wijze

gedood worden. Het doseren van teststoffen op een wijze waarvan bekend is dat het als gevolg van corrosieve
of irriterende eigenschappen duidelijke ernstige nood en pijn veroorzaak:, behoeft niet te worden uitgevoerd.

KWALITEITSCRITERIA

Geen.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
Voorbereidingen
Proefdieren

Tenzij er contra-indicaties zijn, wordt de voorkeur gegeven aan ratten.
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De proef dient te worden uitgevoerd met een rattenstam die gewoonlijk in laboratoria wordt gebruikt. Voo
ieder geslacht mag het gewicht van de dieren die bij de test worden gebruikt, niet meer dan + 20 % van he
gemiddelde gewicht afwijken.

V66r de test worden de dieren ten minste vijf dagen onder dezelfde huisvestings- en voedingsomstandighede
als van de proef gehouden. Voor de test worden gezonde, jonge volwassen dieren steekproefsgewijs geselecteer
en in de behandelingsgroepen van de voorstudie en het hoofdonderzoek ingedeeld. In de praktijk zal voor he
hoofdonderzoek, slechts één groep van elk geslacht nodig zijn.

Dosisbereiding en -toediening

Zo nodig wordt de teststof in een geschikt medium opgelost of gesuspendeerd. Het verdient aanbeveling o
eerst gebruik te maken van een oplossing in water. Als dat niet mogelijk is kan achtereenvolgens plantaardigy
olie of een ander middel worden overwogen als oplosmiddel of om de stof in te suspenderen. Van niet-waterige
media moeten de toxische eigenschappen bekend zijn; als dit niet het geval is moeten deze eigenschappen vé6:
of tijdens de test worden vastgesteld. Bij knaagdieren mag het maximale volume dat voor de proef word
gebruikt normaliter niet groter zijn dan 10 ml/kg lichaamsgewicht, behalve bij oplossingen in water waarvar
het voor de proef gebruikte volume maximaal 20 ml/ kg mag bedragen. De spreiding in het volume moet zo
klein mogelijk worden gehouden door de concentratie zodanig aan te passen dat bij alle dosisniveaus een
constant volume wordt gewaarborgd.

V6ér de toediening van de teststof dient aan de dieren voeding te worden onthouden. Aan ratten wordt in de
nacht védr de test geen voedsel verstrekt; water is niet aan beperkingen onderworpen. De volgende dag dienen
de dieren te worden gewogen. Vervolgens wordt de teststof in &én enkele dosis per maagsonde toegediend. Als
het niet mogelijk is de teststof in één enkele dosis toe te dienen, kan deze in kleinere porties, verdeeld gedurende
een periode van ten hoogste 24 uur, worden gegeven. Nadat de teststof is toegediend, kunnen de dieren nog
drie of vier uur zonder voedsel worden gelaten. Als een dosis in kleinere porties verdeeld over een bepaalde
periode wordt toegediend, kan het nodig zijn de dieren, athankelijk van de lengte van die periode, van voedsel
€n water te voorzien.

Uitvoering
Voorstudie

De effecten van verschillende doses worden op individuele dieren onderzocht. Hiervoor gebruikt men
normaliter wijfjes, tenzij er aanduidingen zijn dat mannetjes gevoeliger zijn. De doses worden sequentiéel
toegediend, dat wil zeggen de tijd tussen toediening van de dosis aan een volgend dier dient ten minste 24 uur te
zijn. Bij alle dieren wordt zorgvuldig gelet op tekenen van toxiciteit, gedurende een periode van ten minste
zeven dagen. Wanneer tekenen van matige toxiciteit na zeven dagen aanwezig blijven, dient het dier gedurende
een verdere periode van zeven dagen te worden geobserveerd. De volgende dosisniveaus kunnen worden
toegepast: 5, 50, 500 en 2 000 mg/kg. Wanneer de eerste gekozen dosis geen ernstige toxiciteit veroorzaake, en
de volgende hogere dosis sterfte veroorzaake, kan het nodig zijn één of meer tussen gelegen dosisniveaus te
onderzoeken. Hiermee moet het mogelijk zijn informatie te verzamelen over het (de) dosisniveau(s) die tekenen
van toxiciteit veroorzaakt (veroorzaken) evenals over het laagste dosisniveau dat mortaliteit veroorzaakt.

Gestreefd dient te worden naar het selecteren van het eerste dosisniveau aan de hand van kennis over verwante
chemische stoffen. Wanneer deze informatie ontbreekt, wordt aanbevolen 500 mg/kg als eerste dosis te
gebruiken. Wanneer geen tekenen van toxiciteit bij het eerste dosisniveau waargenomen worden, kan het
volgende hogere dosisniveau onderzocht worden. Wanneer geen mortaliteit bij 2 000 mg/kg optreed, is het
vooronderzoek beéindigd en zal het hoofdonderzoek bij dat dosisniveau moeten worden gestart. Wanneer de
dieren op humane wijze gedood moeten worden, als gevolg van ernstige effecten die door het eerste dosisniveau
(by voorbeeld 500 mg/kg) veroorzaakt worden, dient het naast gelegen lagere dosisniveau (by voorbeeld 50
mg/kg) aan een ander dier te worden tocgediend. Wanneer dit dier blijft leven, kunnen tussenliggende
dosisniveaus aan andere dieren worden toegediend. Gewoonlijk worden niet meer dan vyf dieren in deze
procedure gebruikr.

Hoofdonderzoek

Voor ieder te onderzoeken dosisniveau dienen tien dieren {vijf wijfjes en vijf mannetjes) te worden gebruikt. De
wijfies moeten nullipaar zijn en niet zwanger.

Een principieel onderdeel van de vaste-dosismethode is dat alleen matig toxische doses worden gebruike. Het
toedienen van dodelijke doses van de teststof moet worden vermeden.

Het bij de proef te gebruiken dosisniveau dient te worden geselecteerd uit vier vaste-dosisniveaus, te weten s,
50, 500 of 2 000 mg/kg lichaamsgewicht. Het eerste dosisniveau dat gekozen wordt, is het niveau waarvan
verwacht wordt dat het evidente intoxicatie veroorzaakt, maar geen met de teststof verband houdende
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mortaliteit (inclusief het noodzakelijk geworden humane doden; toevallige sterfgevallen tellen niet mee maar
dienen wel te worden geregistreerd). Wanneer dit dosisniveau evidente intoxicatie veroorzaakt, maar geen met
de teststof verband houdende mortaliteit, is verder testen niet nodig.

Wanneer als gevolg van de toediening van het geselecteerde dosisniveau geen evidente intoxicatie optreedt, dient
de stof opnieuw te worden getest op het volgende hogere dosisniveau. De dieren moeten echter onder observatie
worden gehouden tot de observatieperiode is afgelopen. Wanneer dieren humaan moeten worden gedood in
verband met een ernstige toxische reactie, of bij mortaliteit, die verband houdt met de teststof, dient de stof op
het naast gelegen lagere dosisniveau te worden getest. Ook nu dienen dieren, die niet behoeven te worden
gedood, de volledige observatieperiode onder observatie te worden gehouden.

Na de toediening worden waarnemingen gedaan. Deze worden systematisch geregistreerd. Dit dient voor ieder
dier afzonderlijk te geschieden.

De observatieperiode moet minstens 14 dagen duren. De duur van de observatie kan echter niet dwingend
worden voorgeschreven. Zij is afhankelijk van de toxische reacties, de snelheid waarmee deze ontstaan en de
duur van het herstel; de periode kan dus zo nodig worden verlengd. Van belang is het tijdstip waarop de
intoxicatieverschijnselen voor het eerst worden waargenomen en weer verdwijnen, alsmede het tijdstip waarop
de dood intreedt, vooral wanneer de mogelijkheid bestaat dat de intoxicatieverschijnselen pas laat zichtbaar
worden.

Er dient een zorgvuldig klinisch onderzoek plaats te vinden en wel twee keer op de dag van het toedienen van de
dosis en minstens één keer per dag daarna. Dieren die duidelijk pijn lijden of ernstige tekenen van angst
vertonen dienen humaan te worden gedood. De eerste dagen na het toedienen van de testdosis zijn aanvuliende
waarnemingen noodzakelijk indien de dieren tekenen van intoxicatie blijven vertonen. De proef kan worden
beéindigd indien het duidelijk wordt dat het gekozen dosisniveau te hoog was.

Er dient gelet te worden op veranderingen van huid en vacht, ogen en slijmvliezen, ademhaling, bloedsomloop,
autonoom en centraal zenuwstelsel, somatomotorische activiteit en gedragspatroon. Bijzondere aandacht dient
te worden besteed aan de waarneming van tremoren, convulsies, speekselvloed, diarree, lethargie, slaap en
coma.

Het gewicht van elk individueel dier dient te worden vastgesteld kort voordat de teststof wordt toegediend,
vervolgens dagelijks de daarop volgende drie dagen en daarna wekelijks. De dieren die tijdens de proef sterven
en zij die tot het einde van de proef in leven blijven worden gewogen. Vervolgens wordt op hen necropsie
verricht. Alle macroscopische waarneembare pathologische veranderingen dienen te worden geregistreerd. Als
hiertoe aanleiding bestaat, dient weefsel verzameld te worden voor histopathologisch onderzoek.

Het onderzoek van een tweede of, in vitzonderlijke gevallen, van een derde dosisniveau kan, afhankelijk van de
resultaten van het voorafgaande dosisniveau, noodzakelijk zijn.

Wanneer een stof mortaliteit veroorzaakt bij 5 mg/kg lichaamsgewicht (of wanneer de voorstudie aangeeft dat
bij dat dosisniveau mortaliteit op zal treden), kan nader onderzoek naar de acute toxiciteit van de stof
plaatsvinden.

GEGEVENS

Gegevens uit zowel de voorstudie als het hoofdonderzoek dienen voor elk getest dosisniveau in tabellen te
worden samengevat, waarin is weergegeven : het aantal dieren aan het begin van de test, het aantal dieren dat
intoxicatieverschijnselen vertoont, het aantal dieren dat tijdens de test is gestorven of humaan moest worden
gedood, een beschrijving van de toxische effecten en, voor het hoofdonderzoek, vermelding of evidente
intoxicatie welke verband houdt met de teststof is waargenomen, het verloop in de tijd van eventuele toxische
effecten en de bevindingen bij de necropsie. Veranderingen in het gewicht van de dieren die langer dan één dag
in leven blijven, worden berekend en genoteerd.

Dieren die humaan moeten worden gedood vanwege ernstige angst en pijn, welke verband houdt met de
teststof, worden geregistreerd als dieren die door de teststof zijn gestorven.

RAPPORTAGE
VERSLAG VAN DE PROEFNEMINGEN

In dit verslag dienen, voor zover mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen voor zowel de voorstudie
als het hoofdonderzoek :

— diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voeding, enz.;

— proefomstandigheden;
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dosisniveaus (met het eventuele medium en de concentratie);
volledige resultaten van alle onderzochte dosisniveaus;

tabellarische gegevens betreffende de effecten naar geslacht en dosisniveau (dat wil zeggen aantal gebruikte
dieren, veranderingen in lichaamsgewicht, eventueel aantal dieren dat tijdens de proef is gestorven of moest
worden gedood, aantal dieren dat intoxicatieverschijnselen vertoont, aard, ernst en duur van de

effecten);

— tijdverloop van de eerste tekenen van intoxicatie en eventuele reversibiliteit van deze effecten;

~— wanneer dieren gestorven of gedood zijn, het tijdstip van sterven na de toediening van de stof, alsmede
redenen en criteria voor het humaan doden van dieren;

— necropsiebevindingen;

— eventuele histopathologische bevindingen;

— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten, met inbegrip van de verschijnselen van evidente intoxicatie en het bij de
proef vastgestelde discriminerende dosisniveau.

EVALUATIE EN INTERPRETATIE

DOSIS .

RESULTATEN

INTERPRETATIE

5 mg/kg lichaamsgewicht

50 mg/kg lichaamsgewicht

500 mg/kg lichaamsgewicht

2 000 mg/kg lichaamsgewicht

Minder dan 100 % overlevende
dieren

100 % overlevende dieren doch

evidente intoxicatie
Teststoffen die TOXISCH zijn

100 % overlevende diere geen
evidente introxicatie

Minder dan 100 % overlevende
dieren

100 % overlevende dieren doch
evidente intoxicatie

100 % overlevende dieren, geen
evidente intoxicatie
Zie resultaten bij 500 mg/kg

Minder dan 100 % overlevende
dieren

100 % overlevende dieren doch
evidente intoxicatie

100 % overlevende dieren, geen
evidente intoxicatie
Zie resultaten bij 2 000 mg/kg

Minder dan 100 % overlevende
dieren

100 % overlevende dieren met
of zonder evidente intoxicatie

Teststoffen die ZEER TOXISCH

zijn

Zie resultaten bij 50 mg/kg

Teststoffen die mogelijk TO-
XISCH of ZEER TOXISCH zijn.
Zie resultaten bij 5 mg/kg

Teststoffen die SCHADELIJK zijn

Teststoffen die mogelijk TO-
XISCH of SCHADELIJK zijn. Zie
resultaten bij 50 mg/kg

Teststoffen die geacht worden
geen significante acute toxiciteit te
bezitten

Zie resultaten bij 500 mg/kg

Teststoffen zonder significante
acute toxiciteit

Zie ook algemene inleiding deel B (D).

LITERATUUR

Zic algemene inleiding deel B (E).




»B.lter ACUTE ORALE TOXICITEIT — METHODE TER BEPALING VAN DE ACUTE-

1.4.1.

TOXICITEITSKLASSE

METHODE
Inleiding

De methode ter bepaling van de acute-toxiciteitsklasse geeft informatie ten behoeve van zowel
risicobeoordeling als risicoclassificatie.

Bij de methode worden drie vaste doses gebruikt die voldoende ver uit elkaar liggen om een stof
in te kunnen delen met behulp van de resultaten van het onderzoek. Verder kunnen in de door
deze testmethode beschreven procedure nog drie aanvullende vaste doses gekozen worden die
gebruikt kunnen worden als alternatieve opties op gegeven beslispunten of als opties voor verdere
proeven. Het gebruik van (een of meer) aanvullende doses kan overwogen worden als een verdere
verfijning wenselijk of noodzakelijk is.

Bij de methode wordt gebruik gemaakt van drie vastgestelde begindoses. Het is niet de bedoeling
om een exacte LDy, te berekenen maar om een blootsteilingsbereik te bepalen waarbij mortaliteit
kan worden verwacht, daar de dood van een aantal proefdieren nog steeds het hoofdcriterium van
deze test is. De resultaten van deze test moeten volgens de criteria van bijlage IV geclassificeerd
kunnen worden. Ten gevolge van de sequentiéle aanpak kan de duur van de test langer zijn dan
die van de in B.1 beschreven procedure. Het grote voordeel van deze methode is dat een kleiner
aantal proefdieren nodig is dan in de acute-toxiciteitstest (oraal) (B.1) en de alternatieve vaste-
dosismethode (B.1bis).

Zie ook de algemene inleiding deel B.
Definities

Zie algemene inleiding deel B.
Principe van de testmethode

De stof wordt in een van de vastgestelde doses oraal toegediend aan een groep proefdieren. De
stof wordt getest met behulp van een getrapte procedure waarbij bij iedere stap drie dieren van
hetzelfde geslacht worden gebruikt. Het is niet nodig om een voorstudie te doen. Het al dan niet
voorkomen van door de stof veroorzaakte mortaliteit bepaalt de volgende stap, d.w.z:

— verder testen is niet nodig

— de volgende stap wordt uitgevoerd met dezelfde dosis, maar met dieren van het andere
geslacht

— de volgende stap wordt uitgevoerd met de eerstvolgende hogere of de eerstvolgende lagere
dosis

Beschrijving van de testmethode

Voorbereiding

Er wordt een aselecte steekproef samengesteld van gezonde jonge volwassen dieren. Deze worden
gemerkt voor individuele herkenning en vddr het begin van de test ten minste vijf dagen in hun
kooien gehouden ter acclimatisatie aan de laboratoriumomstandigheden. Dieren van hetzelfde
geslacht die dezelfde dosis krijgen, mogen in één kooi worden ondergebracht maar het aantal
dieren per kooi mag niet zo groot zijn dat duidelijke waarneming van ieder dier afzonderlijk
belemmerd wordt.

De teststof wordt in een enkele dosis toegediend met behulp van een maagsonde of een geschikte
intubatiecanule.

Zo nodig wordt de teststof in een geschikt vehiculum opgelost of gesuspendeerd. Het verdient
aanbeveling om zo mogelijk gebruik te maken van cen oplossing/suspensie in water. Als dat niet
mogelijk is, kan naar olie (bij voorbeeld maisolie) of in laatste instantie naar een ander vehiculum
worden gegrepen. Van niet-waterige media moeten de toxicologische eigenschappen bekend zijn;
als dat niet het geval is moeten deze eigenschappen véér de test worden vastgesteld.

Voor het toedienen van de dosis dienen de proefdieren te vasten. Aan ratten wordt gedurende de
voorafgaande nacht geen voedse! verstrekt, voor muizen geldt een periode van 3-4 uur. Water mag

onbeperkt worden gegeven.
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Proefomstandigheden
Proefdieren

Tenzij er contra-indicaties zijn, wordt de voorkeur gegeven aan ratten. De wijfjes moeten nullipaar
zijn en mogen niet zwanger zijn.

Bij het begin van de studie moet de gewichtsvariatic van de dieren minimaal zijn; het gewicht van
teder dier mag ten hoogste 20 % van het gemiddelde voor zijn geslacht afwijken.

Aantal en geslacht

Voor iederc stap worden drie dieren van hetzelfde geslacht gebruikt. Voor de eerste stap mag het
geslacht vrij worden gekozen.

Dosisniveaus

Het initi¢le dosisniveau wordt gekozen uit één van drie vaste dosisniveaus, bij voorbeeld 25, 200
en 2000 mg/kg lichaamsgewicht. De begindosis mocet zo zijn, dat waarschijnlijk bij ten minste
een aantal van de blootgestelde proefdieren mortaliteit optreedt. Afhankelijk van de begindosis
wordt éen van de in bijlage | opgenomen stroomschema’s gevolgd.

Bij het kiezen van het geslacht en de begindosis moet alle beschikbare informatie gebruikt
worden, met inbegrip van die over relaties tussen structuur en activiteit. Als op grond van die
informatie vermoed wordt dat waarschijnlijk bij het hoogste dosisniveau (2 000 mg/kg lichaamsge-
wicht) geen mortaliteit zal optreden, moct cen limiettest uitgevoerd worden. Als over een teststof
geen informatie beschikbaar is, wordt met het oog op het welzijn van de proefdieren een startdosis
van 200 mg/kg lichaamsgewicht aanbevolen.

Soms kan het wenselijk zijn de informatic meer te verfijnen dan met het uitvoeren van de proef
met drie vaste dosisniveaus van 25, 200 en 2 000 mg/kg lichaamsgewicht mogelijk zou zijn. In die
gevallen kan overwogen worden om verder te testen met bijkomende vaste dosisniveaus van 5, 50
of 500 mg/kg lichaamsgewicht.

Doscs waarvan bekend is dat zij hevige pijn en ongemak veroorzaken door bijtende of sterk irrite-
rende werking, behoeven niet te worden toegediend.

Het tijdsinterval tussen de blootstelling van de opeenvolgende groepen wordt bepaald door de
aanvang, de duur en de hevigheid van de toxische verschijnsclen. Blootstelling van proefdieren
van het andere geslacht, of blootstelling aan een volgende dosis moet worden uitgesteld totdat
men zeker is van het overleven van de proefdieren die de vorige dosis toegediend hebben gekre-

gen.
Limiettest

Een limiettest met cen dosisniveau van 2 000 mg/kg lichaamsgewicht kan worden uitgevoerd met
drie procfdicren van elk geslacht. Als mortaliteit optreedt ten gevolge van de toediening van de
teststof kan het nodig zijn om verder te testen met cen dosis van 200 of 500 mg/kg lichaamsge-
wicht.

Observatieperiode

De proefdieren moeten doorgaans 14 dagen worden geobserveerd, behalve wanneer dieren uit het
onderzoek moeten worden verwijderd en op humane wijze worden afgemaakt uit welzijnsoverwe-
gingen of omdat zij dood worden aangetroffen. De duur van deze observatieperiode moet echter
niet streng vastgelegd worden. Deze moet worden bepaald door de toxische reacties, het tijdstip
waarop deze voor het eerst worden waargenomen en de duur van het herstel, en kan dus worden
verlengd als dat nodig is. De tijdstippen waarop toxische verschijnselen merkbaar worden en weer
verdwijnen zijn van belang, zeker als er een bepaalde tendens tot vertraagde toxiciteit wordt vast-
gesteld. Alle waarnemingen moeten systematisch worden geregistreerd, waarbij voor ieder dier een
apart verslag wordt bijgchouden.

Procedure

Na de periode van voedsclonthouding moeten de dieren voor de toediening van de teststof
worden gewogen. Na toediening van de teststof kan nog gedurende 3-4 uur voedsel onthouden
worden. Als een dosis in gedeelten over een langere tijd wordt toegediend kan het nodig zijn de
dieren van voedsel en water te voorzien, afhankelijk van de duur van die periode.

Het maximale viocistofvolume dat per keer kan worden toegediend hangt af van de grootte van de
proefdieren. Bij knaagdieren mag het volume doorgaans niet meer kan 1 mi/100 g lichaamsge-
wicht bedragen; in het geval van waterige oplossingen kan echter 2 ml/100 g lichaamsgewicht
aanvaardbaar zijn. Variaties in het testvolume moceten geminimaliseerd worden door het aanpassen
van de concentratie zodat op alle dosisniveaus hetzelfde constante volume kan worden gebruikt.
Als een enkelvoudige dosis niet mogelijk 15, kan de dosis gedurende cen periode van minder dan
24 uur in kleinere gedeelten worden toegediend.

Bijzonderheden van de testprocedure worden beschreven in bijlage 1.



1.4.3.1.

1.43.2.

Algemene observaties

Op de dag van de toediening moeten minimaal tweemaal — en eventueel vaker, als de reactie van
de dieren op de behandeling dat nodig maakt -— nauwkeurige klinische observaties worden
verricht, en vervolgens minstens één keer daags. Dieren die stervende zijn of dieren die hevige
pijn lijden of persistente tekenen van ernstige nood vertonen moeten op humane wijze worden
afgemnaakt. Dieren die om ethische redenen zijn afgemaakt worden beschouwd als dieren die door
de teststof zijn gestorven.

Als dieren om ethische redenen worden gedood of dood worden aangetroffen, moet het tijdstip
hiervan zo nauwkeurig mogelijk worden genoteerd. Wanneer de dieren aanhoudende verschijn-
selen van toxiciteit vertonen moeten aanvullende waarnemingen worden verricht. Onder meer
moet gelet worden op veranderingen in huid en vacht, ogen en slijmvliezen en ook bij de adem-
haling, de bloedsamloop en het autonome en centrale zenuwstelsel alsmede de somatomotorische
activiteit en het gedrag. Er moet gelet worden op bevingen, stuiptrekkingen, kwijlen, diarree,
lethargie, slaap en coma.

Alle waarnemingen moeten systematisch worden geregistreerd, waarbij voor ieder dier een apart
rapport wordt bijgehouden.

Lichaamsgewicht

Elk dier moet kort voor de teststof wordt toegediend worden gewogen en daarna ten minste
eenmaal per week. Veranderingen in gewicht moeten worden berekend en bijgehouden. Bij de
beéindiging van de test moeten de overlevende dieren worden gewogen alvorens ze op humane
wijze worden afgemaakt.

Macroscopische necropsie

Op alle proefdieren, met inbegrip van de dieren die tijdens de test sterven of die uit de test
worden verwijderd, moet een macroscopische necropsie worden uitgevoerd. Alle macroscopische
pathologische veranderingen moeten voor elk proefdicr worden vastgelegd. Als organen van proef-
dieren die 24 uur of meer in leven zijn gebleven, macroscopische pathologische veranderingen
vertonen kan ook microscopische necropsie worden overwogen omdat dat bruikbare informatie
kan opleveren.

GEGEVENS

Van ieder dier moeten individuele gegevens beschikbaar gemaakt worden. Verder moeten alle
gegevens worden samengevat in tabellen waarbij voor iedere testgroep wordt geregistreerd: het
gebruikte aantal proefdieren, het aantal dat tekenen van toxiciteit heeft vertoond, het aantal dieren
dat tijdens de test is gestorven of om ethische redenen is afgemaakt, het tijdstip van sterven van
ieder dier, een beschrijving en het verloop in de tijd van de toxische effecten (inclusief de even-
tuele reversibiliteit daarvan), en de resultaten van de necropsie.

Algemene richtsnoeren voor de interpretatie van de resultaten met het oog op de classificatie
worden gegeven in bijlage 2.

RAPPORTAGE
Verslag van de proefnemingen

In dit verslag dienen, voor zover mogelijk, de volgende gegevens te worden opgenomen:

Proefdieren:

— diersoort, stam,;

— microbiologische status van de dieren, indien bekend;

— aantal, leeftijd en geslacht van de dieren;

— herkomst, behuizing, voeding enz;

— het gewicht van elk dier afzonderlijk bij de aanvang van de test, wekelijks daarna en bij het
einde van de test.

Proefomstandigheden:

— motvering van de keuze van het vehiculum als dit geen water is;

— bijzonderheden over de toediening van de teststof met inbegrip van de toegediende volumes
en het tijdstip van toediening;

— bijzonderheden omtrent voedsel en water (met inbegrip van type en herkomst van het voedsel,
waterbron),

— motivering van de keuze van de begindosis.



Resultaten:

— overzicht in tabelvorm van de gegevens met betrekking tot ieder dier, opgesplitst naar dosis en
geslacht (het betreft de respons van de dieren die toxische verschijnselen, waaronder sterfte,
vertoonden alsmede de aard, duur en hevigheid van de effecten),

— tijdsverloop van de eerste verschijnselen van intoxicatie en eventuele reversibiliteit van deze
verschijnselen voor ieder dier afzonderlijk;

— resultaten van de necropsie en eventuele histopathologische bevindingen voor ieder dier
afzonderlijk, indien beschikbaar.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies,

LITERATUUR
Deze methode komt overeen met TG 423 van de OESO.



BIJLAGE 1

TESTPROCEDURE

. Zoals vermeld in punt 1.4.2.3 moet de begindosis z6 worden gekozen dat ten minste een gedeelte van de
proefdieren sterft. De ter zake relevante informatie omvat onder meer:

— gegevens over fysisch-chemische eigenschappen;
~— relaties tussen structuur en activiteit;

- alle gegevens van andere toxiciteitstesten, en
— het verwachte gebruik van de teststof.

. Voor iedere begindosis geeft het bijbehorende testschema dat in deze bijlage is opgenomen, de te volgen
procedure. Afhankelijk van het aantal gestorven of op humane wijze afgemaakte dieren volgt de testproce-
dure de aangegeven pijlen.

. Indien bij een begindosis van 25 of 200 mg/kg lichaamsgewicht slechts één dier van het tweede geslacht
sterft, leidt dit gewoonlijk tot niet verder testen. Als er echter geen toxische verschijnselen worden waarge-
nomen bij de andere vijf dieren moet bij de autopsie aan de mogelijkheid gedacht worden dat de mortali-
teit geen gevolg is van de teststof. In dat geval moet de test worden vervolgd met de eerstvolgende hogere
dosis.

. Indien bij een begindosis van 2000 mg/kg lichaamsgewicht slechts één dier per geslacht sterft is de
verwachtingswaarde van de LD, meer dan 2000 mg/kg lichaamsgewicht. Omdat dit echter een grensgeval
is moet de respons van de andere twee dieren per geslacht nauwkeurig worden onderzocht. Het optreden
van duidelijke toxische verschijnselen bij deze dieren kan aanleiding zijn tot een classificatie die gvereen-
komt met een LD;,-waarde van 2000 mg/kg lichaamsgewicht of minder, of tot verder testen op hetzelfde
niveau,

. De procedure kan het verder testen op drie vaste dosisniveaus inhouden (optie 2). Deze optie kan worden
gebruikt voor het kiezen van ecn alternatieve dosis op een gegeven beslispunt, of voor verder testen nadat
de lopende test is afgesioten (optie 1). Bij optie 1 is de testprocedure aangegeven met vette pijlen, bij optie
2 met dunne pijlen.



a) Testprocedure voor een begindosis van 25 mg/kg lichaamsgewicht

25 mg/kg

3 dieren

200 mg/kg
3 dieren

geslacht 1

25 mg/kg
3 dieren
geslacht 2

—

geslacht 1

200 mg/kg
3 dieren
geslacht 2

2000 mg/kg
3 dieren
geslacht 1

2000 mg/kg
3 dieren
geslacht 2

0-1

l

il

R A

0o 4

11

OPTIE 1 Einde test: Classificatio gebaseerd 0p do grenswaarden in deze rechthoek of
overeenkomstig de interpretatie in Bijlage 2, a.

200 mg/kg _l

2000-mg/kg oo

25mgikg 1
L 1 !

I

| !

OPTIE 2 Doorgaan met testen: Begin bi] een van de voigende vaste dosisniveaus,

T

I

I

]

1 I
I
1

L

0.1.2.3: Aantal stervende of dode dieren van elk geslacht

5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 dieren 3 dieren 3 dieren
geslacht 1 geslacht 1 geslacht 1
23 0-1 2-3 0-1 2-3 0-1
— Vi e v — Vi
5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 dieren 3 dieren 3 dieren
geslacht 2 geslacht 2 geslacht 2
\
2-3 0-1 2-3 0-1 2-3 0-1
V : VR d/l Va N : V.
Einde teat; Classificatie gebasesrd op de granswaarden in deze rechthoek.
5-mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg @
Legende




b) Testprocedure voor een begindosis van 200 mg/kg lichaamsgewicht

25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 dieren 3 dieren 3 dieren
geslacht 1 geslacht 1 geslacht 1
23 0-1
—
25 mg/kg 200 mg/kg 2000 mg/kg
3 dieren 3 dieren 3 dieren
geslacht 2 geslacht 2 geslacht 2
] 2-3 0-1 2.3 [—L‘ - Ll 23‘ 0-1
1 L H
OPTIE 1 Einde test: Classificatie gebaseerd op de grenswaarden in deze rechthoek of
overesnkomstig do interpretatie in Bijlage 2, b.
25 mp/kg ! 200 mg/kg l 2000 mg/kg } @
OPTIE 2 Doorgaen met testan: Begin bij een van de volgende vaste dosisriveaus.
\—JJ | | ]
v
5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 dieren 3 dieren 3 dieren
geslacht 1 geslacht 1 geslacht 1
2-3 0-1 2-3 0-1 2-3 0-1
v — v —] Vi
5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg’kg
3 dieren 3 dieren 3 dieren
geslacht 2 geslacht 2 geslacht 2
i | | |
| 23 0-1 23 01 23 0-1
Loy v v\ Loy
Einde test: Classificatio gebaseerd op de grenswaarden in deze rechthosk.
5-mg/kg l 50 mpg/kg 500 mg/kg [- ]
Legende
0.1.2.3: Aantal stervende of dode dieren van elk geslacht




) Testprocedure voor een begindosis van 2000 mg/kg lichaamsgewicht

25 mg/kg

3 dieren
geslacht 1

25 mg/kg
3 dieren
geslacht 2

200 mg/kg
3 dieren
geslacht 1

200 mg/kg
3 dieren
geslacht 2

2000 mg/kg
3 dieren
geslacht 1

2000 mg/kg

3 dieren

geslacht 2

2-3 0-1

0 A0 —T ]

OPTIE 1 Emde test: Classificatio gebaseerd op de graaswsatden Indeze rechmoek of
overeenkomstig de interpretatie in Bijlage 2, C.

200 mg/kg l 2000 mg/kg , w
| Il l I L

OPTIE 2 Daorgaan met testen: Begin bij sen van de voigende vasts dosisniveaus

LTJ LﬂJ [

|
|

5 mg/kg 50 mg/kg 500 mg/kg
3 dieren 3 dieren 3 dieren
geslacht 1 geslacht 1 geslacht 1
2-3 -1 23 0-1 23 0-1
— y - i —= v
‘ 5 mgikg 50 mg/kg 500 mg’kg
| 3 dieren 3 dieren 3 dieren
' geslacht 2 geslacht 2 geslacht 2
|
!
l l ! l
23 0-1 23 0-1 2-3 0-1
Vi N w' ¥ v : Vi
Einde tast: Ciassificatie gebaseerd op de grenswaarden in deze rechihoek.
5 mg/kg 50'mg/kg 500 my/kg

Legende:
0.1,2.3: Aantal stervende of dode dieren van ¢lk geslacht.




BIJLAGE 2

INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN BIJ HET TESTEN VOLGENS OPTIE 1

De grijze rechthocken onder de rechthoek met .niet verder testen” in de schema's van deze bijlage geven de grenswaarden
voor de classificatie weer. Bij het volgen van de testprocedure zoals aangeduid in optie 1, moet de juiste pijl verder naar

beneden worden gevolgd tot deze de passende grijze rechthoek bereikt.

a) Interpretatie van de resultaten bij het testen volgens optie 1

Begindosis: 25 mg/kg lichaamsgewicht

25 mg/kg

3 dieren
geslacht 1

25 mg/kg
3 dieren
geslacht 2

200 mg/kg 2000 mg/kg
3 dieren 3 dieren
geslacht 1 geslacht 1

200 mg/kg
3 dieren
geslacht 2

2000 mg/kg
3 dieren

geslacht 2

N

NIET VERDER TESTEN

: >
{ }

T T T L T T
LDg, 25 l 50 200 500 1000 2000 ]
mg/kg lich. gew 1 SE l I a(io l L 1 25100

I |

2000 mg/kg

b
P4
Il

I
;
I

I
—
[ \l I
1
]

l

| Cmrore | Cosomane |

Legende.

0,1.2.3. Aantal stervende of dode dieren van elk geslacht




b) Interpretatie van de resultaten bij het testen volgens optie 1

Begindosis: 200 mg/kg lichaamsgewicht

25 mg/kg
3 dieren
geslacht 1

200 mg’kg 2000 mg/kg
3 dieren 3 dieren
geslacht 1 geslacht 1

25 mg/kg 2g0dmge/kg
ieren

geslacht 2

2000 mg/kg
3 dieren 3 dieren

geslacht 2

geslacht 2

NIET VERDER TESTEN

‘———l ‘4———3-—]

3 (bij dosis 200 en geslacht 1)
andere gevallen

T l —T T —T T T

LD, 25 50 200 500 1000 2000

mg/kg fich. gew 30 300 2500
R N | | =

| ” bl I
| i I S S
L =me || 209 o I 2000 mog I
| } L ! b ! I B
} P ] } b4
L 50 s I 50009 Il =
1 I S A |
l 00 gt | roo0mpts || zscomong ||

Legende:
0,1,2,3: Aantal stervende of dode dieren van elk geslacht.




c) Interpretatie van de resultaten bij het testen volgens optie 1

Begindosis: 2 000 mg/kg lichaamsgewicht

25 mg/kg
3 dieren
geslacht 1

200 mg/’kg
3 dieren
gesiacht 1

2000 mg/kg

3 dieren
geslacht 1

25 mg/kg
3 dieren
geslacht 2

200 mg’kg
3 dieren
geslacht 2

2000 myg/kg
3 dieren

geslacht 2

2-3

L

0-1

|

NIET VERDER TESTEN
3 |

3 (bij dasis 200 en geslacht 1) l 3 (bij dosis 2000 en gesiacht ‘>] andere gevailen

andere gevallen | 2 (bij dosis 2000 en geslacht 11
T T

LDgp 22 I 50ﬁ ;o 500 1000 2300 l
mg/kg lich. gew l alo ] ] S(io I 1 ZSJIL
| b I | N
L smre | =
[ ! l” } I ! ! P | }
} P ; | |
L omme | 0 mag I @
4 bl | 4 N
I i | S0 mgtg | =
} i i Il P
L 50 mihg ][ 1oo0mong || zs00marg ||

Legende:
0.1.2,3: Aantal stervende of dode dieren van etk gesiacht.”




1.1.

1.2.

1.3.

1.4,

1.6.

1.6.1.

B.2. ACUTE INHALATIETOXICITEIT

METHODE
INLEIDING

Het is nuttig om over oriénterende informatie te beschikken ten aanzien van de deeltjesgrootte, de dampspan-
ning, het smeltpunt, het kookpunt, het vlampunt en het ontploffingsgevaar (indien van toepassing) van de te
onderzoeken stof.

Zie ook algemene inleiding deel B (punt A).

DEFINITIES

Zie algemene inleiding deel B (punt B).

REFERENTIESTOFFEN

Geen.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Verscheidene groepen proefdieren worden gedurende een vastgestelde periode aan geleidelijk stijgende
concentraties van de teststof blootgesteld. Er wordt één concentratie per groep gebruikt. Vervolgens worden de
symptomen en sterfte waargenomen. Bij dieren die tijdens het onderzoek sterven en bij dieren die aan het einde
van de studie leven, wordt necropsie verricht.

Dieren die hevige en aanhoudende tekenen van angst en pijn vertonen, zouden op humane wijze moeten worden
gedood. Het doseren van teststoffen op een manier waarvan bekend is dat deze als gevolg van corrosieve of
ernstig irriterende eigenschappen pijn en ongemak veroorzaakt, behoeft niet te worden uitgevoerd.

KWALITEITSCRITERIA

Geen.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
Voorbereidingen

V6ér het onderzoek worden de dieren ten minste S dagen onder dezelfde huisvestings- en voedingsomstandig-
heden gehouden als tijdens de proef. Gezonde jonge dieren worden op een willekeurige manier voér de
behandeling in het vereiste aantal groepen ingedeeld. Het is niet nodig de dieren aan een gesimuleerde
blootstelling te onderwerpen, tenzij dit wenselijk is bij het type expositieapparatuur dat wordt gebruikt.

Vaste teststoffen moeten eventueel worden gemicroniseerd om deeltjes van geschikte grootte te verkrijgen.

Waar nodig wordt een passend medium aan de teststof toegevoegd, ten einde de juiste concentratie van de
proefstof in de atmosfeer te bereiken; in dat geval moet ook cen mediumcontrolegroep worden toegevoegd.
Indien een medium of andere additieven worden gebruikt om de dosering te vergemakkelijken. moet bekend
zijn dat deze geen toxische effecten veroorzaken. In voorkomend geval kunnen bestaande gegevens worden
gebruike,

Proefomstandigheden

Proefdieren

Tenzij er contra-indicaties bestaan, wordt de voorkeur gegeven aan ratten. De proef dient te worden uitgevoerd
met een rattenstam die gewoonlijk in laboratoria wordt gebruikt. Per geslacht mag bij het begin van de studie
het gewicht van de dieren die worden gebruikt, niet meer dan 20 % van het gemiddelde gewicht afwijken.



1.6.2.2.

1.6.2.3.

Aantal en geslacht

Voor ieder concentratieniveau moeten ten minste tien knaagdieren (vijf wijfies en vijf mannetjes) worde
gebruikt, De wijfjes moeten nullipaar zijn en mogen niet zwanger zijn.

Opmerking: In acute-toxiciteittesten met dieren van een hogere orde dan knaagdieren, dienen kleinere aantalle
in overweging te worden genomen. De doses dienen zorgvuldig te worden gekozen, en alle moeite dient
worden gedaan om matig toxische doses niet te boven te gaan. In dergelijke testen dient toediening van leta
doses van de teststof te worden vermeden.

Blootstellingsconcentraties

Bij de proeven moeten voldoende (ten minste drie) expositieconcentraties worden gebruikt die zodan
onderling verschillen dat proefgroepen worden verkregen met duidelijke verschillen in toxische effecten ¢
sterftecijfers. De gegevens moeten voldoende zijn om een concentratie/ respons-curve te verkrijgen en on
indien mogelijk, op aanvaardbare wijze een LCs, te bepalen.

1.6.2.4. Limiettest

Als binnen een periode van 14 dagen geen sterfte wordt veroorzaakt door de expositie geq
4 uur van vijf mannelijke en vijf vrouwelijke proefdieren aan 20 mg/l in de vorm van een
aan 5 mg/l in dc vorm van cen vloeistofaérosol of van een stofaérosol, is het wellicht niet
noodzakelijk verdere proeven te nemen. Indien de test echter bij voornoemde concentratie
gevolge van de fysische of chemische eigenschappen van de teststof - waaronder ook de
explosieve eigenschappen worden gerekend - niet kan worden uitgevoerd, moet in plaats
concentraties de maximaal mogelijke concentratie worden gebruikt

1.6.2.5.

1.6.2.6.

1.6.2.7.

1.6.3.

Blootstellingstijd

De blootstellingstijd bedraagt 4 uur.

Apparatuur

De dieren worden aan de teststoffen blootgesteld met behulp van inhalatieapparatuur die zodanig gebouwd i
dat kan worden gezorgd voor een dynamische luchtdoorstroming van ten minste 12 luchtverversingen per uur
cen toereikend zuurstofgehalte en een gelijkmatige verdeling van de teststoffen in de atmosfeer. Als van ee
expositiekamer gebruik wordt gemaakt, moet deze op een zodanige wijze zijn ontworpen dat de dieren zo mi
mogelijk bij elkaar kunnen kruipen en zoveel mogelijk door inhalatie aan de teststof worden blootgesteld. Al
algemene regel voor het verzekeren van een stabiele atmosfeer in de expositickamer geldt, dat het total
»volume” van de proefdieren niet méér mag bedragen dan § % van het volume van de blootstellingskamer
Naar keuze kunnen de dieren oronasaal, alleen met hun kop of individueel met hun hele lijf aan de testluch
worden blootgesteld; de eerste twee methoden zullen ertoe bijdragen dat zo min mogelijk teststof via ander
wegen in het lichaam wordt opgenomen.

Observatieperiode

De observatieperiode moet ten minste 14 dagen bedragen. Deze duur van de observatie moet echter niet als eer
streng vastgelegde periode worden beschouwd, maar moet door de toxische reacties, het tijdstip waarop dez:
voor het eerst worden waargenomen en de duur van het herstel worden bepaald; de observatieperiode kan dus
indien noodzakelijk, worden verlengd. Van belang zijn het tijdstip waarop toxische verschijnselen voor het eers
zijn waargenomen, het tijdstip waarop zij weer verdwijnen en het tijdstip waarop de dood intreedt, in he
bijzonder wanneer de kans bestaat op een uitgestelde dood.

Uitvoering

Kort v6ér de blootstelling worden de dieren gewogen en vervolgens 4 uur lang aan de testconcentratie
blootgesteld in het daarvoor bestemde apparaat, na evenwichtsinstelling van de concentratie in de blootstelling-
skamer. De evenwichtsinstelling mag niet veel tijd in beslag nemen. Tijdens de proef dient de temperatuur of
22 °C & 3 °C te worden gehouden. In het ideale geval moet de relatieve vochtigheid tussen 30 % en 70 %
worden gehouden, behalve waar dit niet goed uitvoerbaar is (bijvoorbeeld bij het testen van sommige
aérosolen). Het onderhouden van een lichte onderdruk (<€ 5§ mm water) voorkomt het weglekken van de
teststof naar de omgeving. Gedurende de blootstelling worden de dieren voedsel en water onthouden. Om de
testatmosfeer te genereren en concentratiemetingen uit te voeren dienen geschikte systemen gebruikt te worden.
Hert systeem moet de waarborg bieden dat de expositieomstandigheden bij de proef zo spoedig mogelijk stabiel
zijn. De kamer moet zo ontworpen en bediend kunnen worden dat een homogene verdeling van de
testatmosfeer binnen de kamer wordt gehandhaafd.



3.1

De volgende parameters moeten worden gemeten of gemonitored:
(a) de luchtdoorstromingssnetheid (continu) (luchtdebiet);

(b) de feitelijke concentratie van de teststof in het ademhalingsgebied van de dieren, ten minste driemaal
gemeten tijdens de blootstelling (sommige atmosferen, bijvoorbeeld aérosolen met hoge concentratie moeten
eventueel vaker worden gecontroleerd). Tijdens de blootstelling mag de concentratie niet meer dan 4 15 %
van het gemiddelde afwijken. Bij sommige aérosolen is het mogelijk dat de concentratie niet binnen deze
grenzen gehouden kan worden; in dat geval kan een grotere afwijking worden aanvaard. Voor aérosolen
moet zo dikwijls als noodzakelijk is (ten minste éénmaal per testgroep) een analyse worden uitgevoerd om
de verdeling van de deeltjesgrootte te bepalen;

{c) de temperatuur en de vochtigheid; indien mogelijk continu.

Tijdens en na de blootstelling worden waarnemingen gedaan die voor ieder individueel dier worden
geregistreerd. Tijdens de eerste dag moeten frequent waarnemingen worden verricht. Ten minste één keer per
werkdag moet een zorgvuldig klinisch onderzoek worden verricht; overige waarnemingen moeten iedere dag
worden gedaan waarbij erop moet worden toegezien dat er zo weinig mogelijk dieren voor het onderzoek
verloren gaan, bijvoorbeeld door necropsie of koeling van dood aangetroffen dieren en afzondering of
opoffering van zwakke of stervende dieren.

Bij het observeren moet in ieder geval aandacht worden besteed aan veranderingen van huid, vache, ogen,
slijmvliezen, ademhalingsorganen, bloedsomloop, autonoom en centraal zenuwstelsel, somatomotorische
activiteit en gedrag. Er moet bijzondere aandacht worden besteed aan de waarneming van het ademhalingsge-
drag, tremoren, convulsies, speekselvloed, diarree, lethargie, slaap en coma. Het tijdstip waarop de dood
intreedr, moet zo nauwkeurig mogelijk worden geregistreerd. Het gewicht van ieder dier wordt na de expositie
éénmaal per week en bij de dood van de dieren bepaald.

Bij dieren die tijdens het onderzoek sterven en bij dieren die aan het eind van de proefnemingen leven, wordt
necropsie verricht, waarbij vooral aandacht wordt besteed aan veranderingen in het bovenste en onderste
gedeelte van de ademhalingswegen. Alle macroscopisch waarneembare pathologische veranderingen worden
geregistreerd. Als hiertoe aanleiding bestaat, worden weefselmonsters genomen voor histopathologisch onder-
zoek.

GEGEVENS

De volgende gegevens moeten voor iedere proefgroep in tabellen worden samengevat: aantal dieren bij het begin
van het onderzoek, tijdstip waarop de dood intreedt bij de individuele dieren, het aantal dieren dat andere
toxiciteitsverschijnselen vertoont, een beschrijving van de toxische effecten en de bevindingen bij de necropsie.
Veranderingen in het gewicht moeten worden berekend en geregistreerd indien de dieren langer dan één dag in
leven blijven. Dieren die op humane wijze gedood worden omwille van angst en pijn in verband met de
stofblootstelling worden geregistreerd als gestorven in verband met de stofblootstelling. Met behulp van een
erkende methode wordt de LCs bepaald. Bij de evaluatie van de gegevens moet ook aandacht worden besteed
aan het eventuele verband dat bestaat tussen de blootstelling van de dieren aan de teststof en het aantal en de
ernst van alle voorkomende afwijkingen, waaronder gedrags- en klinische afwijkingen, macroscopisch
waarneembare beschadigingen, veranderingen in het lichaamsgewicht, sterfte en eventuele andere toxische
effecten.

RAPPORTAGE
VERSLAG VAN DE PROEFNEMINGEN

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:
— diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voeding, enzovoort;

— proefomstandigheden: Beschrijving van de expositieapparatuur met inbegrip van ontwerp, type, afmetin-
gen, luchtbron, systeem voor het genereren van aérosolen, methode van luchtconditionering en de wijze
waarop de dieren tijdens de proeven in een blootstellingskamer zijn ondergebracht (als deze gebruikt is). Er
moet een beschrijving worden gegeven van de apparatuur voor het meten van de temperatuur, de
vochtigheid, de concentraties en de verdeling van de deeltjesgrootte van het aérosol;

Gegevens betreffende de expositie:

Deze moeten tabellarisch worden gerangschikt en worden voorzien van gemiddelde waarden en een maat voor
de variabiliteit (bijvoorbeeld standaardafwijking). Zij dienen, indien mogelijk, te omvatten:

{a) de luchtdoorstromingssnelheid (luchtdebiet) door de inhalatieapparatuur;

{b) temperatuur en vochtigheid van de luchr;
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(c) nominale concentraties (de totale hoeveelheid teststof die de inhalatieapparatuur wordt binnengeleid

gedeeld door her luchtvolume);

(d) aard van het eventuele medium;

(e) feitelijke concentraties van de teststof in het ademhalingsgebied van de dieren;

{f)

massa-mediaan van de aérodynamische diameter (MMAD) en de geometrische standaard afwijking
{GSD);

(g) duur van de evenwichtsinstelling;

{h) duur van de expositie;

tabellarische gegevens betreffende de effecten per geslacht en concentratieniveau (dat wil zeggen het aantal
dieren dat tijdens de proef stierf of gedood werd, het aantal dieren dat toxische verschijnselen vertoonde,
het aantal blootgestelde dieren);

het tijdstip gedurende of na de blootstelling waarop de dood intreedt, redenen en criteria voor het op
humane wijze doden van dieren;

alle waarnemingen;

de LCs, voor beide geslachten bepaald aan het eind van de observatieperiode (waarbij de berekeningsmet-
hode dient te worden omschreven);

95 %-betrouwbaarheidsinterval voor de LCsq (waar dit gegeven kan worden);

dosis/ sterfte-curve met helling (indien dit bij de gebruikte bepalingsmethode mogelijk is);
bevindingen bij. de necropsie;

eventuele histopathologische bevindingen;

bespreking van de resultaten ( speciale aandacht dient te worden besteed aan het effect van het op humane
wijze doden van dieren tijdens de proeven op de berekende LCg,);

interpretatie van de resultaten.

EVALUATIE EN INTERPRETATIE

Zie algemene inleiding deel B (punt D).

LITERATUUR

Zie algemene inleiding deel B (punt E).



1.1.

1.2.

1.3.

1.4,

1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.1.

B.3. ACUTE DERMALE TOXICITEIT

METHODE
INLEIDING

Zie algemene inleiding deel B (punt A).

DEFINITIES

Zie algemene inleiding deel B (punt B).

REFERENTIESTOFFEN

Geen.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De teststof wordt in geleidelijk stijgende doseringen op de huid van verscheidene groepen proefdieren
aangebracht. Er wordt één dosis per groep gebruikt. Vervolgens worden de symptomen en sterfte waargeno-
men. Bij dieren die tijdens het onderzoek sterven en bij dieren die aan het eind van de proefnemingen leven,
wordt necropsie verricht.

Dieren die hevige en aanhoudende tekenen van nood en pijn vertonen, moeten eventueel op humane wijze
worden gedood. Het doseren van teststoffen op een manier waarvan bekend is dar deze als gevolg van bijtende
of irriterende eigenschappen pijn en nood veroorzaakt, behoeft niet te worden uitgevoerd.

KWALITEITSCRITERIA

Geen.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

Voorbereidingen

V6ér het onderzoek worden de dieren in hun proefkooien ten minste 5 dagen onder dezelfde huisvestings- en
voedingsomstandigheden gehouden als tijdens de proef. Gezonde, jong volwassen dieren worden op een
willekeurige manier vo6r de behandeling in groepen ingedeeld. Ongeveer 24 uur véér de proef wordt het haar
op het ruggedeelte van de romp van de proefdieren door knippen of scheren verwijderd; bij het knippen of
scheren moet erop worden gelet dat de huid niet wordt bekrast, omdat daardoor de doorlaatbaarheid van de
huid zou kunnen veranderen. Ten minste 10 % van de lichaamsoppervlakte moet voor het aanbrengen van de
teststof worden onthaard. Bij een proef met vaste stoffen, die eventueel tot een poeder kunnen worden
fijngemaakt, moet de teststof voldoende met water of, zo nodig, met een passend medium worden bevochtigd,
zodat de stof goed in contact met de huid komt. Als van een medium gebruik wordt gemaakt, moet rekening
worden gehouden met de invloed hiervan op de mate waarin de huid de teststof doorlaat. Vloeibare teststoffen
worden in het algemeen onverdund gebruikr.

Proefomstandigheden

Proefdieren

Er kan gebruik worden gemaakt van volwassen ratten of konijnen. Ook andere diersoorten kunnen worden
gebruikt, maar de noodzakelijkheid hiervan moet worden gerechtvaardigd. De proef dient te worden uitgevoerd
met een stam die gewoonlijk in laboratoria wordt gebruikt. Per geslacht mag bij het begin van de studie het
gewicht van de dieren die worden gebruikt, niet meer dan 20 % van het gemiddelde gewicht afwijken.



1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

Aantal en geslacht

Voor ieder dosisniveau moeten ten minste 5 knaagdieren worden gebruikt. Zij dienen van hetzelfde geslacht te
zijn. Indien wijfjes worden gebruikt, moeten deze nullipaar zijn en niet zwanger. Indien informatie beschikbaar
is die aantoont dar één van beide geslachten duidelijk gevoeliger is, dienen dieren van dit geslacht gebruikt te
worden.

Opmerking: In onderzoeken naar acute toxiciteit met dieren van een hogere orde dan knaagdieren, dienen
kleinere aantallen in overweging te worden genomen. De doses dienen zorgvuldig te worden uitgekozen, en alle
moeite dient te worden gedaan om matig toxische doses niet te boven te gaan. In dergelijke testen dient
toediening van letale doses van de teststof te worden vermeden.

Dosisniveaus

Bij de proeven moeten voldoende (ten minste drie) dosisniveaus worden toegepast die zodanig onderling
verschillen dat proefgroepen worden verkregen met duidelijke verschillen in toxische effecten en sterftecijfers.
Bij de vaststelling van de dosisniveaus moet rekening worden gehouden met alle mogelijke irriterende of
corrosieve effecten. De gegevens moeten voldoende zijn om een dosis/respons-curve te maken en om, indien
mogelijk, op aanvaardbare wijze een LDy, te bepalen.

Limiettest

Een limiettest met één dosis van ten minste 2 000 mg/kg lichaamsgewicht wordt uitgevoerd op een groep van
5 mannetjes en § wijfjes, met behulp van de hierboven beschreven testmethode. Indien sterfte wordt vastgesteld
die met de teststof verband houdt, moet het uitvoeren van een volledig testprogramma overwogen worden.

Observatieperiode

De observatieperiode moet ten minste 14 dagen bedragen. Deze duur van de observatie moet echter niet als een
streng vastgelegde periode beschouwd worden, maar moet door de toxische reacties, het tijdstip waarop deze
voor het eerst worden waargenomen en de duur van het herstel worden bepaald; de observatieperiode kan dus,
indien noodzakelijk, worden verlengd. Van belang zijn het tijdstip waarop intoxicatieverschijnselen voor het
eerst zijn waargenomen en het tijdstip waarop zij weer verdwijnen, hun duur en her tijdstip waarop de dood
intreedt, in het bijzonder wanneer de kans bestaat voor een vertraagde sterfte.

Uitvoering

leder dier moet individueel in een kooi worden gehuisvest. De teststof wordt gelijkmatig verdeeld over een
oppervlak van ongeveer 10 % van de totale lichaamsoppervlakte. Bij zeer toxische stoffen mag het te
behandelen oppervlak kleiner zijn, maar een zo groot mogelijke oppervlakte moet worden bedekt met een 20
dun en zo gelijkmatig mogelijk aangebrachte laag.

De teststof moet gedurende de expositietijd van 24 uur door middel van poreus verbandgaas en niet-irriterend
plakband in contact met de huid blijven. Het behandelde gedeelte van de huid moet op een geschikte wijze
verder worden bedekt om het verbandgaas en de teststof op hun plaats te houden en om te verhinderen dar de
dieren de teststof langs orale weg opnemen. Hulpmiddelen om de dieren te fixeren, kunnen worden gebruikt
om te voorkomen dat de dieren de teststof via de mond opnemen, maar het wordt niet aangeraden de dieren
volledig te immobiliseren.

Aan het eind van de expositieperiode wordt de resterende teststof — zo mogelijk met water — van de huid
verwijderd of anders door middel van een andere geschikte reinigingstechniek.

De gedane waarnemingen moeten systematisch worden geregistreerd voor ieder individueel dier. Tijdens de
eerste dag worden de dieren regelmatig geobserveerd. Ten minste één keer per werkdag moer een zorgvuldig
klinisch onderzoek worden verricht. De andere waarnemingen moeten iedere dag worden verricht, waarbij erop
moet worden toegezien dat er zo weinig mogelijk dieren voor het onderzoek verloren gaan, bijvoorbeeld door
necropsie of koeling van dood aangetroffen dieren en door afzondering of opoffering van zwakke of stervende
dieren.

Bij het observeren wordt aandacht besteed 2an veranderingen van vacht, behandelde huid, ogen, slijmvliezen,
ademhaling, bloedsomloop, autonoom en centraal zenuwstelsel, somatomotorische activiteit en gedrag. Er
moet bijzondere aandacht worden besteed aan de waarneming van tremoren, speekselvloed, diarree, lethargie,
slaap en coma. Het tijdstip waarop de dood intreedt moet zo nauwkeurig mogelijk worden geregistreerd. Bij
dieren die tijdens het onderzoek sterven en bij dieren die aan het einde van de proefnemingen leven, wordt
necropsie verricht. Alle macroscopisch waarneembare pathologische veranderingen worden geregistreerd. Als
hiertoe aanleiding bestaat, worden weefselmonsters genomen voor histopathologisch onderzoek.
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Bepaling van de toxiciteit bij het andere geslacht

Na het voltooien van de studie voor het ene geslacht, moet ten minste een groep van 5 dieren van het andere
geslacht worden blootgesteld aan de stof om te verzekeren dar dit geslacht niet duidelijk gevoeliger is voor de
teststof. In bepaalde gevallen kunnen redenen bestaan voor het gebruik van minder dieren. Indien voldoende
informatie beschikbaar is om aan te tonen dat dieren van het geteste geslacht duidelijk gevoeliger zijn, mag het
testen van het andere geslacht achterwege worden gelaten.

GEGEVENS

De volgende gegevens moeten voor iedere proefgroep in tabellen worden samengevat: het aantal dieren bij het
begin van het onderzoek, het tijdstip waarop de dood intreedt bij de individuele dieren, het aantal dieren dat
andere intoxicatieverschijnselen vertoont, een beschrijving van de toxische effecten en de bevindingen bij de
necropsie. Het gewicht van ieder individueel dier wordt bepaald kort voordat de teststof wordt aangebracht, en
vervolgens één keer iedere week en ten slotte bij zijn dood; veranderingen in het gewicht worden berekend en
geregistreerd, indien de dieren langer dan één dag in leven blijven. Dieren die op humane wijze gedood worden
omwille van nood of ongemak en pijn in verband met de stof, worden geregistreerd als gestorven in verband
met de stof. De LDs, moet door middel van een erkende methode worden bepaald.

Bij de evaluatie van de gegevens moet ook aandacht worden besteed aan het eventuele verband dart bestaat
tussen de blootstelling van de dieren aan de teststof en het aantal en de ernst van alle voorkomende afwijkingen,
waaronder gedrags- en klinische afwijkingen, macroscopisch waarneembare beschadigingen, veranderingen in
het lichaamsgewicht, sterfte en eventuele andere toxicologische effecten.

RAPPORTAGE

"VERSLAG VAN DE PROEFNEMINGEN

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:
— diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voeding, enzovoort;

— proefomstandigheden (met vermelding van de wijze waarop de huid is schoongemaake en het soort verband:
occlusief of niet occlusief);

— dosisniveaus (met het eventuele medium en de concentraties);
— het geslacht van de blootgestelde dieren;

— tabellarische gegevens betreffende de effecten per geslacht en dosisniveau {dat wil zeggen het aantai dieren
dat tijdens de proef stierf of gedood werd, het aantal dieren dat intoxicatieverschijnselen vertoont, het
aantal blootgestelde dieren);

— het tijdstip na de blootstelling waarop de dood intreedr, redenen en criteria voor het op humane wijze doden
van dieren;

— alle waarnemingen;

— de LDg; van het geslacht dat het volledige onderzoek onderging, bepaald na 14 dagen (waarbij de
berekeningsmethode dient te worden omschreven);

— 95 %-betrouwbaarheidsinterval voor de LD, (waar dit gegeven kan worden);

— " dosis/sterfte-curve met helling (indien dit bij de gebruikte bepalingsmethode mogelijk is);
— bevindingen bij de necropsie;

— eventuele histopathologische bevindingen;

— resultaten van de test die eventueel op het andere geslacht werd uitgevoerd,

— bespreking van de resultaten (speciale aandacht dient besteed te worden aan het effect dat het op humane
wijze doden van dieren tijdens de proeven zou kunnen hebben op de berekende LDgy);

— interpretatie van de resultaten.

EVALUATIE EN INTERPRETATIE

Zie algemene inleiding dee! B (punt D),

LITERATUUR

Zie algemene inleiding deel B (punt E).
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3.2.

RAPPORTAGE

VERSLAG VAN HET ONDERZOEK

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:

diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voeding,venzovoort;
proefomstandigheden;

dosisniveaus (met het eventuele medium) en concentraties;

gegevens over de toxische reacties naar geslacht en dosis;

waar mogelijk het hoogste dosisniveau waarbij geen effect optreedt;

tijdstip gedurende studie waarop dieren tussentijds sterven of aangeven .of dieren tot het eind van de proef in
leven bleven;

toxische of andere effecten;

tijdstip waarop een abnormaal verschijnsel werd waargenomen en het verloop hiervan;
gegevens over voedsel en lichaamsgewicht;

uitgevoerde hematologische onderzoekingen en alle resultaten;

uitgevoerde klinisch-biochemische onderzoekingen en alle resultaten;

bevindingen bij de necropsie;

een gedetailleerde beschrijving van alle histopathologische bevindingen;

waar van toepassing statistische behandeling van de resultaten;

bespreking van de resultaten;

interpretatie van de resultaten.

EVALUATIE EN INTERPRETATIE

Zie algemene inleiding deel B (punt D).

LITERATUUR

Zie algemene inleiding deel B (punt E).



1.1

1.2

1.3.

1.4,

1.6.1.

B.4. ACUTE TOXICITEIT (HUIDIRRITATIE)

METHODE
INLEIDING

Zie algemene inleiding deel B (punt A).

DEFINITIES

Zie algemene inleiding deel B (punt B).

REFERENTIESTOFFEN

Geen.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE
Inleidende overwegingen

Voldoende aandacht dient gegeven te worden aan alle beschikbare gegevens over de te onderzoeken stof
teneinde het testen van stoffen onder omstandigheden die ernstige reacties teweeg kunnen brengen te
minimaliseren. De volgende informatie kan van nut zijn om te bepalen of een volledige test, een studie met één
enkel dier, of geen verdere test moet worden uitgevoerd.

1) Fysisch-chemische eigenschappen en chemische reactiviteit. Voor sterk zure of basische stoffen (bijvoor-
beeld met een pH van kleiner of gelijk aan 2 of groter of gelijk aan 11,5) behoeven wellicht geen
onderzoeken te worden uitgevoerd op primaire huidirritatie als bijtende eigenschappen verwacht kunnen
worden. Ook dient rekening gehouden te worden met de basische of zure reserve.

it} Indien overruigende gegevens voor ernstige effecten uit goedgevalideerde in vitro testen beschikbaar zijn,
is een volledige test evenrueel niet vereist.

iii)  Resultaten van acute toxiciteitsstudies. Indien een test op de acute toxiciteit langs dermale weg 1s
uitgevoerd met de limietdosis van de stof (2 000 mg/kg lichaamsgewicht), en hierbij geen huidirritatie
werd waargenomen, kan verder testen op huidirritatie onnodig zijn. Voorts is het testen van stoffen,
waarvan werd aangetoond dat zij uiterst toxisch zijn langs dermale weg, onnodig.

De teststof wordt in één enkele dosis op de huid van verschillende proefdieren aangebracht. leder dier wordt als
zijn eigen controle gebruikt. De graad van irritatie wordt na een bepaald tijdsverloop afgelezen en geregistreerd
en wordt uitvoerig beschreven om een volledige evaluatie van de effecten mogelijk te maken. De duur van de
waarnemingen moet voldoende zijn om het reversibele of irreversibele karakter van de waargenomen effecten
ten volle te kunnen beoordelen.
.

Dieren die hevige en voortdurende tekenen van nood of ongemak en pijn vertonen, moeten eventueel op
humane wijze worden gedood.

KWALITEITSCRITERIA

Geen.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
Voorbereidingen

Ongeveer 24 uur v6or de proef wordt het haar op het ruggedeelte van de romp van de proefdieren door knippen
of scheren verwijderd.

Bij het knippen of scheren moet erop worden gelet dat de huid niet wordt bekrast. Alleen dieren met een
gezonde en gave huid mogen worden gebruikt.



1.6.2.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4,

Sommige konijnestammen hebben plekken met dichte haargroei, die in bepaalde perioden van het jaar meer op
de voorgrond treden. De teststoffen mogen niet op deze zones met dichte haargroei worden aangebracht.

Bij een proef met vaste stoffen (die eventueel tor poeder kunnen worden fijngemaakt) moet de teststof
voldoende met water of, zo nodig, met een passend medium worden bevochtigd, zodat de stof goed in contact
met de huid komt. Als van een medium gebruik wordt gemaakt, moet rekening worden gehouden met de
invloed hiervan op de irritatie van de huid door de teststof. Vioeibare teststoffen worden in het algemeen
onverdund gebruikt.

Proefomstandigheden
Proefdieren

Hoewel er verschillende soorten zoogdieren gebruikt kunnen worden, is het albino konijn de soort die de
voorkeur heeft.

Aanial dieren

Indien op grond van in vitro-screeningsresultaten of andere overwegingen wordt vermoed dat de teststof
necrose zou kunnen veroorzaken (d.w.z. bijtend zou kunnen zijn), moet een test met één enkel dier worden
overwogen. Als de resultaten van deze test niet wijzen op bijtende eigenschappen, moet het onderzoek
vervolledigd worden met behulp van ren minste twee extra dieren.

Voor het volledige onderzoek worden ten minste drie gezonde volwassen dieren gebruikt. Er behoeven geen
afzonderlijke dieren te worden gebruikt voor een onbehandelde controlegroep. Extra proefdieren kunnen
vereist zijn ter opheldering van moeilijk te interpreteren resultaten.

Dosisniveau

Tenzij er contra-indicaties bestaan, wordt een dosis van 0,5 ml vioeistof of 0,5 g vaste of semi-vaste stof op het
testgedeelte van de huid aangebracht. De onbehandelde huid dient als controle voor de test.

Observatieperiode

De duur van de waarneming moet niet als een streng vastgelegde periode worden beschouwd, maar moet lang
genoeg zijn om het reversibele of irreversibele karakter van de geobserveerde effecten ten volle te kunnen
beoordelen. De observatieperiode hoeft in de regel echter niet langer te duren dan 14 dagen vanaf de dacum van
de applicatie.

Uitvoering

De dieren moeten individueel in kooien worden gehuisvest. De teststof wordt aangebracht op een klein
huidoppervlak (circa 6 cm?2) en de plek wordt met gaas bedekt dat met behulp van niet-irriterend plakband op
zijn plaats wordt gehouden. Bij gebruik van vloeistof of vloeibare pasta kan het nodig zijn de vloeistof eerst op
het gaas aan te brengen en het gaas daarna op de huid te leggen. Het gaas moet voor de duur van de expositie in
aanraking met de huid blijven door middel van een geschikt occlusief- of semi-occlusief verband. Er moet tevens
voor worden gezorgd dat het dier niet in contact komt met het verband om opname van de teststoffen via de
mond of door inhalatie te voorkomen.

Aan het cinde van de blootstellingsperiode moet de resterende teststof zo mogelijk worden verwijderd met water
of met een geschikt oplosmiddel zonder het bestaande effect of de toestand van de opperhuid te wijzigen.

De expositie duurt gewoonlijk 4 uur.

Indien vermoed wordt dat de stof necrose kan veroorzaken (bijvoorbeeld als deze een bijtende werking heeft)
moet de expositieduur beperkt worden (bijvoorbeeld tot 1 uur of 3 minuten). Dergelijke testen kunnen ook in
eerste instantie met één dier worden uitgevoerd, indien dit niet uitgesloten is door de acute dermale toxiciteit
van de teststof, drie patches (gasjes) tegelijkertijd aan te brengen bij dit dier. Het eerste gaasje wordt verwijderd
na drie minuten. Indien geen ernstige huidreactie wordt waargenomen, wordt na één uur het tweede gaasje
verwijderd. Indien de observaties in dit stadium aantonen dat een vier uur durende blootstelling noodzakelijk is



1.6.3.1.

3.1.

3.2.

en op humane wijze kan worden uitgevoerd, wordt het derde gaasje verwijderd na vier uur en worden daarna
de resultaten beoordeeld. In dit geval (d.w.z. wanneer een vier uur durende blootstelling mogelijk was), dient
de test te worden vervolledigd met ten minste twee extra dieren, tenzij dit niet humaan geacht wordt
(bijvoorbeeld als necrose wordt waargenomen na de vier uur durende blootstelling).

Indien na 3 minuten of één uur een ernstige reactie van de huid (bijvoorbeeld necrose) wordt waargenomen,
wordt het onderzoek onmiddellijk beéindigd.

Onder bepaalde omstandigheden, bijvoorbeeld gezien het verwachte toepassings- en blootstellingspatroon van
de mens, kan het nodig zijn de blootstelling te verlengen.

Observatie en scoring

De dieren moeten worden onderzocht op tekenen van erytheem en oedeem en de reacties moeten 60 minuten en
vervolgens 24, 48 en 72 uur na de verwijdering van de patch (het gaasje) worden beoordeeld. De huidirritatie
moet worden ingedeeld en geregistreerd volgens de in de tabel opgenomen schaal. Mogelijk moeten nog nadere
waarnemingen worden verricht indien volledig herstel niet binnen de 72 uur is opgetreden. Behalve de
waarneming van itritatie moeten eventuele ernstige beschadigingen zoals een bijtende werking (onomkeerbare
vernietiging van huidweefsel) en andere toxische effecten volledig worden beschreven.

Technicken zoals histopathologisch onderzoek of meting van de dikte van de huidplooi kunnen worden
gebruike om twijfelachtige reacties of effecten die worden verhuld door verkleuring van de huid door de
teststof, op te helderen.

GEGEVENS

De volgende gegevens moeten voor ieder dier afzonderlijk in tabellen worden samengevat: irritatiescores voor
erytheem en oedeem gedurende de observatieperiode, ernstige beschadigingen, graad en aard van de irritatie,
het reversibele of irreversibele karakter van de letsels, bijtende werking en alle andere waargenomen toxische
effecten moeten worden beschreven.

RAPPORTAGE
VERSLAG VAN DE PROEFNEMINGEN

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:
— diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voeding, enzovoort;

— proefomstandigheden (inclusief de belangrijkste fysisch-chemische eigenschappen van de gebruikte stof en
de toegepaste techniek voor de ontharing en reiniging van de huid, alsmede het soort verband: occlusief of
semi-occlusief);

— tabellarische rangschikking van de gegevens betreffende de irritatiereactie voor ieder afzonderlijk dier en
voor iedere observatietijd (1, 24, 48, 72 uur, enzovoort, na verwijdering van het gaas);

— beschrijving van eventueel waargenomen ernstige letsels waaronder bijtende werking;

— beschrijving van de graad en de aard van de waargenomen irritatie en van histopathologische bevindingen
indien van toepassing;

— beschrijving van eventuele toxische effecten, andere dan huidirritatie;
— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

EVALUATIE EN INTERPRETATIE

Zie algemene inleiding deel B (punt D).

LITERATUUR

Zie algemene inleiding deel B (punt E).
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1.3,

1.4,

Aanhangsel

TABEL: HUIDREACTIESCHAAL

Vorming van erytheem en eschara

Score
Geen erytheem . .. .. . . e e 0
Zeer licht erytheem (nauwelijks zichtbaar) ... ... ... .. . . . . . 1
Duidelijk begrensd erytheem ... ... .. ... L 2
Matig tot ernstig erytheem .. . .. .. L s 3
Ernstig erytheem (diepe roodheid) of korstvorming (wonden in de diepte) die aflezen van het erytheem
onmogelijk Maken . .. ... ... e e e e 4

Oedeemvorming

Geen 0edeem . .. oL e 0
Zeer licht oedeem (nauwelijks zichtbaar) .. ...... . . . . . . . . e 1

Licht oedeem (de randen van de zwelling zijn goed te onderscheiden door een duidelijke verhoging) .. .. 2
Matig oedeem (de randen zijn ongeveer 1 mm verhoogd) . .. ...... ... ... .. o L 3

Ernstig oedeem (de zwelling is meer dan 1 mm hoog en strekr zich uit tot buiten het behandelde gebied) 4

B.5. ACUTE TOXICITEIT (IRRITATIE VAN HET OOG)

METHODE
INLEIDING

Zie algemene inleiding deel B (punt A).

DEFINITIES

Zie algemene inleiding deel B (punt B).

REFERENTIESTOFFEN

Geen.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Inleidende overwegingen

Voldoende aandacht dient gegeven te worden aan alle beschikbare gegevens over de te onderzoeken stof
teneinde het testen van stoffen onder omstandigheden die ernstige reacties teweeg kunnen brengen te
minimaliseren. De volgende informatie kan hiervoor van nut zijn.

i) Fysisch-chemische eigenschappen en chemische reactiviteit. Sterk zure of basische stoffen die, bijvoor-
beeld in het oog een pH van kleiner of gelijk aan 2, of groter of gelijk aan 11,5 geven, behoeven wellicht
niet te worden onderzocht als ernstig letsel verwacht kan worden. Tevens dient rekening gehouden te
worden met de basische of zure reserve.



1.5.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.1.

1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

ii)  Resultaten van goed gevalideerde alternatieve studies; stoffen waarvan is aangetoond dat zij potentieel
bijtende of ernstig irriterende eigenschappen bezitten, dienen niet verder te worden getest op oogirritatie,
daar kan worden aangenomen dat zulke stoffen ernstige effecten op de ogen zullen hebben in een test
volgens deze methode.

iii)  Resultaten uit huidirritatiestudies. Stoffen waarvan 1s aangetoond dat zij duidelijk bijtende of ernstige
huidirriterende eigenschappen bezitten tijdens een huidirritatiestudie, dienen niet verder te worden getest
op oogirritatie, daar kan worden verondersteld dat zulke stoffen ernstige effecten op de ogen zouden
kunnen hebben.

De teststof wordt in &n enkele dosis op één van de ogen van ieder van de verschillende proefdieren
aangebracht; het onbehandelde oog dient als controle. De graad van irritatie wordt op bepaalde tijdstippen
beoordeeld en genoteerd en wordt uitvoeriger beschreven om een volledige evaluatie van de effecten mogelijk te
maken. De duur van de waarnemingen moet voldoende lang zijn om het reversibele of irreversibele karakter
van de waargenomen effecten ten volle te kunnen beoordelen.

Dieren die hevige en aanhoudende tekenen van nood/ongemak en pijn vertonen, moeten eventueel] op humane
wijze worden gedood.
KWALITEITSCRITERIA

Geen.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

Voorbereidingen

Beide ogen van ieder voorlopig voor de test geselecteerd proefdier moeten in de loop van de 24 uur voor het
begin van de test worden onderzocht. Dieren die lijden aan oogirritatie, cogaandoeningen of een reeds bestaand
hoornvliesletsel, mogen niet worden gebruikr.

Proefomstandigheden
Proefdieren

Hoewel er diverse soorten proefdieren voor deze test gebruikt worden, wordt aanbevolen om bij de tests
gebruik te maken van gezonde volwassen albino konijnen.

Aantal proefdieren

Een onderzoek met slechts één proefdier dient te worden overwogen indien duidelijke effecten kunnen worden
voorzien. Indien de resultaten van deze test met één konijn suggereren dat de stof ernstig irriterend (reversibel
effect) of bijtend (irreversibel effect) is voor het oog bij gebruik van de beschreven procedure, behoeven
mogelijk geen verdere testen op oogirritatie op de volgende dieren te worden uitgevoerd. In bepaalde gevallen
kan het verder testen met extra dieren nuttig zijn om specifieke aspecten te onderzoeken.

In andere gevallen dan een onderzoek met slechts één dier moeten ten minste drie dieren worden gebruike. Het
aantal proefdieren mag worden opgevoerd in geval van moeilijk te interpreteren resultaten.

Dosisniveau

Bij vloeistoffen wordt een dosis van 0,1 ml gebruikt. Bij vaste stoffen, pasta’s en uit deeltjes samengestelde
stoffen moet een volume van 0,1 ml of een gewicht van circa 0,1 g worden gebruikt (het gewicht moet altijd
worden geregistreerd). Indien de teststof bestaat it een vaste of korrelige stof, moet deze worden fijngemalen.
Het volume van de deeltjes moet worden gemeten na deze eerst zacht te hebben samengepakt, bijvoorbeeld
door het tikken met de maathouder.

Bij vloeistoffen in pomp-sprays of spuitbussen onder druk moet de vioeistof worden versproeid en 0,1 ml
worden opgevangen en in het oog worden gedruppeld, zoals beschreven voor vloeistoffen.

Observatieperiode

De duur van de waarneming moet niet als een streng vastgelegde periode worden beschouwd. Ze moet echter
voldoende lang zijn om het reversibele of irreversibele karakter van de waargenomen effecten te kunnen
beoordelen, maar in de regel niet langer dan 21 dagen vanaf de toediening van de teststof.



1.6.3.

1.6.3.1.

3.1.

UITVOERING

De dieren moeten individueel worden gehuisvest. Bij etk van de dieren wordt de teststof aangebracht in de
bindvlieszak van ¢én oog, waarbij het onderste ooglid voorzichtig van de cogbol wordt weggetrokken. De
ocogleden worden dan ongeveer één seconde zachtjes dichtgehouden om verlies van de teststof te voorkomen.
Her andere oog, dat onbehandeld blijft, dient als controle.

Indien verwacht wordt dat de stof onredelijke pijn zou kunnen veroorzaken, mag een lokaal anesteticum
worden gebruike alvorens de te onderzoeken stof in te druppelen. Het soort, de concentratie en het tijdstip van
toediening dienen zorgvuldig te worden gekozen om te verzekeren dat geen significante verschillen in reactie op
de teststof optreden als gevolg van het gebruik van her lokale anesteticum. Het controle-oog dient op identieke
wijze te worden verdoofd.

De ogen van de proefdieren mogen gedurende 24 uur na de toediening van de teststof niet worden uitgewassen.
Na verloop van 24 uur kan dit zo nodig wel gebeuren.

Als uit de test blijkt dat een stof irriterend is, kunnen extra tests nodig zijn met gebruikmaking van konijnen
waarvan de ogen kort na het indruppelen van de stof worden uitgespoeld. In deze gevallen wordt het gebruik
van drie konijnen aanbevolen. Een halve minuut na de toediening worden de ogen van de konijnen een halve
minuut lang uitgespoeld, waarbij het volume en de stroomsnelheid geen letsels mogen veroorzaken.

Observatie en scoring

De ogen moeten worden onderzocht na 1, 24, 48 en 72 uur. Als er na 72 uur geen oogletsels zijn, kan het
onderzoek worden beéindigd.

Verlenging van de observatieperiode kan nodig zijn in geval van een blijvende aandoening van het hoornvlies of
andere oogirritaties, ten einde te bepalen of deze beschadigingen erger worden en reversibel of irreversibel van
aard zijn. Behalve de observatie van het hoornvlies, de iris en de bindvliezen, moeten eventuele andere letsels die
worden opgemerkt ook worden opgetekend en in het verslag worden vermeld. Bij ieder onderzoek moeten de
oogreacties (tabel) worden beoordeeld en opgetekend. (De scoring van de oogreacties is voor verschillende
interpretaties vatbaar. Ten behoeve van de testlaboratoria waar de proeven worden uitgevoerd en van degenen
die de waarnemingen doen en interpreteren, kan een geillustreerde handleiding over oogirritaties gebruikt
worden.)

Het onderzoek van de reacties kan worden vergemakkelijkt met behulp van een binoculaire loep, een
hand-spleetlamp, een biomicroscoop of andere geschikte instrumenten. Nadat de waarnemingen na 24 uur zijn
geregistreerd, kunnen de ogen van sommige of alle konijnen verder worden onderzocht met behulp van
fluoresceine.

GEGEVENS

Voor ieder dier afzonderlijk moeten de irritatie-scores op de vastgestelde observatietijdstippen in tabellen
worden samengevat. Een beschrijving van de graad en aard van de irritatie, aanwezigheid van ernstige
beschadigingen en optreden van effecten anders dan aan de ogen moeten in het rapport worden vermeld.

RAPPORTAGE

VERSLAG VAN DE PROEFNEMINGEN

—_—

n het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:
— diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voeding, enzovoort;
— proefomstandigheden (inclusief de van belang zijnde fysisch-chemische eigenschappen van de teststof);

— tabel van irritatiereactie/bijtende werking van elk afzonderlijk dier op de verschillende observatietijdstippen
{d.w.z. 1, 24, 48 en 72 uur);

— beschrijving van eventueel waargenomen ernstige beschadigingen;

— uitvoerige beschrijving van de graad en aard van de waargenomen irritatie of bijtende werking, met inbegrip
van het betrokken gebied van de cornea, en het al dan niet reversibele karakter;



3.2.

— beschrijving van de toegepaste methode voor het vaststellen van de irritatie na 1, 24, 48 en 72 uur (door

hand-spleetlamp, biomicroscoop, fluoresceine);
— omschrijving van eventueel geconstateerde topicale effecten anders dan aan de ogen;
— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

EVALUATIE EN INTERPRETATIE

Zie algemene inleiding deel B (punt D).

LITERATUUR

Zie algemene inleiding deel B (punt E).

Aanhangsel

TABEL: OOGIRRITATIESCHAAL

Hoornvlies
Opaciteit: graad van optische dichtheid (het gebied met de grootste dichtheid wordt beoordeeld)
Geen verzwering of opaciteit .. .............. e e e e

Verspreide of diffuse opake gebieden (andere dan een lichte vertroebeling van de normale glans), de details
van de iris zijn nog duidelijk zichtbaar .. ..., ... ... .

Duidelijk te onderscheiden opaak gebied, de details van de iris zijn iets vervaagd .................

Parelmoerkleurige gebieden, details van de iris niet meer zichtbaar, de omvang van de pupil is nog
nauwelijks te onderscheiden ... ... ... L

Normaal ...

Duidelijk verdiepte rugae, congestie, zwelling, matige circumcorneale hyperemie rondom het hoornvlies of
injectie, één van deze verschijnselen of een combinatie ervan, waarbij de iris nog op licht reageert (een trage
TeaCtie iS POSIEE) ... o i it e e

Geen reactie op licht, bloeding, verregaande weefselvernietiging (één of meerdere van deze verschijnselen) 2

Bindvliezen

Roodheid (refereert naar het meest ernstige letsel van het bindvlies van de oogleden en oogbal in vergelijking tot

bet controleoag)

Bloedvaten normaal . ... ... ...
Duidelijke hyperemie van sommige bloedvaten (geinjecteerd) .. ... . ... ..o
Diffuse karmozijnrode verkleuring, afzonderlijke bloedvatenzijn niet gemakkelijk te onderscheiden . . . ..

Diffuus vleeskleurig rood . ... . L

Chemosis: oogleden en/of derde ooglid (membrana nictitans)

Geen zwelling e
Zwelling, iets meer dan normaal (met inbegrip vanderde ooglid) . .............. .. .. ... . ......
Duidelijke zwelling met gedeeltelijk uitpuilende oogleden . .. .. ....... ... ... ... ... ... .. ... ...

Zwelling met de oogleden ongeveer halfgesloten . .......... .. ... .. ... ... ... ... . ... .. .. ..



»B.6 SENSIBILISATIE VAN DE HUID

METHODE
Inleiding
Opmerkingen:

De gevoeligheid en het vermogen van een test om stoffen op te sporen met potentieel huidsensi-
biliserende cigenschappen bij de mens zijn belangrijk in cen systeem voor de classificatie van
toxische stoffen ten behoeve van de volksgezondheid.

Er bestaat géén universele testmethode waarmee alle stoffen die de menselijke huid kunnen sensi-
biliseren, adequaat kunnen worden geidentificeerd en die voor alle stoffen toepasbaar is.

Bij de keuze van een test moet rekening worden gehouden met factoren zoals de fysische
kenmerken van een stof, met inbegrip van het vermogen om de huid binnen te dringen.

Er zijn twee soorten tests ontwikkeld dic gebruik maken van cavia's: het type waarbij een adjuvans
wordt gebruikt en waarbij cen verhoogde allergische reactie wordt opgewekt door het oplossen of
suspenderen van de teststof in Freunds complect adjuvans (FCA), en tests waarbij geen adjuvans
wordt gebruikt.

Proeven met adjuvans voorspellen een eventucel huidsensibiliserend effect van een stof bij
mensen wellicht nauwkeuriger dan methoden die geen gebruik maken van Freunds complect
adjuvans; zij verdienen dan ook de voorkeur.

De maximalisatictest met cavia's is een algemeen toegepaste test waarbij een adjuvans gebruikt
wordt. Alhoewel verschillende andere methoden kunnen worden gebruikt om het huidsensibilise-
rend vermogen van een stof aan te tonen, wordt de maximalisatietest beschouwd als de adjuvans-
techniek die de voorkeur heeft.

Voor veel soorten chemicalién worden tests waarbij geen adjuvans wordt gebruikt (de Buehlertest
heeft de voorkeur) als minder gevoelig beschouwd.

In bepaalde gevallen kunnen er goede redenen zijn om de Buehlertest te verkiezen, met lokale
applicatie in plaats van intradermale injectic zoals in de maximalisatietest met cavia’s. Voor het
gebruik van de Buehlertest dient een wetenschappelijke motivering te worden gegeven.

De maximalisatietest met cavia’s en de Buehlertest worden hier beschreven. Andere methoden
mogen worden gebruikt op voorwaarde dat zij goed zijn gevalideerd en wetenschappelijk verant-
woord zijn.

Indien een erkende screeningtest werd witgevoerd en daarbij een positief resultaat werd geconsta-
teerd, mag de teststof als een potentieel sensibiliserende stof worden aangemerkt en is het niet
nodig ook nog cen test met cavia's uit te voeren. Indien een dergelijke test evenwel tot een nega-
ticf resultaat heeft geleid, moet een caviatest worden uitgevoerd overeenkomstig de onder deze
testmethode beschreven procedure.

Zie ook algemene inleiding deel B.
Definities

Huidsensibilisatie (allergische contactdermatitis): is een door een immuunrespons veroorzaakte
huidreactic op een stof. Bij mensen kan de reactic de vorm aannemen van jeuk, erytheem,
ocdeem (waterzucht), pukkels, blaasjes, blaren of een combinatie hiervan. Bij andere soorten
kunnen de reacties anders zijn en kan alleen erytheem of oedeem optreden.

Inductieblootstelling: cen experimentele blootstelling van een proefdier aan een teststof met de
bedoeling ecn hypersensitieve toestand te induceren,

Inducticperiode: een periode van ten minste cen week na de inductieblootstelling, gedurende
welke cen hypersensitieve toestand ontwikkeld kan worden.

Provocatieblootstelling: een experimentele blootstelling — na de inductieperiode — van een
voorheen reeds blootgesteld proefdier aan een teststof, om vast te stellen of het dier een hypersen-
sitieve reactic vertoont.



1.51.1.

1.5.1.2.

1.5.1.21.

1.5.1.2.2.

Referentiestoffen

De gevoeligheid en de betrouwbaarheid van de gebruikte technieken moet iedere zes maanden
worden vastgesteld door het gebruik van stoffen waarvan bekend is dat ze lichte tot matige huid-
sensibiliserende eigenschappen hebben.

Bij een goed uitgevoerde test kan een reactie van ten minste 30 % worden verwacht bij een adju-
vanstest en van ten minste 15 % bij een niet-adjuvanstest, bij gebruikmaking van zwakke/

middelsterke sensibilisatoren.

De volgende stoffen genieten de voorkeur:

CAS- EINECS- EINECS-naam Triviale naam
nummer nummer
101-86-0 202-983-3 a-hexylcinnamaldehyde a-hexylcinnamaldehyde
149-30-4 205-736-8 benzothiazol-2-thiol (mercapto- | kaptax
benzothiazol)
94-09-7 202-303-5 benzocaine norcaine

Er kunnen omstandigheden zijn waarbij andere referentiestoffen, die aan bovenstaande eisen
voldoen, kunnen worden gebruikt; dit moet wetenschappelijk verantwoord worden.

Principe van de testmethode

De proefdieren worden eerst aan de teststof blootgesteld door een intradermale injectie en/of
epidermale toepassing (inductieblootstelling). Na een rustperiode van 10 tot 14 dagen (inductiepe-
riode), tijdens welke een immuunreactie op gang kan komen, worden de dieren blootgesteld aan
een provocatiedosis. De omvang en intensiteit van de cutane reactie op de provocatieblootstelling
bij de proefdieren wordt vergeleken met die van de controlegroep die een blanco behandeling
ondergaat bij de industrie maar wél de provocatiedosis toegediend krijgt.

Beschrijving van de testmethoden

Als het nodig wordt geacht om de teststof te verwijderen, moet dit gebeuren met behulp van water
of een ander geschikt oplosmiddel zonder dat de optredende reactie daardoor wordt beinvloed of
de opperhuid daardoor wordt geschonden.

Maximalisatietest met cavia’s (GPMT)
Voorbereiding

Gezonde jonge volwassen albino cavia’s worden ten minste 5 dagen voor het begin van de test
geacclimatiseerd aan de laboratoriumomstandigheden. Voor de test worden de dieren op aselecte
wijze verdeeld over de behandelingsgroepen. Verwijdering van het haar gebeurt door middel van
knippen, scheren of eventueel door chemische ontharing, afhankelijk van de gebruikte testme-
thode. Er dient op te worden gelet dat de huid niet beschadigd wordt. De dieren worden gewogen
v6or het begin en aan het einde van de test.

Proefomstandigheden

Proefdieren

Er wordt gebruik gemaakt van stammen albino cavia's die gewoonlijk in laboratoria worden
gebruikt.

Aantal en geslacht

Er kan gebruik worden gemaakt van mannelijke en/of vrouwelijke dieren. Vrouwelijke dieren
moeten nullipaar zijn en mogen niet zwanger zijn.

Minimaal 10 dieren worden gebruikt voor de behandelde groep en ten minste vijf voor de contro-
legroep. Als er minder dan 20 testcavia's en 10 controlecavia’s worden gebruikt en het niet moge-
lijk is om vast te stellen of de teststof sensibiliserende eigenschappen heeft, wordt ten sterkste
aangeraden om meer dieren te testen zodat een totaal van ten minste 20 testdieren en 10 contro-
ledieren wordt bereikt.



1.5.1.2.3.

1.5.1.3.

1.5.1.3.1.

1.5.1.3.2.

Dosisniveaus

De concentratie van de teststof die voor iedere inductie wordt gebruikt moet systemisch goed te
verdragen zijn en gelijk zijn aan de hoogste concentratie die lichte tot matige huidirritatie veroor-
zaakt. De concentratie die voor de provocatieblootstelling wordt gebruikt moet de hoogste niet-
irtiterende dosis zijn. Indien noodzakelijk, kunnen de juiste concentraties worden vastgesteld aan
de hand van een verkennende studie bij twee of drie proefdieren. Hierbij kan worden overwogen
gebruik te maken van met FCA behandelde proefdieren.

Procedure
Inductie
Dag 0 — Testgroep

In de onthaarde schouderstreek worden drie paar injecties van 0,1 ml gegeven, z6 dat van ieder
paar er één aan elke zijde ligt:

Injectie 1: een 1:1-mengsel (volumeverhouding) van FCA en water of fysiologische zoutoplossing,
Injectie 2: de teststof in een geschikt vehiculum en in de geschikte concentratie;

Injectie 3: de teststof in de gekozen concentratie, opgelost in een 1:1-mengsel (volumeverhouding)
van FCA en water of fysiologische zoutoplossing.

Voor injectie 3 worden de in water oplosbare teststoffen in water opgelost voér het mengen met
FCA. In vet oplosbare of onoplosbare stoffen worden in FCA gesuspendeerd voér het mengen
met water. De uiteindelijke concentratic van de teststof moet gelijk zijn aan die welke voor
injectie 2 wordt gebruikt.

De injecties 1 en 2 worden dicht bij elkaar en het dichtst bij het hoofd toegediend en injectie 3
aan de staartzijde van het testgebied.

Dag 0 — Controlegroep

Op dezelfde plaatsen als bij de proefdieren worden drie paar intradermale injecties van 0,1 ml}
toegediend:

Injectie 1: een 1:1-mengsel (volumeverhouding) van FCA en water of fysiologische zoutoplossing;

Injectie 2: het onverdunde vehiculum;

Injectie 3: een 50 %-formulering (gewicht/volume) van het vehiculum in een 1:1-mengsel (volu-
meverhouding) van FCA en water of fysiologische zoutoplossing.

Dag 5-7 — Testgroep en controlegroep

Als de te onderzocken stof geen huidiritatie geeft wordt het testgebied ongeveer 24 uur voor de
plaatselijke inductiebchandeling na knippen en/of scheren behandeld met 0,5 ml van een 10 %-
formulering van natriumlaurylsulfaat in vaseline om een plaatselijke irritatie op te wekken.

Dag 6-8 — Testgroep

Het testgebied wordt opnieuw onthaard. Een filtreerpapier (2 cm x 4 cm) wordt gedrenkt met de
teststof in een geschikt vehiculum en door middel van een occlusief verband gedurende 48 uur op
het testgebied aangebracht. De keuze van het vehiculum moet worden verantwoord. Vaste stoffen
worden verpulverd en in cen geschikt vehiculum opgenomen. Vloeistoffen kunnen, zo nodig,
onverdund worden aangebracht.

Dag 6-8 — Controlegroep

Het testgebied wordt opnieuw onthaard. Op dezelfde wijze als bij de testgroep wordt alleen het
vehiculum aangebracht en gedurende 48 uur met het testgebied in contact gehouden door een

occlusief verband.
Provocatie

Dag 20-22 — Testgroep en controlegroep

Beide flanken van de dieren uit de testgroep en de controlegroep worden onthaard. Op één flank
van de behandelde dieren wordt ecn gaasje of cupje met de teststof aangebracht en, waar nodig,
een gaasje of cupje met alleen het vehiculum op de andere flank. Door middel van een occlusief

verband wordt het gaasje gedurende 24 uur met de huid in contact gehouden.
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Observatie en scoring: testgroep en controlegroep

— Ongeveer 21 uur nadat het gaasje is verwijderd, wordt het provocatiegebied gereinigd en 2o
nodig zorgvuldig geknipt en/of geschoren en onthaard.

— Ongeveer 3 uur hierna (ongeveer 48 uur na het begin van de provocatie) wordt de reactie van
de huid geobserveerd en geregistreerd volgens de in het aanhangsel vermelde scores.

— Ongeveer 24 uur na deze waarneming wordt een tweede waarneming gedaan (72 uur na
aanvang provocatie) en eveneens geregistreerd.

Aangeraden wordt om de proefdieren en controledieren ,blind” (d.w.z. zonder te weten of het test-
of controledieren betreft) te scoren.

Als het nodig blijkt om opheldering te verkrijgen over de resultaten van de eerste provocatie kan
na ongeveer cen week een tweede provocatie (d.w.z. een herprovocatie) worden overwogen met, zo
nodig, cen nieuwe controlegroep. Herprovocatie kan ook plaatsvinden bij de oorspronkelijke
controlegroep.

Alle reacties van de huid en alle ongewone bevindingen, waaronder ook systemische reacties, die
het gevolg zijn van de inductie- en provocatieprocedures moeten worden geobserveerd en geregis-
treerd volgens de scoreschaal van Magnusson/Kligman (zie aanhangsel). Andere technieken zoals
histopathologisch onderzoek of meting van de dikte van de huidplooi kunnen worden toegepast
om klaarheid te verschaffen omtrent onduidelijke reacties.

Bueblertest
Voorbereiding

Gezonde jonge volwassen albino cavia’s worden ten minste S dagen voor het begin van de test
geacclimatiseerd aan de laboratoriumomstandigheden. Voor de test worden de dieren op aselecte
wijze verdeeld over de behandelingsgroepen. Verwijdering van het haar gebeurt door middel van
knippen, scheren of eventueel door chemische ontharing, afhankelijk van de gebruikte testme-
thode. Er dient op te worden gelet dat de huid niet beschadigd wordt. De dicren worden gewogen
voor het begin en aan het eind van de test.

Proefomstandigheden

Proefdieren

Er wordt gebruik gemaakt van stammen albino cavia’s die gewoonlijk in laboratoria worden
gebruikt.

Aantal en geslacht

Er kan gebruik worden gemaakt van mannelijke en/of vrouwelijke dieren. Vrouwelijke dieren
moeten nullipaar zijn en mogen niet zwanger zifn.

Voor de behandelde groep worden minimaal 20 dieren gebruikt en voor de controlegroep ten
minste 10.

Dosisniveaus

De concentratie van de teststof die voor iedere inductie wordt gebruikt moet de hoogste zijn die
lichte maar geen excessieve huidirritatie geeft. De concentratie die voor de provocatieblootstelling
wordt gebruikt moet de hoogste niet-irriterende dosis zijn. Indien noodzakelijk, kunnen de juiste
concentraties worden vastgesteld aan de hand van een verkennende studie bij twee of dric proef-
dieren.

Als de teststoffen in water oplosbaar zijn verdient water of een verdunde, niet-irriterende oplossing
van een surfactans de voorkeur als vehiculum. Bij andere teststoffen wordt de voorkeur gegeven
aan 80 % alcohol/water bij de inductie en aan aceton bij de provocatie.

Procedure
Inductie
Dag 0 — Testgroep

Eén flank wordt onthaard. Het testgaasje moet doordrenkt zijn met de teststof in een geschikt
vehiculum (de keuze van het vehiculum moet worden verantwoord; vioeibare teststoffen kunnen
eventueel onverdund worden aangebracht). Het testgaasje wordt op het testgebied aangebracht en
daarmee gedurende 6 uur in contact gehouden door een occlusieve pleister of een cupje en een
geschikt verband.
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Het testgaasje moet afdekkend zijn. Er kan gebruik worden gemaakt van een rond of vierkant
wattenschijfje met een oppervlakte van ongeveer 4-6 cm?. Om een goede afdekking te garanderen
kan een passende voorziening worden gebruikt waardoor de bewegingsvrijheid van de dieren
wordt beperkt. Bij gebruik van een zwachtel alléén kan herhaalde blootstelling nodig zijn.

Dag 0 — Controlegroep

Een flank wordt onthaard. Op dezelfde wijze als bij de testgroep wordt nu alleen het vehiculum
aangebracht. Het testgaasje wordt op het testgebied aangebracht en daarmee gedurende 6 uur in
contact gehouden door een occlusieve pleister of een cupje en een geschikt verband. Als kan
worden aangetoond dat een blanco controlegroep niet nodig is, kunnen niet-behandelde dieren
als controlegroep worden gebruikt.

Dag 6-8 en 13-15 — Testgroep en controlegroep

Hetzelfde testopperviak van dezelfde flank ondergaat, na eventuele verwijdering van de beharing,
op dag 6-8 en nogmaals op dag 13-15 dezelfde blootstelling als op dag 0.

Provocatie

Dag 27-29 — Testgroep en controlegroep

De onbehandelde flank van de test- en controledieren wordt onthaard. Een occlusieve pleister of
een cupje met de juiste hoeveelheid teststof in de maximale niet-irriterende concentratie, wordt
aangebracht op het achterste deel van de flank van de testdieren en van de controledieren.

Indien dit wenselijk is wordt op het voorste gedeelte van de onbehandelde flank van zowel de
testdieren als de controledieren een occlusieve pleister of een cupje met alleen het vehiculum
aangebracht. De pleisters of cupjes worden gedurende 6 uur op hun plaats gehouden door een
geschikt verband.

Observatie en scoring

— Ongeveer 21 uur nadat de pleister is verwijderd wordt het provocatiegebied onthaard.

— Ongeveer 3 uur hierna (ongeveer 30 uur na het begin van de provocatie) wordt de reactie van
de huid geobserveerd en geregistreerd volgens de in het aanhangsel vermelde scores.

— Ongeveer 24 uur na de 30-uurswaarneming wordt een tweede waarneming van de huidreacties
gedaan (ongeveer 54 uur na aanvang van de provocatie} en worden de resultaten weer geregis-

treerd.

Aangeraden wordt om de testdieren en controledieren ,blind” (d.w.z. zonder te weten of het test-
of controledieren betreft) te scoren.

Als het nodig blijkt om opheldering te verkrijgen over de resultaten van de eerste provocatie kan
na ongeveer een week een tweede provocatie (d.w.z. een herprovocatie) overwogen worden met, zo
nodig, een nieuwe controlegroep. Herprovocatie kan ook plaatsvinden bij de oorspronkelijke

controlegroep.

Alle reacties van de huid en alle ongewone bevindingen, waaronder ook systemische reacties, die
het gevolg zijn van de inductie- en provocatieprocedures moeten worden geobserveerd en geregis-
treerd volgens de schaal van Magnusson/Kligman (zie aanhangsel). Andere technieken zoals histo-
pathologisch onderzock of meting van de dikte van de huidplooi kunnen worden toegepast om
klaarheid te verschaffen omtrent onduidelijke reacties.

GEGEVENS (GPMT EN BUEHLERTEST)

Alle gegevens moeten in tabelvorm worden samengevat, waarbij voor ieder dier de bij iedere
controle waargenomen huidreacties worden vermeld.



RAPPORTAGE (GPMT EN BUEHLERTEST)

Wanneer voor de proef met cavia’s een screeningstest wordt uitgevoerd, moct een beschrijving van
of verwijzing naar de test in kwestie (bij voorbeeld de Local Lymph Node Assay (LLNA) of dc
Mouse Ear Swelling Test (MEST) worden gegeven en mocten bijzonderheden over de procedure
worden verstrekt. Verder moeten de resultaten worden gerapporteerd die met de teststof en de
referenticstof zijn verkregen.

Verslag van de proefnemingen (GPMT en Buehlertest)

In het verslag mocten, indien mogelifk, de volgende gegevens worden opgenomen:
Proefdieren:

— pgebruikte caviastam;

— aantal, lecftijd en geslacht van de dieren;

— herkomst, behuizing, diect, enz;

— gewicht van ieder dier bij het begin van de proefneming.

Proefomstandigheden:

— gebrutkte techniek bij het prepareren van het te bchandelen oppervlak;

— bijzonderheden met betrekking tot het pleister- of gaasmateriaal en de wijze van aanbrengen;

— resultaten van de voorstudic met conclusies over de inductie- en provocaticconcentraties die
bij de test moeten worden gebruikt

— bijzonderheden over de bereiding van de teststof, het toedienen en het verwijderen hiervan;

—- motivering van de keuze van het vehiculum;

— concentraties van vehiculum en teststof die gebruikt zijn bij de inductie en de provocatie en
de totale hoeveelheid teststof die gebruikt is voor inductie en provocatic.

Resultaten:

— een samenvatting van de resultaten van de meest recente gevoeligheids- en betrouwbaarheids-
controle (zie 1.3), met inbegrip van informatie over gebruikte teststof, concentratic en vehicu-
lum;

— resultaten voor ieder dier afzonderlijk, inclusief scores;

— beschrijving van de aard en de intensiteit van de waargenomen effecten;
— eventuele histopathologische bevindingen.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies.

LITERATUUR
Deze methode komt overeen met TG 406 van de OESO



Aanhbangsel

TABEL:
Magnusson/Kligman-scoreschaal voor de evaluatie van reacties op de provocatiepleister

= geen zichtbare verandering
= discontinu of vlekkerig erytheem

matig en aaneengesloten erytheem

= ernstig erytheem met zwelling”
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»B.7 TOXICITEIT (ORAAL) BIJ] HERHAALDE TOEDIENING (28 DAGEN)

METHODE

Inleiding

Zie algemene inleiding deel B
Definities

Zie algemene inleiding deel B
Principe van de testmethode

De teststof wordt gedurende een periode van 28 dagen dagelijks oraal-toegediend aan verschil-
lende groepen proefdieren, in trapsgewijs stijgende doses. Er wordt één dosis per groep gebruikt.
Gedurende de periode dat de stof wordt toegediend, worden de dieren dagelijks zorgvuldig geob-
serveerd om tekenen van toxiciteit te ontdekken. Bij dieren die tijdens het onderzoek sterven of
worden afgemaakt, wordt een necropsie verricht. Dieren die aan het eind van het onderzoek nog
in leven zijn worden afgemaakt en ook hierop wordt cen necropsie verricht.

Bij deze methode ligt het accent meer op neurologische effecten als specifiek eindpunt. Bena-
drukt moet worden dat het noodzakelijk is de dieren zorgvuldig klinisch te observeren om zoveel
mogelijk informatie te verzamelen. Deze methode moet het mogelijk maken potentieel neuro-
toxische chemicalién te identificeren, die in dit opzicht nader verdienen te worden onderzocht.
Voorts kan deze methode aanwijzingen geven over immunologische effecten en toxiciteit voor de
voortplantingsorganen.

Beschrijving van de testmethode
Voorbereidingen

Gezonde jonge volwassen dieren worden op aselecte wijze verdecld aver de controlegroep en de
testgroepen. De kooien moeten op zodanige wijze worden opgesteld dat eventuele plaatseffecten
geminimaliseerd worden. De dieren worden individueel geidentificeerd en worden voor het
onderzoek ten minste § dagen in hun kooi gehouden ter acclimatisatic aan de laboratoriumom-
standigheden.

De teststof wordt toegediend via een maagsonde of via de voeding of het drinkwater. De wijze van
toedienen is afhankelijk van het doel van het onderzoek en de fysisch/chemische eigenschappen
van de teststof.

Zo nodig moet de teststof worden opgelost of gesuspendeerd in een geschikt vehiculum. Het
verdient aanbeveling om zo mogelijk een waterige oplossing of suspensie te gebruiken. Als dit
niet mogelijk is kan voor een oplossing of suspensic in olic (bij voorbeeld maisolie) of in laatste
instantie voor een oplossing in een ander medium worden gekozen. Van andere media dan water
moeten de toxicologische karakteristieken bekend zijn. De stabiliteit van de teststof in het vehi-
culum moet worden vastgesteld.

Proefomstandigheden
Proefdieren

De voorkeur wordt gegeven aan ratten, hocwel andere knaagdiersoorten kunnen worden gebruikt.
Er dient gebruik te worden gemaakt van jonge gezonde volwassen dieren van rattenstammen die
gewoonlijk in laboratoria worden gebruikt. De wijfjes moeten nullipaar zijn en mogen nict
zwanger zijn. De toediening moet zo snel mogelijk na het verspenen beginnen en in ieder geval
v6or de dieren negen weken oud zijn.

Bij het begin van de studie moet de gewichtsvariatic van de dieren minimaal zijn en mag het
gewicht van ieder dier niet meer dan 20 % afwijken van het gemiddelde gewicht.

Als een proef met herhaalde orale toedicning wordt uitgevoerd als inleiding op een studie van
langere duur, moeten de dieren in beide studies bij voorkeur tot dezelfde stam behoren ¢n
dezelfde oorsprong hebben.

Aantal en geslacht

Op ieder dosisniveau moeten ten minste 10 dieren (5 mannetjes en 5 wijfjes) worden gebruikt.
Indien het de bedoeling is sommige dieren tussentijds te doden, moet het aantal dieren worden
verhoogd met het aantal dat volgens de proefopzet tussentijds zal worden gedood.
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Daarnaast kan cen satellietgroep van 10 dieren (S per geslacht) gedurende 28 dagen worden
behandeld met het hoge dosisniveau en vervolgens gedurende 14 dagen na de behandeling
worden geobserveerd om na te gaan of de toxische effecten eventueel verdwijnen, voortduren of
pas later tot uiting komen. Tevens wordt cen satellictgroep van 10 controledieren (S per geslacht)
gebruikt.

Dosisniveaus

In het algemeen zijn drie testgroepen en een controlegroep vereist. Afgezien van de behandeling
met de teststof moeten de dieren van de controlegroep op dezelfde wijze worden behandeld als de
dieren in de testgroep. Indien een vehiculum wordt gebruikt bij het toedienen van de teststof
moet de controlegroep het grootste gebruikte volume van dat vehiculum toegediend krijgen.

Als uit andere gegevens kan worden geconcludeerd dat bij een dagelijkse dosis van 1 000 mg/kg
lichaamsgewicht geen effecten worden verwacht, kan een limictiest worden uitgevoerd. Als er
geen bruikbare gegevens beschikbaar zijn, kan een studie worden uitgevoerd om de orde van
grootte van de te gebruiken doses te helpen bepalen.

De dosisniveaus moeten worden gekozen in het licht van de bestaande gegevens over toxiciteit en
(toxico)kinetica van de teststof en verwante stoffen. Het hoogste dosisniveau moet z6 gekozen
worden dat toxische effecten optreden, maar geen sterfte of ernstig lijden. Verder moet een
dalende reeks doses worden gekozen met het oog op het vaststellen van een eventuele dosis-
responsrelatie en het niveau zonder schadelijk effect (NOAEL) op het laagste dosisniveau. Dosis-
niveaus die telkens een factor 2 4 4 verschillen zijn vaak optimaal. Toevoeging van een vierde test-
groep is vaak te prefereren boven een zeer groot niveauverschil (bij voorbeeld een factor 10 of
meer) tussen de opvolgende doses.

Indien de stoffen via de voeding of het drinkwater worden toegediend is het van belang erop te
letten dat de betrokken hoeveelheden teststof de normale voedings- of waterbalans niet verstoren.
Als de teststof via de voeding wordt tocgediend kan een vaste concentratie in de voeding (ppm)
worden gebruikt of een constant dosisniveau in termen van het lichaamsgewicht van het dier.
Aangegeven moet worden welk alternatief is gebruikt. Bij gebruik van een maagsonde voor het
toedicnen van de teststof moet de dosis icdere dag op hetzelfde tijdstip worden gegeven en zo
nodig worden aangepast om een constant dosisniveau per kg lichaamsgewicht te handhaven.

Als cen studie met herhaalde toediening wordt gebruikt als voorloper van een studie op lange
termijn moet bij beide studies soortgelijk voedsel worden verstrekt.

Limiettest

Als volgens de hier beschreven procedures een proef wordt uitgevoerd met een dosisniveau van
ten minste 1000 mg/kg lichaamnsgewicht per dag — of, in het geval van toediening via het voedsel
of het drinkwater, het equivalente percentage in het voedsel of het water (berekend overeenkom-
stig het lichaamsgewicht) — en er geen waarneembare toxische effecten optreden, en deze ook
niet kunnen worden verwacht op grond van gegevens betreffende stoffen met verwante structuur,
is het niet noodzakelijk een volledige proef met drie dosisniveaus te doen. De limiettest is van
tocpassing tenzij het niveau waarop de mens kan worden blootgesteld, testen met een hogere

dosis noodzakelijk maakt.
Observatieperiode

De dieren moeten 28 dagen worden geobserveerd. Dieren uit een satellictgroep die bestemd is
voor vervolgwaarnemingen moeten daarna nog ten minste 14 dagen zonder behandeling worden
geobserveerd om de persistentie van de toxische cffecten c.q. het herstel alsmede het eventuele
optreden van vertraagde toxiciteit te kunnen waarnemen.

Procedure

De dieren krijgen de teststof gedurende 28 dagen zeven maal per week toegediend. Indien de test-
stof vijf maal per week wordt tocgediend moet dit worden verantwoord. Als de teststof wordt
toegediend via een maagsonde, moet dit in één keer gebeuren onder gebruikmaking van een
maagcatheter of cen geschikte intubatiecanule. De maximale hoeveelheid vloeistof die per keer
kan worden toegediend hangt af van de grootte van het dier. Het volume mag niet meer zijn dan
1 ml/100 g lichaamsgewicht, behalve als er een waterige oplossing wordt gebruikt, in welk geval 2
ml/100 g lichaamsgewicht is toegestaan. Met uitzondering van irriterende of bijtende stoffen, die
gewoonlijk heviger effecten vercorzaken bij hogere concentraties, moet de variabiliteit van het
testvolume worden geminimaliseerd door aanpassing van de concentratie, zodat op alle dosisni-
veaus hetzelfde constante testvolume wordt gebruikt.

Algemene observaties

Algemenc klinische waarnemingen moeten ten minste eenmaal per dag plaatsvinden, bij voorkeur
stceds op hetzelfde tijdstip en met in achtneming van de piekperiode van de te verwachten
effecten na toediening. De gezondheidstoestand van de dieren moet worden geregistreerd. De
dieren mocten ten minste tweemaal per dag worden geobserveerd op zickteverschijnselen en
sterfte. Stervende dieren en dieren die in grote nood verkeren of hevige pijn lijden moeten
worden verwijderd, op humane wijze afgemaakt ¢n aan een necropsie onderworpen.



Alle dieren worden éénmaal voor het begin van de proef nauwkeurig klinisch onderzocht (om
intra-individuele vergelijking mogelijk te maken) ¢n vervolgens ten minste eenmaal per week. Dit
onderzoek moet buiten de kooi op een vaste onderzoekplaats en bij voorkeur steeds op hetzelfde
tijdstip uitgevoerd worden. De resultaten mocten zorgvuldig worden geregistreerd, waarbij bij
voorkeur gebruik wordt gemaakt van scoringsystemen die expliciet door het testlaboratorium zijn
vastgelegd. Er moet zoveel mogelijk worden gezorgd dat variaties in de proefomstandigheden
minimaal zijn en dat de waarnemers niet weten welke behandeling cen gegeven dier heeft onder-
gaan. Tekenen waarop moet worden gelet zijn onder meer (maar niet alleen): veranderingen in
huid, vacht, ogen, slijmvliezen, optreden van af- en uitscheiding, en onwillekeurige reacties zoals
traanvorming, rechtopstaan van het haar, verandering van de pupilgrootte of een ongewoon adem-
halingspatroon. Veranderingen in gang, houding en respons op vasthouden en ook het witvoeren
van clonische of tonische bewegingen, stercotypen (bij voorbeeld excessief poctsgedrag, rond-
draaien) of afwijkend gedrag (bij voorbeeld zelfverminking, achteruitlopen) moeten worden gere-
gistreerd.

Gedurende de vierde week van de blootstelling moet de sensorische reactiviteit op stimuli van
verschillende aard (auditief, visucel en proprioceptief) worden bepaald en moet een bepaling van
de grijpkracht en de motorische activiteit plaatsvinden. Nadere bijzonderheden omtrent de te
volgen procedures zijn te vinden in de literatuur (zie algemene inleiding deel B).

Als de studie wordt verricht als voorstudic op een daaropvolgende subchronische (90-daagse)
studie, kunnen functionele observatics in de vierde week achterwege worden gelaten. In dat geval
moeten de functionele observaties in het bedoelde vervolgonderzoek plaatsvinden. Daar staat
echter tegenover dat de beschikbaarheid van gegevens betreffende functionele prestaties uit de
studie met herhaalde toediening, de keuze van de dosisniveaus voor de daaropvolgende subchro-
nische studie ten goede kan komen.

Bij wijze van uitzondering kunnen functionele observatics ook achterwege blijven bij groepen die
verder dermate sterke toxiciteitseffecten vertonen dat het testen van de functionele prestaties daar-
door ernstig wordt gehinderd.

1432  Lichaamsgewicht en voedel/waterconsumptie

leder dier moet ten minste cenmaal per week worden gewogen. De opgenomen hoeveelheid
voedsel en water moet minstens cenmaal per week worden gemeten. Indien de teststof via het
drinkwater wordt toegediend moet de waterconsumptie ook minstens eenmaal per weck worden
gemeten.

1.433. Hematologie

Aan het eind van de testperiode moeten de volgende onderzoeken worden verricht: bepaling van
de hematocriet en de homoglobineconcentratie, erythrocytentelling, totale en differentiéle leuko-
cytentelling, plaatjestelling en bepaling van de stollingstijd en het stollingsvermogen.

De bloedmonsters worden genomen net voor of tijdens het afmaken van de dieren; er dient te
worden genoteerd uit welk lichaamsdeel. De monsters moeten onder de juiste omstandigheden

worden bewaard.
1.4.34. Klinische biochemie

Om belangrijke toxische effecten op de weefsels en met name op de nieren en de lever te onder-
zocken, moet klinisch-biochemisch onderzoek verricht worden op bloedmonsters van alle dieren,
met uvitzondering van de dieren die stervend zijn aangetroffen of die voortijdig zijn afgemaakt.
Deze monsters moeten juist voor het afmaken of als onderdeel van de procedure hiervoor worden
genomen. Het verdient aanbeveling om de dieren vodr het bloedafnemen een nacht te laten
vasten (‘). Onderzoek van plasma en serum moet omvatten: natrium, kalium, glucose, totaal
cholesterol, ureum, creatinine, totaal proteine en albumine, ten minste twee enzymen die een
indicatie geven van hepatocellulaire effecten (zoals alanineaminotransferase, aspartaatamino-
transferase, alkalische fosfatase, gamma- glutamyltranspeptidase en sorbitoldehydrogenase). Bepa-
ling van andere enzymen (van hepatische of andere oorsprong) en galzuren kan onder bepaalde
omstandigheden nuttige informatie geven.

(') Voor een aantal bepalingen op serum en plasma, en met name voor de glucosebepaling, is een nacht vasten véér de
bloedafname wenselijk. De voornaamste reden is dat de toegenomen vanabiliteit die onvermijdelijk het gevolg is van
niet-vasten, subtele effecten maskeert en de interpretatie bemoeilijkt. Daar staat tegenover dat een nacht vasten van
invloed kan zijn op het algemene metabolisme van de dieren en dat dit in het bijzonder bij voedingstudies, de dagelijkse
blootstelling aan de teststof verstoort. Als men de dieren een nacht laat vasten mocten de klinisch-biochemische bepa-
lingen vernicht worden na de functionele observaties in week 4 van de studie.
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1.4.3.6.

De volgende facultatieve urineanalysebepalingen kunnen tijdens de laatste week van het onder-
zoek worden uitgevoerd op basis van een volgens een vast tijdschema verlopende urinemonsterne-
ming: aspect, hoeveelheid, osmolaliteit of dichtheid, pH, proteinen, glucose en bloed/bloedcellen.

Verder moet een onderzoek naar serummarkers van algemene weefselschade overwogen worden.
Andere onderzoeken die moeten worden uitgevoerd als van de teststof bekend is, of vermoed
wordt, dat zij de desbetreffende metabolische profielen beinvioedt, zijn: calcium, fosfaat, triglyce-
riden (nuchterwaarde), specifieke hormonen, methemoglobine en cholesterinase. Deze moeten in
het geval van teststoffen uit bepaalde klassen c.q. van geval tot geval worden geindentificeerd.

In het algemeen is een flexibele aanpak noodzakelijk, athankelijk van het soort proefdieren en het
waargenomen en/of verwachte effect van cen bepaalde stof.

Als bij gebrek aan referentiegegevens geen adequate vergelijkingsbasis voorhanden is, moet
worden overwogen om hematologische en klinisch-biochemische variabelen te bepalen v66r met
de toediening wordt begonnen.

Macroscopische necropsie

Alle proefdieren uit het onderzoek moeten worden onderworpen aan een volledige, gedetailleerde
macroscopische necropsie, die onder meer een zorgvuldig onderzoek van het uitwendig opperviak
van het lichaam, alle lichaamsopeningen en de hersen-, borst- en buikholte en de organen daarin
omvat. De lever, nieren, bijnieren, testes, bijballen, zwezerik, milt, hersenen en het hart van alle
dieren moeten worden ontdaan van alle aanhangend weefsel en zo snel mogelijk na dissectie in
natte tocstand worden gewogen om uitdroging te voorkomen.

De volgende weefsels moeten worden geconserveerd in het fixeermiddel dat zowel voor het type
weefsel als het voorgenomen histopathologische onderzoek het meest geschikt is: alle grotere
laesies, hersenen (representatieve delen waaronder de grote en kleine hersenen en de brug van
Varol), ruggemerg, maag, dunne en dikke darm met plaques van Peyer, lever, nieren, bijnieren,
milt, hart, zwezerik, schildklier, luchtpijp en longen (conserveren door opblazen met een fixatief
en dan onderdompelen), geslachtsklieren, secundaire geslachtsorganen (bij voorbeeld uterus, pros-
taat), urineblaas, lymfeklieren (bij voorkeur cen klier die in de route van de toediening gelegen is
en ¢én die daar ver van verwijderd is, om rekening te houden mect systemische effecten), perifere
zenuwen (grote heupzenuw of scheenbeenzenuw), bij voorkeur dicht bij de spier, en een coupe
van het beenmerg (of, in plaats daarvan, cen direct op een objectglaasje aangebracht stukje opge-
zogen beenmerg). De resultaten van het klinische onderzoek en van andere onderzoeken kunnen
aanleiding zijn om nog andere weefsels te bestuderen. Ook moeten alle andere organen worden,
geconserveerd die, voor zover bekend is van de eigenschappen van de teststof, waarschijnlijk als
doclorgaan fungeren.

Histopathologisch onderzocek

Bij de dieren in de met de hoogste dosisniveau behandelde groep en bij de dieren in de controle-
groep moet een volledig histopathologisch onderzoek worden verricht op de geconserveerde
organen en weefsels. Als met de behandeling samenhangende veranderingen worden geconsta-
teerd in de groep met de hoogste dosering, moet het onderzoek worden uitgebreid tot de dieren

van alle andere doseringsgroepen.
Alle grotere laesies moeten worden onderzocht.

Indien gebruik wordt gemaakt van een satellictgroep moet ook daarbij histopathologisch onder-
zoek worden verricht op alle organen die in de behandelde groep effecten vertonen.

GEGEVENS

Er moeten individuele gegevens worden verstrekt. Verder moeten alle gegevens worden samen-
gevat in tabellen die voor iedere proefgroep laten zien: het aantal dieren aan het begin van de test,
het aantal dieren dat tijdens de test is gestorven of om ethische redenen is afgemaakt en het tijd-
stip waarop, het aantal dat verschijnselen van toxiciteit vertoonde, een beschrijving van de waarge-
nomen toxiciteitsverschijnselen, waaronder het tijdstip van aanvang, de duur en ernst van de
verschijnselen, het aantal dieren dat laesies vertoonde, het soort laesie en het percentage dieren
dat elk soort laesie vertoonde.

Zo mogelijk moeten de numerieke resultaten met behulp van een geschikte en algemeen geac-
cepteerde statistische methode worden geévalueerd. De gebruikte methoden moeten reeds bij het

ontwerpen van de studie worden gekozen.



RAPPORTAGE
Verslag van het onderzoek
In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:

Proefdieren:

— diersoort/stam;

— Aantal, leeftijd en geslacht van de dieren;

— herkomst, behuizing, voeding enz;

— individueel gewicht als bepaald aan het begin van de test, daarna met wekelijkse intervallen en
aan het einde van de test.

Proefomstandigheden:

— motivering van de keuze van het vehiculum als dit geen water was;

— motivering voor de keuze van het dosisniveau,

— bijzonderheden over de bereiding van het teststof/voedselpreparaat, bereikte concentratie,
stabiliteit en homogeniteit van het preparaat;

— bijzonderheden over het toedienen van de teststof;

-— conversie van teststofconcentratie in voedsel/drinkwater (ppm) naar actuele dosis (mg/kg
lichaamsgewicht/dag), indien van toepassing;

—— bijzonderheden over het soort voedsel en het drinkwater.

Resultaren:
— lichaamsgewicht/veranderingen hierin;
— voedsel- en waterconsumptie, indien van toepassing;

— gegevens over de toxische respons, waaronder tekenen van toxiciteit, uitgesplitst per geslacht
en dosisniveau;

— aard, ernst en duur van de klinische verschijnselen (al of niet reversibel);

— sensorische activiteit, grijpkracht en motorische activiteit;

— hematologisch onderzoek {met relevante vergelijkingsbasis),

— klinisch-biochemisch onderzoek (met relevante vergelijkingsbasis);

— lichaamsgewicht bij het afmaken en gegevens over het gewicht van de organen;
— resultaten van de necropsie;

— een gedetailleerde beschrijving van alle histopathologische bevindingen;

— absorptiegegevens, indien beschikbaar;

— statistische verwerking van de gegevens, waar relevant.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies

LITERATUUR
Deze methode komt overeen met TG 407 van de OESO.



1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.8. TOXICITEIT (INHALATIE) BIj HERHAALDE TOEDIENING (28 DAGEN)

METHODE
INLEIDING

Het is nuttig om over oriénterende informatie te beschikken ten aanzien van de deeltjesgrootteverdeling, de
dampspanning, het smeltpunt, het kookpunt, het vlampunt en het ontploffingsgevaar (indien van toepassing)
van de te onderzoeken stof.

Zie verder algemene inleiding deel B (punt A).

DEFINITIES

Zie algemene inleiding deel B (punt B).

REFERENTIESTOFFEN

Geen.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Verscheidene groepen proefdieren worden gedurende een periode van 28 dagen dagelijks een bepaalde tijd aan
geleidelijk stijgende concentraties van de teststof blootgesteld. Er wordt een concentratie per groep gebruikt.
Indien een medium wordt gebruikt om de juiste concentratie van de teststof in de atmosfeer te bereiken, moet
een mediumcontrolegroep worden toegevoegd. Gedurende de periode dat de stof wordt toegediend, worden de
dieren dagelijks geobserveerd om tekenen van toxiciteit te ontdekken. Bij dieren die tijdens het onderzoek
sterven en bij dieren die aan het eind van de proefnemingen leven, wordt necropsie verricht.

KWALITEITSCRITERIA

Geen.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
Voorbereidingen

Vé6r het onderzoek worden de dieren ten minste 5 dagen onder gelijke huisvestings- en voedingsomstandighe-
den gehouden als gedurende de proef. Gezonde jonge dieren worden op willekeurige wijze voor het onderzoek
in het vereiste aantal groepen ingedeeld. Waar nodig wordr een passend medium aan de teststof toegevoegd ten
einde de juiste concentratie van de teststof in de atmosfeer te bereiken. Indien een medium of andere additieven
worden gebruikt om de dosering te vergemakkelijken, moet bekend zijn dat deze geen toxische effecten
veroorzaken. In voorkomend geval kunnen bestaande gegevens worden gebruikt.

Proefomstandigheden

Proefdieren

Tenzij er contra-indicaties zijn, wordt de voorkeur gegeven aan ratten. Er dient gebruik te worden gemaakt van
jonge gezonde dieren van rattenstammen die gewoonlijk in laboratoria worden gebruikt.

Bij het begin van de studie mag het gewicht van de dieren die bij de test worden gebruikt niet meer dan + 20 %
van het betreffende gemiddelde gewicht afwijken.



1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.2.6.

1.6.3.

Aantal en geslacht

Voor iedere testgroep moeten ten minste tien dieren (vijf wijfjes en vijf mannetjes) worden gebruikt. De wijfjes
moeten nullipaar zijn en niet zwanger. Indien het de bedoeling is tussentijds dieren te doden, moet het aantal
worden verhoogd met het aantal dieren dat volgens plan voor de voltooiing van de studie zal worden gedood.
Daarnaast kan een satellietgroep van tien dieren (vijf per geslachr) gedurende 28 dagen worden behandeld met
het hoogste concentratieniveau, waarna zij nog gedurende 14 dagen na de behandeling worden geobserveerd
om na te gaan of de toxische effecten eventueel verdwijnen, voortduren of pas later tot uiting komen. Tevens
wordt een satellietgroep van tien controledieren (vijf per geslachr) gebruike.

Blootstellingsconcentraties

Ten minste drie concentraties met een controle of een mediumcontrole (overeenkomend met de concentratie van
het medium bij het hoogste expositieniveau), indien een medium wordt gebruikt, zijn vereist. Afgezien van de
toediening van de teststof moeten de dieren in de controlegroep op dezelfde wijze als de dieren in de testgroepen
worden behandeld. De hoogste concentratie moet leiden tot toxische effecten, maar er mogen geen of weinig
sterfgevallen voorkomen. Bij de laagste concentratie mogen geen tekenen van toxiciteit optreden. Indien het
blootstellingsniveau van de mens kan worden geschat, moet de laagste concentratie deze overschrijden. In het
ideale geval treden bij de middelste concentratie minimaal waarneembare toxische effecten op. Bij meer dan één
tussenconcentratie moet het verschil tussen de concentraties zo groot zijn dat een gradatie in toxische effecten
wordt verkregen. In de groep met de laagste concentratie, in de tussengroepen en in de controlegroepen mogen
niet veel sterfgevallen voorkomen, omdat anders een zinvolle evaluatie van de resultaten niet mogelijk is.

Blootstellingstijd

De dagelijkse blootstellingstijd bedraagt 6 uur, maar een afwijkende duur kan in verband met specifieke
vereisten nodig zijn.

Apparatuur

De dieren worden aan de teststoffen blootgesteld met behulp van inhalatieapparatuur die zodanig is gebouwd
dat kan worden gezorgd voor een dynamische luchtdoorstroming van ten minste 12 luchtverversingen per uur,
een toereikend zuurstofgehalte en een gelijkmatige verdeling van de teststof in de atmosfeer. Als van een
expositickamer gebruik wordt gemaakt, moet deze op zodanige wijze zijn ontworpen dat de dieren zo min
mogelijk bij elkaar kunnen kruipen en zoveel mogelijk door inhalatie aan de teststof worden blootgesteld. Als
algemene regel voor het verzekeren van een stabiele atmosfeer in de expositickamer geldt dat het totale
volume” van de proefdieren niet méér mag bedragen dan 5 % van het volume van de blootstellingskamer.
Naar keuze kunnen de dieren oronasaal, alleen met hun kop of individueel met hun hele lijf aan de testlucht
worden blootgesteld; de cerste twee methoden zullen ertoe bijdragen dat zo min mogelijk teststof via andere
wegen in het lichaam wordt opgenomen.

Observatieperiode

De proefdieren moeten tijdens de gehele periode van behandeling en herstel dagelijks op tekenen van toxiciteit
worden onderzocht. Het tijdstip waarop de dood intreedt, het tijdstip waarop toxische verschijnselen voor het
eerst zijn waargenomen en het tijdstip waarop zij weer verdwijnen, moeten worden genoteerd.

Uitvoering

De dieren worden gedurende een periode van 28 dagen, § tot 7 dagen per week aan de teststof blootgesteld.
Dieren in satellietgroepen voor latere waarnemingen moeten nog 14 dagen zonder behandeling worden
gehouden om herstel of voortduren van de toxische effecten te kunnen vaststellen. Tijdens de proefnemingen
dient de temperatuur op 22 °C + 3 °C te worden gehouden.

In het ideale geval moet de relatieve’ vochtigheid tussen 30 % en 70 % worden gehouden, behalve waar dit niet
goed uitvoerbaar is (bijvoorbeeld bij het testen van sommige aérosolen). Het onderhouden van een lichte
onderdruk (< 5 mm water) voorkomt het weglekken van de teststof naar de omgeving. Gedurende de
blootstelling worden de dieren voedsel en water onthouden.

Er moet gebruik worden gemaakt van een dynamisch inhalatiesysteem met een geschikt systeem voor de
analytische controle van de concentratie. Aanbevolen wordrt in een verkennende proef vast te stellen welke
blootstellingsconcentraties voor de proeven het meest geschike zijn. De doorstromingssnelheid moet zodanig
worden aangepast dat de condities in de expositiekamer homogeen zijn. Het systeem moet waarborgen dat de
omstandigheden bij de proef zo spoedig mogelijk stabiel zijn.



1.6.3.1.

1.6.3.2.

De volgende parameters moeten worden gemeten of gemonitored:
a) de luchtdoorstromingssnelheid (luchtdebiet) (continu);

b) de feitelijke concentratie van de teststof in het ademhalingsgebied. Tijdens de dagelijkse blootstelling mag de
concentratie met niet méér dan t 15 % van het gemiddelde afwijken. Bij sommige aérosolen is het mogelijk
dat de concentratie niet binnen deze grenzen gehouden kan worden; in dat geval kan een grotere afwijking
worden aanvaard. Tijdens de gehele duur van de studie moeten de dagelijkse concentraties zo constant
mogelijk worden gehouden. Voor aérosolen moet ten minste éénmaal per week bij elke testgroep de
deeltjesgrootteverdeling worden geanalyseerd;

¢) de temperatuur en de vochtigheid (continu, indien mogelijk);

Tijdens en na de blootstelling worden waarnemingen gedaan die voor elk individueel dier systematisch worden
geregistreerd. Alle dieren moeten dagelijks worden geobserveerd; tekenen van toxiciteit moeten worden
genoteerd met het tijdstip waarop deze voor het eerst optreden en de mate en de duur ervan. Bij het observeren
wordt in ieder geval aandacht besteed aan veranderingen van huid en vacht, ogen, slijmvliezen, ademhalingsor-
ganen, bloedsomloop, autonoom en centraal zenuwstelsel, somatomotorische activiteit en gedrag. Wekelijks
moeten de dieren worden gewogen. Het wordt eveneens aanbevolen het voerverbruik wekelijks te meten. De
dieren moeten regelmatig worden geobserveerd, om te voorkomen dat ze voor de studie verloren gaan als
gevolg van oorzaken als kannibalisme, autolyse van weefsels of omdat de dieren in verkeerde kooien zijn
geplaatst. Na afloop van de onderzoekperiode wordt bij alle overlevende dieren in de behandelde groepen
(afgezien van de dieren in de satellietgroep) necropsie verricht. Stervende dieren of dieren met hevige angst of
pijn, moeten meteen na ontdekking worden verwijderd en op een humane manier worden gedood; bij hen
wordt eveneens necropsie verricht.

Na afloop van de proeven moet bij alle dieren, met inbegrip van die uit de controlegroep, het volgende worden
onderzocht:

i) hematologie, waarbij ten minste bepaling van hematocriet en hemoglobinegehalte, erythrocytentelling,
totale en gedifferentieerde telling van de leucocyten en meting van stollingseigenschappen moeten worden
uitgevoerd.

ii)  klinisch-biochemische bepalingen in het bloed waarbij ten minste één parameter van de leverfunctie en
nierfunctie wordt bekeken: serum alanineaminotransferase (vroegere benaming: serum glutaminezuur-py-
rodruivenzuur-transaminase (SGPT)), serum aspartaataminotransferase (vroegere benaming: serum glu-
taminezuur-oxaalazijnzuur-transaminase (SGOT)), ureum, albumine, bloedcreatinine, totaal bilirubine
en totaal serumeiwit.

Voor een goede toxicologische evaluatie kan het nodig zijn het onderzoek uit te breiden met: calcium, fosfor,
chloride, natrium, kalium, glucosegehalte in nuchtere toestand, analyse van de lipiden, hormonen, zuur/
base-evenwicht, methemoglobine en cholinesterase-activiteir.

Zo nodig kan verder klinisch-biochemisch onderzoek worden verricht om het onderzoek van de waargenomen
effecten uit te breiden.

Macroscopische necropsie

Bij alle dieren in de studie moet een volledige macroscopische necropsie worden uitgevoerd. Zo spoedig
mogelijk na sectie moeten ten minste lever, nieren, bijnieren, longen en testes nat worden gewogen om te
voorkomen dat ze uitdrogen. Organen en weefsels (de ademhalingswegen, lever, nieren, milt, testes, bijnieren,
hart en alle organen die macroscopisch waarneembare afwijkingen of veranderingen in omvang vertonen)
moeten in een geschikt medium worden bewaard voor eventueel histopathologisch onderzoek. De longen
moeten in hun geheel worden verwijderd, gewogen en behandeld worden met een geschikt fixatief om ervoor te
zorgen dac de longstructuur intact blijft.

Histopathologisch onderzoek

Bij de dieren in de hoge concentratiegroep en bij de dieren in de controlegroep(en) moet histopathologisch
onderzoek op de bewaarde organen en weefsels worden verricht. Organen en weefsels die bij het hoogste
concentratieniveau door de teststof blijken te zijn beschadigd, moeten in alle groepen met een lagere dosering
worden onderzocht. Bij het histopathologisch onderzoek van dieren in satellietgroepen moet speciaal worden
gelet op organen en weefsels waar, bij de andere behandelde groepen, effecten blijken te zijn opgetreden.

GEGEVENS

De volgende gegevens moeten voor iedere proefgroep in tabellen worden samengevat: het aantal dieren bij het
begin van het onderzoek en het aantal dieren waarbij ieder type beschadiging voorkomt.



3.1,

3.2.

Alle waargenomen resultaten moeten met behulp van een geschikte statistische methode worden geévalueerd.
ledere erkende statistische methode kan hiervoor worden gebruikt.

RAPPORTAGE
VERSLAG VAN DE PROEFNEMINGEN

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:

— diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voeding, enzovoort;

— proefomstandigheden:
Beschrijving van de blootstellingsapparatuur met inbegrip van ontwerp, type, afmetingen, luchtbron,
systeem voor het genereren van aérosolen, methode van luchtconditionering, behandeling van de afgevoerde
lucht en de wijze waarop de dieren tijdens de proeven in een blootstellingskamer zijn ondergebracht als deze
is gebruikt. Er moet een beschrijving worden gegeven van de apparatuur voor het meten van de

temperatuur, de vochtigheid en, in voorkomend geval, de stabiliteit van de concentratie of de deeltjesgroot-
teverdeling van de aérosolen.

Gegevens betreffende de blootstelling:

Deze moeten tabellarisch worden gerangschikt en worden voorzien van gemiddelde waarden en een maat
voor de variabiliteit (bijvoorbeeld standaardafwijking). Zij dienen zo mogelijk te omvatten:

a) de luchtdoorstromingssnelheid (luchtdebiet) door de inhalatieapparatuur;

b) temperatuur en vochtigheid van de lucht;

¢) nominale concentraties (de totale hoeveelheid teststof die de inhalatieapparatuur wordt binnengeleid,
gedeeld door het luchtvolume);

d) aard van het eventuele medium;
e) feitelijke concentraties van de teststof in het ademhalingsgebied van de dieren;
f) massa-mediaan van de aérodynamische diameter (MMAD) en de geometrische standaardafwijking
(GSD);
— pgegevens over de toxische reactie per geslacht en concentratie;

— tijdstip gedurende de studie waarop de dood intreedt, of aangeven of de dieren tot het einde van de proef in
leven bleven;

— beschrijving van toxische of andere effecten; hoogste niveau waarbij geen effect wordt waargenomen;
— tijdstip waarop een abnormaal verschijnsel wordt waargenomen en het verloop hiervan;

— gegevens over voedselconsumptie en lichaamsgewichr;

— uitgevoerde hematologische proeven en alle resultaten;

— uitgevoerde klinisch-biochemische proeven en alle resultaten;

— bevindingen bij de necropsie;

— een gedetailleerde beschrijving van alle histopathologische bevindingen;

— waar mogelijk statistische behandeling van de resultaten;

— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

EVALUATIE EN INTERPRETATIE

Zie algemene inleiding deel B (punt D).

LITERATUUR

Zie algemene inleiding deel B (punt E).



1.1.

1.2.

1.3

1.4.

1.6.

1.6.1.

1.6.2.

1.6.2.1.

B.9. TOXICITEIT (DERMAAL) BI] HERHAALDE TOEDIENING (28 DAGEN)

METHODE
INLEIDING

Zie algemene inleiding deel B {(punt A).

DEFINITIES

Zie algemene inleiding deel B (punt B).

REFERENTIESTOFFEN

Geen,

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De teststof wordt gedurende een periode van 28 dagen dagelijks in geleidelijk stijgende doseringen op de huid
van verscheidene groepen proefdieren aangebracht. Er wordt één dosis per groep gebruikt. Gedurende de
periode dat de stof wordt toegediend, worden de dieren dagelijks geobserveerd om tekenen van toxiciteit te
ontdekken. Bij dieren die tijdens het onderzoek sterven en bij dieren die aan het eind van de proef leven, wordt
necropsie verricht.

KWALITEITSCRITERIA

Geen.

BESCHRIVING VAN DE TESTMETHODE
Voorbereidingen

Voor het onderzoek worden de dieren ten minste 5 dagen onder gelijke huisvestings- en voedingsomstandighe-
den gehouden als tijdens de proef voorkomen. Gezonde jonge dieren worden op willekeurige wijze voor de
behandeling ingedeeld bij testgroepen en controlegroepen. Kort voor de proef wordt het haar op het ruggedeelre
van de romp van de proefdieren geknipt; het haar kan ook worden geschoren, maar dit moet dan ongeveer

24 uur voor de proef worden gedaan. Gewoonlijk zal het dier ongeveer om de week opnieuw moeten worden

poeder kunnen worden fiingemaake, moet de teststof voldoende met water of, zo nodig, met een passend
medium worden bevochtigd, zodat de stof goed in contact met de huid komt. Vloeibare teststoffen worden in
het aigemeen onverdund gebruikt. De teststof wordt gedurende 5 tot 7 dagen per week dagelijks
aangebracht,

Proefomstandigheden

Proefdieren

Er kan gebruik worden gemaakt van volwassen ratten, konijnen of cavia’s. Ook andere diersoorten kunnen
worden gebruikt, maar de noodzaak hiervoor moet worden aangetoond.

Bij het begin van de studie mag het gewicht van de dieren die bij de test worden gebruike niet meer dan + 20 %
van het gemiddelde gewicht afwijken.



1.6.2.2.

1.6.2.3.

1.6.2.4.

1.6.2.5.

1.6.3.

Aantal en geslacht

Voor ieder dosisniveau moeten ten minste tien dieren (vijf wijfjes en vijf mannetjes) met een gezonde huid
worden gebruikt. De wijfjes moeten nullipaar zijn en niet zwanger. Indien het de bedoeling is tussentijds dieren
te doden, moet het aantal worden verhoogd met het aantal dieren dat volgens plan voor de voltooiing van de
studie zal worden gedood. Daarnaast kan een satellietgroep van tien dieren (vijf per geslacht) gedurende

Dosisniveau

Ten minste drie dosisniveaus, met een controlegroep of een mediumcontrolegroep, indien een medium wordt
gebruikt, zijn vereist, De expositieduur moert ten minste 6 uur per dag bedragen. De teststof moet iedere dag op
ongeveer dezelfde tijd worden aangebracht; op vastgestelde tijden (iedere week of twee keer per week) is een
correctie vereist om ervoor te zorgen dat het dosisniveau in verhouding tot het lichaamsgewicht van het dier
constant blijft. Afgezien van de toediening van de teststof moeten de dieren in de controlegroep op dezelfde
wijze als de dieren in de proefgroep worden behandeld. Indien een medium is gebruikt om het doseren te
vergemakkelijken moet aan de mediumcontrolegroep op dezelfde wijze als aan de testgroep een dosis van het
medium worden toegediend en deze dosis moct even groot zijn als die van de dieren in de groep met het hoogste
dosisniveau. Het hoogste dosisniveau van de teststof moet leiden tot toxische effecten, maar er mogen geen of

verkregen. In de groep met de laagste dosis en in de tussengroepen, alsmede in de controlegroepen, mogen niet
veel sterfgevallen voorkomen, omdat anders een zinvolle evaluatie van de resultaten niet mogelijk is.

Indien toediening van de teststof tor ernstige huidirritatie leidt, moeten de concentraties worden verlaagd, wat
vermindering of ontbreken van andere toxische effecten bij het hoge dosisniveau tot gevolg kan hebben. Indien
de huid ernstig is beschadigd, kan het zelfs noodzakelijk zijn de studie te beéindigen en een nieuwe studie met

Limiettest

Indien bij een verkennende proef geen toxische effecten optreden bij een dosisniveau van 1 000 mg/kg, of een
hoger niveau dat verband houdt met het niveay Wwaaraan de mens, voor zover bekend, kan worden
blootgesteld, is het wellicht niet noodzakelijk om verdere proeven te nemen.

Observatieperiode

De proefdieren moeten dagelijks worden onderzocht op tekenen van toxiciteir. Het tijdstip waarop de dood
intreedt, het tijdstip waarop toxiciteitsverschijnselen voor het eerst zijn waargenomen en het tijdstip waarop zij
weer verdwijnen, moeten worden opgetekend.

Uitvoering

De dieren moeten afzonderlijk in kooien worden gehuisvest. De dieren worden gedurende een periode van 28
dagen, zo mogelijk 7 dagen per week, met de teststof behandeld. Dieren in eventuele satellietgroepen voor

de toxische effecten te kunnen vaststellen. De blootstellingstijd moet 6 uur per dag bedragen.

De teststof moet gelijkmatig worden aangebracht over een oppervlakee van ongeveer 10 % van de totaie
lichaamsopperviakte. Bij zeer toxische stoffen kan de te bedekken opperviakte kleiner zijn, maar een zo groot
mogelijke oppervlakte moet worden bedekt met een zo dun en gelijkmatig mogelijk aangebrachte laag.

voorkomen dat de dieren de teststof via de mond opnemen, maar het wordt niet aangeraden de dieren volledig
te immobiliseren. Als alternatief kan een »beschermende halskraag” worden gebruikt.
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Aan het einde van de blootstellingsperiode wordt de resterende teststof zo mogelijk met water van de hui
verwijderd of anders door middel van een andere geschikte reinigingstechniek.

Alle dieren moeten dagelijks worden geobserveerd; tekenen van toxiciteit moeten worden genoteerd me
inbegrip van het tijdstip waarop deze voor het eerst optraden en de mate en de duur ervan. Bij het observere
moet aandacht worden besteed aan veranderingen van de huid, de vacht, de ogen en de slijmvliezen, d
ademhalingsorganen, de bloedsomloop, het autonome en het centrale zenuwstelsel, de somatomotorisch
activiteit en het gedrag. Wekelijks moeten de dieren worden gewogen. Het is eveneens aanbevolen he
voerverbruik wekelijks te meten. De dieren moeten regelmatig worden geobserveerd om te voorkomen dat z
voor de studie verloren gaan als gevolg van oorzaken als kannibalisme, autolyse van weefsels of omdat
dieren in verkeerde kooien zijn geplaatst. Na afloop van de onderzoekperiode wordt bij alle overlevende diere
in de behandelde groepen (afgezien van de dieren in de satellietgroep), necropsie verricht. Indien stervend
dieren of dieren met hevige nood/ ongemak of pijn worden aangetroffen, moeten deze worden verwijderd en o
cen humane manier worden gedood; bij hen wordt eveneens necropsie verricht.

Na afloop van de studie moeten bij alle dieren, met inbegrip van die uit de controlegroepen, de volgend
onderzoekingen worden uitgevoerd:

1) Hematologie waarbij ten minste bepaling van hematocriet en hemoglobinegehalte, erythrocytentelling
totale en gedifferentieerde telling van de leucocyten en meting van stollingsvermogen.

2) Klinisch-biochemische bepalingen in het bloed waarbij ten minste één parameter van de lever- e
nierfunctie: serum alanineaminotransferase (vroegere benaming: serum glutaminezuur-pyrodruiven
zuur-transaminase (SGPT)), serum aspartaataminotransferase (vroegere benaming: serum glutamine
zuur-oxaalazijnzuur-transaminase (SGOT)), ureum, albumine, bloedcreatinine, totaal bilirubine en totaa
serumeiwit.

Voor een goede toxicologische evaluatie kan het nodig zijn het onderzoek uit te breiden met: calcium, fosfor
chloride, natrium, kalium, glucosegehalte bij nuchtere toestand, analyse van de lipiden, hormonen, zuur,
base-evenwicht, methemoglobine en cholinesterase-activiteit.

Zo nodig kan verder klinisch-biochemisch onderzoek worden verricht om het onderzoek van de waargenomer
effecten uit te breiden.

Macroscopische necropsie

Bij alle dieren in de studie moet een volledige macroscopische necropsic worden uitgevoerd. Zo spoedi
mogelijk na sectie moeten ten minste lever, nieren, bijnieren en testes nat worden gewogen om te voorkomer
dat ze uitdrogen. Organen en weefsels (de normale en de behandelde huid, lever, nieren, milt, testes, bijnieren
hart en alle organen die macroscopisch waarneembare beschadigingen of veranderingen in omvang vertonen
moeten in een geschikt medium worden bewaard voor eventueel later histopathologisch onderzoek.

Histopathologisch onderzoek

Bij de dieren in de groep die een hoge dosis heeft ontvangen en bij die in de controlegroep moet
histopathologisch onderzoek op de bewaarde organen en weefsels worden verricht. Organen en weefsels die bij
het hoogste doseringsniveau door de teststof blijken te zijn beschadigd, moeten in alle groepen met een lagere
dosering worden onderzocht. Bij het histopathologisch onderzoek van de dieren in de satellietgroep moet
speciaal worden gelet op de organen en weefsels waar, bij de andere behandelde groepen, effecten blijken te ziin
opgetreden.

GEGEVENS

De volgende gegevens moeten voor iedere proefgroep in tabellen worden samengevat: het aantal dieren bij het
begin van het onderzoek en het aantal dieren waarbij ieder type beschadiging voorkomt.

Alle waargenomen resultaten moeten met behulp van een geschikre statistische methode worden geévalueerd.
ledere erkende statistische methode kan hiervoor worden gebruike.



3.1.

RAPPORTAGE

VERSLAG VAN DE PROEFNEMINGEN

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:

diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, dieet, enzovoort,
proefomstandigheden (met inbegrip van het soort verband: occlusief of niet-occlusief);
dosisniveaus (met het eventueel medium) en concentraties;

waar mogelijk het hoogste dosisniveau waarbij geen effect optreedt;

gegevens over de toxische reactie naar geslacht en dosis;

tijdstip gedurende de studie waarop de dood intreedt, of aangeven of dieren tot het eind van de proef bleven
leven;

toxische of andere effecten;

tijdstip waarop een abnormaal verschijnsel werd waargenomen en het verloop hiervan;
gegevens over voedsel en lichaamsgewicht;

uitgevoerde hematologische proeven en alle resultaten;

uitgevoerde klinisch-biochemische proeven en alle resultaten;

bevindingen bij de necropsie;

een gedetailleerde beschrijving van alle histopathologische bevindingen;

waar mogelijk statistische behandeling van de resultaten;

bespreking van de resultaten;

interpretatie van de resultaten.

EVALUATIE EN INTERPRETATIE

Zie algemene inleiding deel B (punt D).

LITERATUUR

Zie algemene inleiding deel B (punt E),



»B.10. MUTAGENITEIT — IN-VITROTEST OP CHROMOSOOMAFWIJKINGEN IN ZOOGDIERCELLEN

METHODE

Deze methode is overgenomen van TG 473 van de OESO: In-vitrotest op chromoscomafwijkingen in zoog-
diercellen (1997).

INLEIDING

De m-vitrotest op chromosoomafwijkingen is bedoeld om te bepalen welke stoffen structurele chromosoom-
afwijkingen bij gekweekte menselijke cellen veroorzaken (1)(2)(3). Er zijn twee soorten structurele afwijkingen:
het chromosoomtype en het chromatidetype. De meeste chemische mutagenen veroorzaken afwijkingen van
het chromatidetype, maar ook het chromosoomtype komt voor. Een toename van polyploidie kan erop wij-
zen dat een chemische stof numerieke afwijkingen kan veroorzaken. Deze methode is echter niet opgezet om
numerieke afwijkingen te meten en wordt normaal gesproken niet voor dat doel gebruikt. Chromosoommuta-
ties en soortgelijke voorvallen veroorzaken veel genetische ziekien bij de mens en het lijkt er sterk op dat
chromosoommutaties en soortgelijke voorvallen die veranderingen in oncogenen en tumorsuppressorgenen
van somatische cellen veroorzaken, betrokken zijn bij de inductie van kanker bij de mens en bij proefdieren.

Bij de in-vitrotest op chromosoomafwijkingen kunnen culturen van permanente cellijnen, celstammen of pri-
maire celculturen worden gebruike. De gebruikie cellen worden geselecteerd op basis van het groeivermogen
in een cultuur, de stabiliteit van het karyotype, het aantal chromosomen, de verscheidenheid van de chromo-
somen en de frequentie van spontane chrn)mosoonmfwiikingcn.

Bij in vitro uitgevoerde tests moet er meestal een exogene metabole activeringsbron worden gebruike. Dit
metabole activeringssysteem kan de omstandigheden in een zoogdiercel in vivo niet volledig nabootsen. Er
moet goed op worden gelet dat omstandigheden die kunnen leiden tot positieve resultaten die niet het gevolg
zijn van intrinsieke mutageniteit maar door veranderingen in de pH of de osmolaliteit of een sterke cytotoxi-
citeit worden veroorzaakt, worden vermeden (4)(5).

Deze test wordt gebruikt voor de screening op mogelijke mutagenen en carcinogenen voor zoogdieren, Veel
stoffen die positief op deze test reageren, zijn carcinogeen voor zoogdieren, maar er is geen absolute correla-
tie tussen deze test en carcinogeniteit. De correlatie is afhankelijk van de chemische klasse en het lijkt er
steeds meer op dat er carcinogenen zijn die met deze test worden gesignaleerd omdat ze blijkbaar via andere
mechanismen dan directe DNA-beschadiging werken,

Zie ook de algemene inleiding van deel B.

DEFINITIES

Afwijking van het chromatidetype: structurele chromosoombeschadiging waarbij breuken in individuele
chromatiden ontstaan, eventueel gevolgd door recombinatie.

Afwijking van het chromosoomtype: structurele chromosoombeschadiging waarbij breuken in beide chro-
matiden op dezelfde plaats ontstaan, eventueel gevolgd door recombinatie.

Endoreduplicatie: een proces waarbij de kern na een S-fase met DNA-replicatie niet tot mitose overgaat,
maar opnieuw een S-fase begint. Het resultaat is chromosomen niet 4, 8, 16, ... chromatiden.

Hiaat: een achromatische beschadiging die kleiner is dan de breedte van één chromatide en waarbij de fout in
de uitlijning van de chromatiden minimaal is.

Mitotische index: de verhouding tussen het aantal cellen in de metafase en het totale aantal cellen in een
populatie; deze index geeft een indicatie van de snelheid waarmee deze populatie zich voortplant,

Numerieke afwijking: een verandering in het aantal chromosomen ten opzichte van het normale aantal dat
kenmerkend is voor de gebruikte cellen.
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1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4.

Polyploidie: het voorkomen van een ander veelvoud van het haploide aantal chromosomen (n) dan het diplo-
ide aantal (d.w.z. 3n, 4n, enz.).

Structurele afwijking: een verandering in de chromoscomstructuur die bij microscopisch onderzoek tijdens
de metafase van de celdeling kan worden waargenomen in de vorm van deleties, fragmenten en intra- of
interchromosomale uitwisselingen.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Celculturen worden zowel met als zonder metabole activering aan de teststof blootgesteld. Op vooraf

_bepaalde tijdstippen na de blootstelling van de celculturen aan de teststof worden ze met een metafasestopper

{bv. Colcemid® of colchicine) behandeld, geoogst en gekleurd en worden de cellen in de metafase microsco-
pisch onderzocht op de aanwezigheid van chromosoomafwijkingen.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

Voorbereiding

Cellen

Er kunnen verschillende soorten cellijnen, stammen of primaire celculturen worden gebruikt, waaronder ook
menselifke cellen (bv. fibroblasten van Chinese hamsters of menselijke of van andere zoogdieren afkomstige
perifere bloedlymfocyten).

Media en kweckomstandigheden

Er moet worden gezorgd voor geschikte kweekmedia en incubatieomstandigheden (kweekvat, CO,-concentra-
tie, temperatuur en vochtigheid) voor de culturen. Permanente cellijnen en stammen moeten geregeld worden
gecontroleerd om na te gaan of het modale aantal chromosomen stabiel is en er geen besmetting met myco-
plasma heeft plaatsgevonden: indien dit laatste het geval is, mogen ze niet worden gebruikt. De normale tijd
voor de celeyclus bij de gebruikte cellen en kweckomstandigheden moet bekend zijn.

Bereiding van de culturen

Permanente cellijnen en stammen: cellen uit stameulturen worden met een zodanige dichtheid in een kweek-
medium geént dat de kolonies voor het oogsten niet aancengroeien, en bij 37°C geincubeerd.

Lymphocyten: met een stollingsremmer (bv. heparine) behandeld volledig bloed of geisoleerde lymfocyten van
gezonde proefpersonen worden toegevoegd aan het kweekmedium met een mitogeen (bv. fytohemagglutinine)
en bij 37°C geincubeerd.

Metabole activering

De cellen dienen zowel met als zonder een geschikt metabool activeringssysteem aan de teststof te worden
blootgesteld. Het meest gebruikte systeem is een post-mitochondriale fractie aangevuld met een cofactor ($9),
verkregen uit de lever van knaagdieren die zijn behandeld met enzym-inducerende stoffen als Aroclor 1254
(6)(7)(8)(9) of een mengsel van fenobarbiton en B-nafroflavon (10)(11)(12).

De post-mitochondriale fractie wordt meestal gebruikt bij een concentratie van 1-10% (v/v) in het uiteinde-
like medium. De omstandigheden voor het gebruik van een metabool activeringssysteem kunnen afhankelijk
zijn van de aard van de geteste chemische verbinding. In sommige gevallen zal wellicht meer dan een concen-
tratie van de post-mitochondriale fractie moeten worden gebruikt.

Een aantal ontwikkelingen, bijvoorbeeld de opbouw van genetisch aangepaste cellijnen waarin specifieke acti-
veringsenzymen tot expressie komen, kan endogene activering mogelifk maken. Voor de keuze van de
gebruikte cellijnen moet een wetenschappelijke verantwoording worden gegeven (bv. aan de hand van de rele-
vantie van het cytochroom P450-isoenzym voor het metabolisme van de tesistof).
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Teststof/Bereiding

Vaste teststoffen moeten in geschikte oplosmiddelen of media worden opgelost of gesuspendeerd en eventueel
v66r de behandeling van de cellen worden verdund. Vloeibare teststoffen kunnen rechtstreeks aan het testsys-
teem worden toegediend en/of véér de behandeling worden verdund. Tenzij uit stabiliteitsgegevens blijkt dat
opslag aanvaardbaar is, moeten verse bereidingen van de teststof worden gebruikt.

Testomstandigheden

Oplosmiddel/Medium

Chemische reacties tussen het oplosmiddel/medium en de teststof moeten uitgesloten zijn en het oplosmiddel]
medium moet verenigbaar zijn met het overleven van de cellen en de S9-activiteit. Als er andere dan gangbare
oplosmiddelen/media worden gebruikt, moeten gegevens worden verstrekt waaruit blijkt dat ze geen proble-
men opleveren. Aanbevolen wordt waar mogelijk eerst te bezien of een waterig oplosmiddel/medium kan
worden gebruikt. Wanneer stoffen worden getest die in water instabiel zijn, moeten de gebruikte organische
oplosmiddelen watervrij zijn. Water kan door toevoeging van een moleculaire zeef worden verwijderd.

Blootstellingsconcentraties

Bij de bepaling van de hoogste concentratie moet onder andere rekening worden gehouden met de cytotoxici-
teit, de oplosbaarheid in het testsysteem en veranderingen in de pH of de osmolaliteit.

De cytotoxiciteit moet met en zonder metabole activering in het hoofdexperiment worden bepaald aan de
hand van adequate indicaties omtrent de integriteit en de groei van de cellen, zoals de mate van confluentie,
het aantal levensvatbare cellen of de mitotische index. Het kan nuttig zijn vooraf een apart experiment uit te
voeren om de cytotoxiciteit en de oplosbaarheid te bepalen.

Er moeten ten minste drie analyseerbare concentraties worden gebruikt. Wanneer er cytotoxiciteit optreedt,
moeten deze concentraties een interval van de maximale tot geen of vrijwel geen toxiciteit bestrijken; dit bete-
kent meestal dat de concentraties niet meer dan een factor 2 tot 10 uit elkaar mogen liggen. Bij het oogsten
moet de hoogste concentratie een significante verlaging van de mate van confluentie, het aantal cellen of de
mitotische index veroorzaken (voor alle parameters meer dan 50%). De mitotische index is slechts een indi-
recte maat voor de cytotoxische/cytostatische effecten en is afhankelijk van het tijdstip na de behandeling. De
mitotische index is echter aanvaardbaar voor culturen in suspensie, waarbij andere metingen van de toxiciteit
omslachtig en onpraktisch kunnen zijn. Informatie over de kinetiek van de celeyclus, zoals de gemiddelde
generatietijd (GGT), kan als aanvulling worden gebruikt. De GGT is echter een algeheel gemiddelde waaruit
niet altijd blijkt of er achterblijvende deelpopulaties zijn en zelfs cen geringe stijging van de GGT kan samen-
gaan met cen zeer aanzienlijke vertraging op het moment waarop de hoeveelheid afwijkingen maximaal is.

Bij stoffen met een betrekkelijk geringe cytotoxiciteit moet de maximale concentratie 5plfml, 5mg/ml of

0,01 M (de laagste van deze drie) zijn.

Bij betrekkelijk onoplosbare stoffen die bij lagere concentraties dan de oplosbaarheidsgrens niet toxisch zijn,
moet de hoogste dosis een concentratie boven de oplosbaarheidsgrens in het uiteindelijke kweekmedium aan
het eind van de behandelingsperiode zijn. In sommige gevallen (bv. wanneer de toxiciteit alleen optreedt bij
hogere concentraties dan de oplosbaarheidsgrens, is het raadzaam bij meer dan een concentratie met zicht-
baar neerslag te testen. Het kan nuttig zijn de oplosbaarheid aan het begin en het eind van de behandeling te
bepalen, aangezien de oplosbaarheid tijdens de blootstelling in het testsysteem door de aanwezigheid van bij-
voorbeeld cellen, $9 of serum kan veranderen. Onoplosbaarheid kan met het blote oog worden geconstateerd.
Het neerslag mag niet storen bij het scoren.

Negatieve en positieve controles

Bij elk experiment moeten tegelijkertiid positieve en negatieve (oplosmiddel of medium) controles worden uit-
gevoerd, zowel met als zonder metabole activering. Wanneer metabole activering wordt gebruike, moet de
voor de positieve controle gebruikte chemische stof activering vereisen om een mutagene reactie te veroor-
zaken.

Voor de positieve controles moet een bekend Klastogeen worden gebruike, waarvan op het blootstellings-
niveau een reproduceerbare en detecteerbare stijging ten opzichte van het achtergrondniveau kan worden ver-
wacht om de gevoeligheid van het testsvsteem aan te tonen,
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De concentraties van de positieve controle moeten zodanig worden gekozen dat de effecten duidelijk zijn
maar de gecodeerde objectglaasjes niet onmiddellijk als zodanig herkenbaar zijn. Als positieve controle kun-
nen bijvoorbeeld worden gebruikt:

Metabole activering Stof CAS-nr. Einecs-nr.

Zonder exogene metabole activering | Methylmethaansulfonaat 66-27-3 200-625-0
Ethylmethaansulfonaat 62-50-0 200-536-7
Ethylnitrosoureum 759-73-9 212-072-2
Mitomycine C 50-07-7 200-008-6
4-Nitrochinoline-N-oxide 56-57-5 200-281-1

Met exogene metabole activering Benzo[a]pyreen 50-32-8 200-028-5
Cyclofosfamide 50-18-0 200-015-4
Cyclofosfamide monohydraat 6055-19-2

Ook andere geschikte stoffen kunnen als positieve controle worden gebruikt, Waar mogelijk dient het gebruik
van stoffen uit een verwante chemische klasse als positieve controle te worden overwogen.

Voor elk oogsttijdstip dienen negatieve controles in het experiment te worden opgenomen, waaraan uitslui-
tend het oplosmiddel of het medium wordt toegediend en die verder op dezelfde manier als de culturen met
teststof worden behandeld. Daarnaast moeten er ook controles worden gebruikt waaraan niets wordt toege-
diend, tenzij in het verleden reeds is aangetoond dat het gekozen oplosmiddel geen schadelijke of mutagene
effecten veroorzaakt.

Uitvoering

Behandeling mer de testsiof

Delende cellen worden zowel met als zonder metabool activeringssysteem met de teststof behandeld. De
behandeling van lymfocyten moet ongeveer 48 uur na de mitogene stimulering beginnen.

Normaal gesproken mocten voor elke concentratie twee culturen worden gebruikt en voor culturen met nega-
tievefoplosmiddelcontrole wordt dit sterk aanbevolen. Wanneer aan de hand van gegevens uit het verleden
kan worden aangetoond dat de verschillen tussen duploculturen minimaal zijn (13)(14), kan het gebruik van

één cultuur voor elke concentratie aanvaardbaar zijn.

Bij het testen van gassen of vluchtige stoffen moet een daarvoor geschikte methode worden gevolgd, bijvoor-
beeld in een gesloten kweekvat (15)(16).

onld

Oogsttijdstippen

Bij het eerste experiment moeten de cellen zowel met als zonder metabole activering gedurende drie tot zes
uur aan de teststof worden blootgesteld en wordt op een tijdstip dat overeenkomt met ongeveer 1.5-maal de
normale lengte van een celeyclus na het begin van de behandeling bemonsterd (12). Als op deze wijze zowel
met als zonder activering negatieve resultaten worden verkregen, wordt een nieuw experiment zonder active-
ring uitgevoerd, waarbij de behandeling wordr voortgezet towdat op een ujdstip dat overeenkomr met onge-
veer 1,5-maal de normale lengte van cen celevelus wordt bemonsterd. Voor sommige stoffen gaat de detecue
beter bij een behandelings/bemonsteringstijd van meer dan 1.5-maal de lengte van de celcyclus. Negatieve
resultaten met metabole activering moeten per geval worden bevestigd. Wanneer bevestiging van negatieve
resultaten niet nodig wordt geacht, moet hiervoor een motivering worden gegeven.
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Chromosoompreparaten

De celculturen worden meestal gedurende één tot drie uur va6r het oogsten behandeld met Colcemid® of col-
chicine. Elke celcultuur wordt afzonderlijk geoogst en behandeld voor het maken van chromosoompreparaten.
Dit houdt in dat de cellen een hypotone behandeling krijgen. gevolgd door fixatie en kleuring.

Analyse

Alle objectglaasjes, ook die van de positieve en negatieve controles, worden vé6r de microscopische analyse
onathankelijk gecodeerd. Aangezien bij de fixatie vaak een gedeelte van de metafasecellen breekt, waarbij
chromosomen verloren gaan, moeten de gescoorde cellen voor alle celtypes het modale aantal £2 centrome-
ren bevatten. Per concentratie en controle moeten minimaal 200 goed gespreide metafasen worden gescoord,
indien van toepassing gelijhelijk verdeeld over de duplobepalingen. Wanneer een groot aantal afwijkingen
wordt geconstateerd, kan dit aantal worden verlaagd.

Hoewel de test bedoeld is om structurele chromoscomafwijkingen op te sporen, is het belangrijk dat bij waar-
neming van polyploidie en endoreduplicatie ook deze verschijnselen worden geregistreerd.

GEGEVENS

BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

Aangezien de cel bij dit experiment de eenheid is, moet het percentage cellen met één of meer structurele
chromosoomafwijkingen worden bepaald. Er moet een overzicht worden gegeven van de verschillende soor-
ten structurele chromosoomafwijkingen met de aantallen en de frequentie waarmee ze in de behandelde en
controleculturen voorkomen. Hiaten worden apart geregistreerd en gerapporteerd, maar worden meestal niet
in de totale frequentie van de afwijkingen opgenomen.

Gelijktijdige metingen van de cytotoxiciteit voor alle behandelde en negatieve controleculturen bij de hoofd-
experimenten dienen ook te worden geregistreerd.

De gegevens moeten voor elke cultuur apart worden verstrekt. Daarnaast moet er een overzicht van alle gege-
vens in tabelvorm worden samengesteld.

Een duidelijk positieve reactie behoeft niet te worden bevestigd. Bij onduidelijke resultaten moet nader onder-
zoek worden gedaan, bij voorkeur onder gewijzigde experimentele omstandigheden. De noodzakelijke bevesti-
ging van ncgatieve resultaten is al onder punt 1.4.3.3. besproken. Bij vervolgexperimenten dient wijziging van
parameters te worden overwogen om de bepaling uit te breiden tot een breder scala van omstandigheden.
Parameters die voor wijziging in aanmerking komen zijn bijvoorbeeld de concentratie-intervallen en de
omstandigheden bij metabole activering.

EVALUATIE EN INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

Er zijn verschillende criteria om tot een positief resultaat te besluiten, zoals een concentratieathankelijke of
een reproduceerbare stijging van het aantal cellen met chromosoomafwijkingen. In eerste instantie moet naar
de biologische relevantie van de resultaten worden gekeken. Als hulpmiddel bij de evaluatie van de testresulta-
ten kunnen statistische methoden worden gebruike (3)(13). Statistische significantie mag echter niet de enige

bepalende factor voor een positieve reactic zijn.

Een stijging van het aantal polyploide cellen kan erop wijzen dat de teststof in staat is mitotische processen te
remmen en numerieke chromosoomafwijkingen te induceren. Een stijging van het aantal cellen met endoredu-
plicatie van chromosomen kan erop wijzen dat de teststof in staat is de voortgang van de celeyclus te rem-
men (17){18).

Indien de resultaten voor een teststof niet aan bovenstaande criteria voldoen, wordt de stof in dit systeem als
niet-mutageen beschouwd.

Hoewel de meeste experimenten duidelijk positieve of negatieve resultaten zullen opleveren, zal een definitieve
uitspraak over de effecten van de teststof in uitzonderingsgevallen onmogelijk zijn. De resultaten kunnen, hoe

vaak het experiment ook wordt herhaald, onduidelijk of twijfelachtig blijven.



Positieve resultaten bij de in-vitrotest op chromosoomafwijkingen wijzen erop dat de teststof in gekweekte
somatische zoogdiercellen structurele chromosoomafwijkingen induceert. Negatieve resultaten wijzen erop dat
de stof onder de testomstandigheden in gekweckte somatische zoogdiercellen geen chromosoomafwijkingen
induceert.

RAPPORTAGE

TESTVERSLAG
In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:

Oplosmiddel/Medium:
— motivering voor de keuze van het medium:

~~ oplosbaarheid en stabiliteit van de teststof in het oplosmiddel/medium, indien bekend.

Cellen:

— aard en herkomst van de cellen;

— kenmerken van het karyotype en bruikbaarheid van het gebruikte celtype;

— afwezigheid van mycoplasma, indien van toepassing;

— informatie over de lengte van de celeyclus;

— geslacht van de bloeddonors, volledig bloed of geisoleerde lymfocyten, gebruikt mitogeen;
— aantal overentingen, indien van toepassing;

— methoden om de celcultuur in leven te houden, indien van toepassing;

— modaal aantal chromosomen.

Testomstandigheden:
— naam van de metafasestopper, gebruikte concentratie en blootstellingsduur:

— achtergrond voor de keuze van de concentraties en het aantal culturen, bijvoorbeeld gegevens over de
cytotoxiciteit en beperkte oplosbaarheid, indien beschikbaar;

— samenstelling van het medium en CO,-concentratie, indien van toepassing;

— concentratie van de teststof;

— toegevoegd volume medium en teststof;

— incubatietemperatuur:

— incubatietijd;

— duur van de behandeling;

— celdichtheid bij het enten, indien van toepassing:

— aard en samenstelling van het metabool activeringssysteem, met inbegrip van aanvaardbaarheidscriteria;
— positieve en negatieve controles:

— methoden voor de bereiding van de objeciglaasjes;

— criteria voor het scoren van afwijkingen:



aantal geanalyseerde metafases;
methoden voor de meting van de toxiciteit;

criteria om te bepalen of het resultaat positief, negatief of onduidelijk is.

Resultaten:

tekenen van toxiciteit, bijvoorbeeld de mate van confluentie, gegevens over de celcyclus, het aantal cellen
en de mitotische index;

neerslagverschijnselen;
gegevens over de pH en de osmolaliteit van het behandelingsmedium, indien bepaald:
definitie voor afwijkingen, met inbegrip van hiaten;

het aantal cellen met chromosoomafwijkingen en de aard van de chromosoomafwijkingen, afzonderlijk
vermeld voor elke behandelde en controlecultuur;

veranderingen in de ploidie, indien waargenomen;

indien mogelijk het verband tussen dosis en respons;

eventuele statistische analyses;

gegevens over tegelijkertijd uitgevoerde negatieve (oplosmiddel/medium) en positieve controles;

gegevens over in het verleden uitgevoerde negatieve (oplosmiddel/medium) en positieve controles met
vermelding van spreiding, gemiddelde en standaardafwijking.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies.
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»B.11. MUTAGENITEIT — IN-VIVOTEST OP CHROMOSOOMAFWIJKINGEN IN BEENMERGCELLEN VAN

ZOOGDIEREN

METHODE

Deze methode is overgenomen van TG 475 van de OESO: Test op chromosoomafwijkingen in beenmergeel-
len van zoogdieren (1997).

INLEIDING

De in-vivotest op chromosoomafwijkingen bij zoogdieren wordt gebruikt om te bepalen welke stoffen structu-
rele chromosoomafwijkingen bij beenmergcellen van dieren, meestal knaagdieren, veroorzaken (1) (2) (3) (4).
Er zijn twee soorten structurele afwijkingen: et chromosoomtype en het chromatidetype. Een toename van
polyploidie kan erop wijzen dat een chemische stof numericke afwijkingen kan veroorzaken. De meeste che-
mische mutagenen veroorzaken afwijkingen van het chromatidetype, maar ook het chromosoomtype komt
voor. Chromosoommutaties en soortgelijke voorvallen veroorzaken veel genetische ziekten bij de mens en het
lijkt er sterk op dat chromosoommutaties en soortgelijke voorvallen die veranderingen in oncogenen en
tumorsuppressorgenen veroorzaken, betrokken zijn bij de inductie van kanker bij de mens en bij proefdieren.

Voor deze test worden meestal knaagdieren gebruikt. Het doelweefsel is het beenmerg aangezien dit een sterk
doorbloed weefsel is en een populatie snel delende cellen bevat die gemakkelijk kunnen worden geisoleerd en
verwerkt. De miethode is niet geschikt voor andere diersoorten en doelweefsels,

Deze test op chromosoomafwijkingen is bijzonder geschikt om het gevaar van mutagene effecten te evalue-
ren, aangezien rekening kan worden gehouden met factoren die samenhangen met het metabolisme in vivo,
de farmacokinetiek en de DNA-herstelsynthese, hoewel deze aspecten van soort tot soort en van weefsel tot
weefsel kunnen verschillen. Een in-vivotest is ook geschikt om een in vitro gesignaleerd mutageen effect nader
te onderzoeken.

Als er aanwijzingen zijn dat de teststof of cen reactieve metaboliet daarvan niet in het doelweefsel terecht-
komt, is deze test niet geschikt.

Zie ook de algemene inleiding van deel B.

DEFINITIES

Afwijking van het chromatidetype: structurele chromosoombeschadiging waarbij breuken in individuele
chromatiden ontstaan, eventueel gevolgd door recombinatie.

Afwijking van het chromosoomtype: structurcle chromosoombeschadiging waarbij breuken in beide chro-
matiden op dezelfde plaats ontstaan, eventueel gevolgd door recombinatie.

Endoreduplicatie: een proces waarbij de kern na cen S-fase met DNA-replicatie niet tot mitose overgaat,
maar opnieuw een S-fase begint. Het resultaat is chromosomen niet 4, 8, 16, ... chromatiden.

Hiaat: een achromatische beschadiging die kleiner is dan de breedie van één chromatide en waarbij de fout in
de uitlijning van de chromatiden minimaal is.

Numerieke afwijking: cen verandering in het aantal chromosomen ten opzichte van het normale aantal dat
kenmerkend is voor de gebruikte cellen.

Polyploidie: het voorkomen van een ander veelvoud van het haploide aantal chromosomen (n} dan het diplo-
ide aantal (d.w.z. 3n, 4n. enz.).

Structurele afwijking: een verandering in de chromosoomstructuur die bij microscopisch onderzoek tijdens
de metafase van de celdeling kan worden waargenomen in de vorm van deleties, fragmenten en intra- of
interchromosomale uitwisselingen.



1.4.

1.4.1.
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1.4.1.2.
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1.4.2.

1.4.2.1.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De dieren worden langs een geschikte weg aan de teststof blootgesteld en op geschikte tijdstippen na de
behandeling gedood. Voordat de dieren worden gedood, worden ze behandeld met een metafasestopper (bv.
colchicine of Colcemid®). Vervolgens worden chromosoompreparaten van de beenmergcellen gemaakt, die
worden gekleurd; de cellen in de metafase worden geanalyseerd op chromosoomafwijkingen.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

Voorbereiding

Keuze van de diersoort

Meestal worden ratten, muizen of Chinese hamsters gebruikt, maar in principe komt elke geschikte zoogdier-
soort in aanmerking. Er dient gebruik te worden gemaakt van jonge gezonde volwassen dieren van in het
laboratorium gangbare stammen. Bij het begin van de studie moet het gewichtsverschil tussen de dieren zo
klein mogelijk zijn en mag dit maximaal +20% van het gemiddelde gewicht van elk geslacht bedragen.

Huisvesting en voeding

De in de algemene inleiding van deel B genoemde algemene omstandigheden worden aangehouden. maar
voor de luchtvochtigheid wordt gestreefd naar 50-60%.

Voorbereiding van de dieren

Gezonde jonge volwassen dieren worden aselect ingedeeld in de behandelde en controlegroepen. De kooien
moeten zodanig worden geplaatst dat mogelijke effecten daarvan tot een minimum worden beperkt. De die-
ren krijgen een unieke identificatie. Ze krijgen minimaal vijf dagen de tijd om in het laboratorium te acclima-
tiseren.

Bereiding van de doseringen

Vaste teststoffen moeten in geschikte oplosmiddelen of media worden opgelost of gesuspendeerd en eventueel
voor de toediening aan de dieren worden verdund. Vioeibare teststoffen kunnen rechtstreeks worden toege-
diend of védr de toediening worden verdund. Tenzij uit stabiliteitsgegevens blijkt dat opslag aanvaardbaar is,
moeten verse bereidingen van de teststof worden gebruikt.

Testomstandigheden

Oplosmiddel/Medium

Het oplosmiddel/medium mag bij de gebruikte dosisniveaus geen toxische effecten veroorzaken en chemische
reacties met de teststof moeten uitgesloten zijn. Als er andere dan gangbare oplosmiddelen/media worden
gebruikt. moeten gegevens worden verstrekt waaruit blijkt dat ze geen problemen opleveren. Aanbevolen
wordt waar mogelijk ecrst te bezien of een waterig oplosmiddel/medium kan worden gebruikt.

Controles

Bij elk experiment moeten tegelijkertijd positieve en negatieve (oplosmiddel/medium) controles voor elk
geslacht worden uitgevoerd. Afgezien van de behandeling met de teststof moeten de dieren in de contro-
legroepen op identieke wijze worden behandeld als de dieren in de andere groepen.

Voor de positieve controles moet een stof worden gebruikt die in vivo structurele afwijkingen veroorzaakt op
een blootstellingsniveau waarbij een detecteerbare stijging ten opzichte van het achtergrondniveau kan wor-
den verwacht. De doseringen van de positieve controles moeten zodanig worden gekozen dat de effecten dui-
delijk zijn maar de gecodeerde objectglaasies nict onmiddellijk als zodanig herkenbaar zijn. Het is aanvaarc-
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baar de positieve controle langs een andere weg toe te dienen dan de teststof en slechts op één tijdstip te
bemonsteren. Waar mogelijk kan het gebruik van stoffen uit een verwante chemische klasse als positieve con-
trole worden overwogen. Als positieve controle kunnen bijvoorbeeld worden gebruikt:

Stof CAS-nr. Einecs-nr.
Ethylmethaansulfonaat 62-50-0 200-536-7
Ethylnitrosoureum 759-73-9 212-072-2
Mitomycine C 50-07-7 200-008-6
Cyclofosfamide ‘ 50-18-0 200-015-4
Cyclofosfamide monohydraat ‘ 6055-19-2

|
Triethyleenmelamine l 51-18-3 200-083-5

Voor elk bemonsteringstijdstip dienen negatieve controles in het experiment te worden opgenomen, waaraan
uitsluitend het oplosmiddel of het medium wordt toegediend en die verder op dezelfde manier als de andere
groepen worden behandeld, tenzij uit in het verleden uitgevoerde controles aanvaardbare gegevens beschik-
baar zijn over de spreiding over de dieren en de frequentie van cellen met chromosoomafwijkingen. Als voor
de negatieve controles één bemonsteringstijdstip wordt gebruikt, kan hiervoor het beste het eerste bemanste-
ringstijdstip worden gekozen. Daarnaast moeten er ook onbehandelde controles worden gebruikt, tenzij in
het verleden of in de literatuur reeds is aangetoond dat het gekozen oplosmiddel of medium geen schadelijke
of mutagene effecten veroorzaakt.

UITVOERING

Aantal en geslacht van de dieren

Elke behandelde en controlegroep moet minimaal vijf analyseerbare dieren per geslacht bevatten. Als er bij de
uitvoering van de studie gegevens uit studies bij dezelfde soort en met dezelfde blootstellingsweg beschikbaar
zijn waaruit blijkt dat er geen significante verschillen in toxiciteit tussen de geslachten zijn, is het voldoende
de test bij één geslacht uit te voeren. Wanneer de blootstelling aan een chemische stof bij de mens door het
geslacht wordt bepaald, zoals bijvoorbeeld bij sommige yeneesmiddelen het geval is, moet de test bij dieren
van het desbetreffende geslacht worden uitgevoerd.

Behandelingsschema

De teststof wordt bij voorkeur in één dosis toegediend. De dosis kan eventueel worden gesplitst, waarbij de
twee porties op dezelfde dag met een interval van niet meer dan enkele uren worden toegediend, om de toe-
diening van een groot volume te vergemakkelijken. Voor een ander doseringsschema moet een wetenschappe-
lijke motivering worden gegeven.

De monsters worden op twee aparte tijdstippen na de behandeling op één dag genomen. Voor knaagdieren
ligt het eerste bemonsteringstijdstip op 1.5 maal de normale lengte van een celeyclus (deze cyclus duurt
meestal 12 tot 18 uur) na de behandeling. Aangezien de voor de opname en het metabolisme van de teststof
vereiste tijd en de effecten op de kinetiek van de celeyclus gevolgen kunnen hebben voor het optimale tijdstip
om chromosoomafwijkingen te detecteren, verdient het aanbeveling 24 uur na het eerste bemonsteringstijd-
stip opnieuw te bemonsteren. Indien het doseringsschema meer dan één dag beslaat, moet één bemonsterings-
tijdstip op 1.5 maal de normale lengte van een celeyelus na de laatste toediening worden gebruikt.

Voordat de dieren worden gedood, worden ze intraperitoneaal geinjecteerd mer een adequate dosis metafase-
stopper (bv. Colcemid® of colchicine). De dieren worden na een adequate pauze bemonsterd. Voor muizen
moet er ongeveer drie tot vijf uur worden gewacht en voor Chinese hamsters ongeveer vier tot vijf uur. De
cellen worden uit het beenmerg gehaald en op chromosoomafwijkingen geanalyseerd.
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Dosisniveaus

Als er een oriénterend onderzoek wordt uitgevoerd omdat er geen bruikbare gegevens over de dosering
beschikbaar zijn, moet dit in hetzelfde laboratorium gebeuren met dezelfde soort, dezelfde stam, hetzelfde
geslacht en hetzelfde behandelingsschema als bij het hoofdonderzoek (5). Als er sprake is van toxiciteit, wor-
den er voor het eerste bemonsteringstijdstip drie dosisniveaus gebruikt. Deze dosisniveaus moeten een interval
van de maximale tor geen of vrijwel geen toxiciteit bestrijken. Op het latere bemonsteringstijdstip behoeft
alleen de hoogste dosis te worden gebruikt. De hoogste dosis wordt gedefinieerd als de dosis die zodanige
toxiciteitsverschijnselen veroorzaakt dat er bij hogere doses met hetzelfde doseringsschema waarschijnlijk
sterfte zal optreden. Stoffen met een specifieke biologische activiteit bij lage niet-toxische doses (zoals hormo-
nen en mitogenen) kunnen een uitzondering vormen op deze criteria om de dosering te bepalen en moeten
per geval worden beoordeeld. De hoogste dosis kan ook worden gedefinieerd als een dosis die enigerlei aan-
wijzing van toxiciteit voor het beenmerg oplevert (bv. een daling van de mitotische index met meer dan
50%).

Limiettest

Als een test met één dosis van minimaal 2000mg/kg lichaamsgewicht, in één keer of in twee porties op
dezelfde dag toegediend, geen waarneembare toxische effecten veroorzaakt en op basis van gegevens over
stoffen met een verwante structuur geen genotoxiciteit te verwachten valt, zal het wellicht niet nodig zijn een
volledig onderzoek met drie dosisniveaus uit te voeren. Voor studies met een langere duur is de limietdosis
2000mg/kg lichaamsgewicht/dag bij toediening gedurende maximaal 14 dagen en 1000mg/kg lichaams-
gewicht/dag bij toediening gedurende meer dan 14 dagen. Op grond van gegevens omtrent de verwachte
blootstelling van de mens kan het gebruik van een hoger dosisniveau bij de limiettest nodig worden geacht.

Toediening van de doses

De teststof wordt meestal met behulp van een maagsonde of een geschikte intubatiecanule of door intraperi-
toneale injectie toegediend. Ook andere toedieningswepen kunnen aanvaardbaar zijn, als daarvoor een moti-
vering kan worden gegeven. Het maximale volume vloeistof dat in één keer met een sonde of injectie kan
worden toegediend, is afhankelijk van de grootte van her proefdier. Het volume mag niet groter zijn dan
2mlf100g lichaamsgewicht. Voor het gebruik van grotere volumes moet een motivering worden gegeven.
Behalve bij prikkelende of bijtende stoffen, die in hogere concentraties meestal hevigere effecten veroorzaken,
moeten volumeverschillen tot een minimum worden beperkt door de concentratie aan te passen, zodat op alle
dosisniveaus hetzelfde volume kan worden gebruikt.

Chromosoompreparaten

Onmiddellijk nadat het dier is gedood wordt beenmerg verwijderd, in een hypotone oplossing gebracht en
gefixeerd. De cellen worden vervolgens op objectglaasjes uitgesmeerd en gekleurd.

Analyse

Als maat voor de cytotoxiciteit wordt in ten minste 1000 cellen per dier voor alle behandelde dieren (ook de
positieve controles) en onbehandelde dieren voor de negatieve controle de mitotische index bepaald.

Voor elk dier worden minimaal 100 cellen geanalyseerd. Wanneer een groot aantal afwijkingen wordt gecon-
stateerd, kan dit aantal worden verlaagd. Alle objectglaasjes, ook die van de positieve en negatieve controles,
worden véér de microscopische analyse onafhankelijk gecodeerd. Aangezien bij de bereiding van de object-
glaasjes vaak een gedeelte van de metafasecellen breekt, waarbij chromosomen verloren gaan, moeten de
gescoorde cellen 2nt 2 centromeren bevatten.

GEGEVENS

BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

De gegevens moeten voor elk dier apart in tabelvorm worden verstrekt. De eenheid bij dit experiment is het
dier. Voor elk dier moet het aantal gescoorde cellen, het aantal afwijkingen per cel en het percentage cellen
met een of meer structurele chromosoomafwiikingen worden bepaald. Er moet een overzicht worden gegeven
van de verschillende soorten structurele chromosoomafwijkingen met de aantallen en de frequentie waarmee
ze in de behandelde en controlegroepen voorkomen, Hiaten worden apart geregistreerd en gerapporteerd
maar meestal niet in de totale frequentie van de afwijkingen opgenomen. Als er geen aanwijzingen zijn voor
verschillen in reactie tussen de geslachten, kunnen de gewevens van beide geslachten voor de statistische ana-
lyse worden gecombineerd.
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EVALUATIE EN INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

Er zijn verschillende criteria om tot een positief resultaat te besluiten, zoals een dosisathankelijke stijging van
het relatieve aantal cellen met chromosoomafwijkingen of een duidelijke stijging van het aantal cellen met
afwijkingen in één dosisgroep bij één bemonsteringstijd. In eerste instantie moet naar de biologische relevantie
van de resultaten worden gekeken. Als hulpmiddel bij de evaluatie van de testresultaten kunnen statistische
methoden worden gebruikt (6). Statistische significantie mag echter niet de enige bepalende factor voor een
positieve reactie zijn. Bij onduidelijke resultaten moet nader onderzoek worden gedaan, bij voorkeur onder
gewijzigde experimentele omstandigheden.

Een toename van polyploidie kan erop wijzen dat de teststof in staat is numerieke chromosoomafwijkingen te
induceren. Een toename van endoreduplicatie kan erop wijzen dat de teststof in staat is de voortgang van de
celeyclus te remmen (7)(8).

Indien de resultaten voor een teststof niet aan bovenstaande criteria voldoen, wordt de stof bij deze test als
niet-mutageen beschouwd.

Hoewel de meeste experimenten duidelijk positieve of negatieve resultaten zullen opleveren, zal een definitieve
uitspraak over de effecten van de teststof in uitzonderingsgevallen onmogelijk zijn. De resultaten kunnen, hoe
vaak het experiment ook wordt uitgevoerd, onduidelijk of twijfelachtig blijven.

Positieve resultaten bij de in-vivotest op chromosoomafwijkingen wijzen erop dat een stof in het beenmerg
van de geteste soort chromosoomafwijkingen induceert, Negatieve resultaten wijzen erop dat de stof onder de
testomstandigheden in het beenmerg van de geteste soort geen chromosoomafwijkingen induceert.

De waarschijnlijkheid dat de teststof of de metabolieten daarvan in de grote bloedsomloop of specifiek het
doelweefsel terechtkomen (systemische toxiciteit), dient te worden besproken.

RAPPORTAGE

TESTVERSLAG
In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:

Oplosmiddel/Medium:
— motivering voor de keuze van het medium;

— oplosbaarheid en stabiliteit van de teststof in het oplosmiddel/medium, indien bekend.

Proefdieren:

— gebruikte soort/stam;

— aantal, leeftijd en geslacht van de dieren;
— herkomst, huisvesting, voeding, enz.;

&

— het gewicht van elk dier aan het begin van de test. met vermelding van de spreiding, het gemiddelde en
de standaardafwijking van het lichaamsgewicht voor elke groep.

Testomstandigheden:

— posttieve en negatieve (oplosmiddel/medium) controles:

— gegevens uit het oriénterend onderzoek, indien dit is uitgevoerd:
— achtergrond voor de keuze van de dosisniveaus;

— gegevens over de bereiding van de teststof:



gegevens over de toediening van de teststof;
achtergrond voor de keuze van de toedieningsweg:

methoden om na te gaan of de teststof in de grote bloedsomloop of het doelweefsel is terechtgekomen,
indien van toepassing;

omrekening van de concentratie van de teststof in het voer/drinkwater (in ppm) in de dosis (in mg/kg
lichaamsgewicht/dag), indien van toepassing;

gegevens over de kwaliteit van het voer en het drinkwater;

een gedetailleerde beschrijving van het behandelings- en bemonsteringsschema;
methoden voor de meting van de toxiciteit:

naam van de metafasestopper, gebruikte concentratie en blootstellingsduur;
methoden voor de bereiding van de objectelaasjes;

criteria voor het scoren van afwijkingen;

aantal geanalyseerde cellen per dier:

criteria om te bepalen of het resultat positief, negatief of onduidelijk is.

Resultaten:

tekenen van toxiciteit;

mitotische index;

aard en aantal van de afwijkingen, afzonderlijk vermeld voor elk dier;

totaal aantal afwijkingen per groep, met vermelding van het gemiddelde en de standaardafwijking:;
aantal cellen met afwijkingen per groep, met vermelding van het gemiddelde en de standaardafwijking;
veranderingen in de ploidie, indien waargenomen;

indien mogelijk het verband tussen dosis en respons;

eventuele statistische analyses;

gegevens over tegelijkertijd uitgevoerde negatieve controles;

gegevens over in het verleden uitgevoerde negatieve controles, met vermelding van spreiding, gemiddelde
en standaardafwijking;

gegevens over tegelijkertijd uitgevoerde positieve controles.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies.
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»B.12. MUTAGENITEIT — IN-VIVOMICRONUCLEUSTEST BIJ ERYTROCYTEN VAN ZOOGDIEREN

METHODE

Deze methode is overgenomen van TG 474 van de OESO: Micronuleustest bij erytrocyten van zoogdieren
{1997).
A

INLEIDING

De in-vivomicronuleustest bij zoogdieren wordt gebruikt om na te gaan of de teststof schade toebrengt aan
de chromosomen of het mitotisch apparaat van erytroblasten door de analyse van erytrocyten die worden ver-
kregen uit het beenmerg enfof de perifere bloedcellen van dieren, meestal knaagdieren.

De micronuleustest is bedoeld om stoffen te signaleren die cytogenetische schade veroorzaken waarbij micro-
nuclei ontstaan met achtergebleven chromosoomfragmenten of volledige chromosomen.

Wanneer een erytroblast uit het beenmerg zich ontwikkelt tot een polychromatische erytrocyt, wordt de
hoofdkern uitgestoten; wanneer een micronucleus is ontstaan, kan deze in het overigens kernloze cytoplasma
achterblijven. Omdat deze cellen geen hoofdkern bevatten, zijn de micronuclei gemakkelijker zichtbaar te
maken. Een stijging van de frequentie waarmee bij behandelde dieren polychromatische erytrocyten met
micronuclei worden aangetroffen, wijst op chromosoombeschadiging.

Voor deze test wordt meestal het beenmerg van knaagdieren gebruikt, aangezien in dit weefsel polychromati-
sche erytrocyten worden gevormd. Het is ook aanvaardbaar het aantal onrijpe (polychromatische) erytrocyten
met micronuclei in perifeer bloed te bepalen bij soorten waarvan is aangetoond dat de milt niet in staat is
erytrocyten met micronuclei op te ruimen of dat de gevoeligheid om stoffen die structurele of numerieke
chromosoomafwijkingen veroorzaken te detecteren afdoende is. Micronuclei kunnen aan de hand van een
aantal criteria worden onderscheiden, bijvoorbeeld op grond van de aan- of afwezigheid van een kinetochoor-
of centromeer-DNA in de micronuclei. Het belangrijkste eindpunt is de frequentie van onrijpe (polychromati-
sche) erytrocyten met micronuclel. Het aantal rijpe (normochromatische) erytrocyten in het perifere bloed
met micronuclei, bepaald bij een bekend aantal rijpe erytrocyten, kan ook als eindpunt van de bepaling wor-
den gebruikt wanneer de dieren gedurende ten minste vier weken ononderbroken worden behandeld.

Deze in-vivomicronucleustest bij zoogdieren is bijzonder geschikt om het gevaar van mutagene effecten te
evalueren, aangezien rekening kan worden gehouden met factoren die samenhangen met het metabolisme in
vivo, de farmacokinetick en de DNA-herstelsynthese, hoewel deze aspecten van soort tot soort, van weefsel
tot weefsel en voor de verschillende genetische eindpunten kunnen verschillen. Een in-vivobepaling is ook
geschikt om een in vitro gesignaleerd mutageen effect nader te onderzoeken.

Als er aanwijzingen zijn dat de teststof of een reactieve metaboliet daarvan niet in het doelweefsel terecht-
komt, is deze test niet geschikt.

Zie ook de algemene inleiding van deel B.

DEFINITIES

Centromeer (kinetochoor): het deel of de delen van een chromosoom waar tijdens de celdeling de spoeldra-
den aan vastzitten, zodat de verplaatsing van de dochterchromosomen naar de polen van de dochtercellen
regelmatig kan verlopen.

Micronucleus: een kleine kern die buiten en naast de hoofdkern van cellen tijdens de telofase van de mitose
(meiose) ontstaat door achtergebleven chromosoomiragmenten of volledige chromosomen.

Normochromatische erytrocyt: cen rijpe enytrocyt zonder ribosomen die van onrijpe polychromatische

erytrocyten kan worden onderscheiden door de selectieve kleuring van ribosomen.
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Polychromatische erytrocyt: een onrijpe erytrocyt in een tussentijdse ontwikkelingsfase die nog ribosomen
bevat en derhalve van rijpe normochromatische ervirocyten kan worden onderscheiden door de selectieve
kleuring van ribosomen.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De dieren worden langs een geschikte weg aan de teststof blootgesteld. Als beenmerg wordt gebruikt, worden
de dieren op geschikte tijdstippen na de behandeling gedood, wordt het beenmerg verwijderd en worden er
preparaten gemaakt die worden gekleurd (1)(2)(3)(4)(5)(6)(7). Wanneer perifeer bloed wordt gebruikt, wordt
op geschikte tijdstippen na de behandeling bloed afgenomen en worden er uitstrijkpreparaten gemaakt die
worden gekleurd (4)(8)(9)(10). Bij studies met perifeer bloed moet er zo weinig mogelijk tijd verstrijken tussen
de laatste blootstelling en het oogsten van de cellen. De preparaten worden onderzocht op de aanwezigheid
van micronuclei.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
Voorbereiding

Keuze van de diersoort

Als beenmerg wordt gebruikt, worden muizen of ratten aanbevolen, maar in principe komt elke geschikte
zoogdiersoort in aanmerking. Wanneer perifeer bloed wordt gebruikt, worden muizen aanbevolen. In principe
komt elke geschikte zoogdiersoort echter in aanmerking, mits het een soort is waarvan de milt niet in staat is
erytrocyten met micronuclei op te ruimen of een soort waarvan is aangetoond dat de gevoeligheid om stoffen
die structurele of numerieke chromosoomafwijkingen veroorzaken te detecteren afdoende is. Er dient gebruik
te worden gemaakt van jonge gezonde dieren van in het laboratorium gangbare stammen. Bij het begin van
de studie moet het gewichtsverschil tussen de dieren zo klein mogelijk zijn en mag dit maximaal £ 20 % van
het gemiddelde gewicht van elk geslacht bedragen.

Huisvesting en voeding

De in de algemene inleiding van deel B genoemde algemene omstandigheden worden aangehouden, maar
voor de luchtvochtigheid wordt gestreefd naar 50-60 %.

Voorbereiding van de dieren

Gezonde jonge volwassen dieren worden aselect ingedeeld in de behandelde en controlegroepen. De dieren
krijgen een unieke identificatie. Ze krijgen minimaal vijf dagen de tijd om in het laboratorium te acclimatise-
ren. De kooten moeten zodanig worden geplaatst dat mogelijke effecten daarvan tot een minimum worden
beperkt.

Bereiding van de doseringen

Vaste teststoffen moeten in geschikte oplosmiddelen of media worden opgelost of gesuspendeerd en eventueel
v6or de toediening aan de dieren worden verdund. Vloeibare teststoffen kunnen rechtstreeks worden toege-
diend of vdr de toediening worden verdund. Tenzij uit stabiliteitsgegevens blijkt dat opslag aanvaardbaar is,
moeten verse bereidingen van de teststof worden gebruikt.

Testomstandigheden

Oplosmiddel/Medium

Het oplosmiddel/medium mag bij de gebruikte dosisniveaus geen toxische effecten veroorzaken en chemische
reacties met de teststof moeten uitgesloten ziju. Als er andere dan gangbare oplosmiddelen/media worden
gebruikt, moeten referentiegegevens worden verstrekt waaruit blijkt dat ze geen problemen opleveren. Aan-
bevolen wordt waar mogelijk eerst te bezien of een waterig oplosmiddel/medium kan worden gebruikt.

Controles

Bij elk experiment moeten tegelijkertijd positieve en negatieve (oplosmiddel/medium) coniroles voor elk
geslacht worden uitgevoerd. Afgezien van de behandeling met de teststof moeten de dieren in de contro-
legroepen op identieke wijze worden behandeld als de dieren in de andere groepen.



Voor de positieve controles moet een stof worden gebruikt die in vivo micronuclei veroorzaakt op een bloot-
stellingsniveau waarbij een detecteerbare stijging ten opzichte van het achtergrondniveau kan worden ver-
wacht. De doseringen van de positieve controles moeten zodanig worden gekozen dat de effecten duidelijk
zijn maar de gecodeerde objectglaasjes niet onmiddellijk als zodanig herkenbaar zijn. Het is aanvaardbaar de
positieve controle langs een andere weg toe te dienen dan de teststof en slechts op één tijdstip te bemonste-
ren. Waar mogelijk kan bovendien het gebruik van stoffen uit een verwante chemische klasse als positieve
controle worden overwogen. Als positieve controle kunnen bijvoorbeeld worden gebruikt:

Stof CAS-nr. Einecs-nr,
Ethylmethaansulfonaat 62-50-0 200-536-7
N-Ethyl-N-nitrosoureum : 759-73-9 212-072-2
Mitomycine C 50-07-7 200-008-6
Cyclofosfamide 50-18-0 200-015-4
Cyclofosfamide monohydraat 6055-19-2
Triethyleenmelamine 51-18-3 200-083-5

Voor elk bemonsteringstijdstip dienen negatieve controles in het experiment te worden opgenomen, waaraan
uitsluitend het oplosmiddel of het medium wordt toegediend en die verder op dezelfde manier als de andere
groepen worden behandeld, tenzij uit in het verleden uitgevoerde controles aanvaardbare gegevens beschik-
baar zijn over de spreiding over de dieren en de frequentie van cellen met micronuclei. Als voor de negatieve
controles één bemonsteringstijdstip wordt gebruikt, kan hiervoor het beste het eerste bemonsteringstijdstip
worden gekozen. Daarnaast moeten er ook onbehandelde controles worden gebruikt, tenzij in het verleden of
in de literatuur reeds is aangetoond dat het gekozen oplosmiddel of medium geen schadelijke of mutagene
effecten veroorzaakt.

Als perifeer bloed wordr gebruikt, kan een monster dat voér de behandeling wordt genomen ook aanvaard-
baar zijn als gelijktijdige negatieve controle, maar alleen wanneer het gaat om een korte studie met perifeer
bloed (bv. één tot dric behandelingen) en het resultaat binnen het verwachte interval door de in het verleden
uitgevoerde controle ligt.

UITVOERING

Aantal en geslacht van de dieren

Elke behandelde en controlegroep moet minimaal vijf analyseerbare dieren per geslacht bevatten (11). Als er
bij de uitvoering van de studie gegevens uit studies bij dezelfde soort en met dezelfde blootstellingsweg
beschikbaar zijn waaruit blijkt dat er geen significante verschillen in toxiciteit tussen de geslachten zijn, is het
voldoende de test bij één geslache uit te voeren. Wanneer de blootstelling aan een chemische stof bij de mens
door het geslacht wordt bepaald, zoals bijvoorbeeld bij sommige geneesmiddelen het geval is, moet de test bij
dieren van het desbetreffende geslacht worden uitgevoerd.

Behandelingsschema

Er kan geen standaardbehandelingsschema (dow.z. één. twee of meer behandelingen met een interval van 24
uur) worden aanbevolen. De monsters van verlengde doseringsschema's zijn aanvaardbaar, mits een positief
effect voor deze studie is aangetoond of, voor een negatieve studie, mits toxiciteit is aangetoond of de limiet-
dosis is gebruikt, en de toediening tot het bemonsteringstijdstip is voortgezet. De dosis kan eventueel worden
gesplitst, waarbij de twee porties op dezelfde dag met een interval van niet meer dan enkele uren worden roe-
gediend, om de roediening van een groot volume te vergemakkelijken.

De test kan op twee manieren worden uitgevoerd:

a)  De dieren worden eenmaal met de teststof behandeld. Beenmergmonsters worden ten minste tweemaal
genomen, de eerste keer niet eerder dan 24 uur na de behandeling en de laatste keer uiterlijk 48 uur na
de behandeling, met een afdoende interval tussen de monsters. Voor het gebruik van een bemonsterings-
tijdstip binnen 24 uur na de behandeling moct een motivering worden gegeven. Monsters van perifeer



1.5

w1

bloed worden ten minste tweemaal genomen, de eerste keer niet eerder dan 36 uur na de behandeling,
met een afdoende interval na het eerste monster, en de laatste keer uiterlijk 72 uur na de behandeling.
Wanneer op één bemonsteringstijdstip cen positieve reactie wordt gesignaleerd, behoeven er geen verdere
monsters meer te worden genomen.

b) Als twee of meer dagelijkse behandelingen worden gebruikt (bv. twee of meer behandelingen met een
interval van 24 uur), moet de bemonstering voor het beenmerg eenmaal gebeuren tussen 18 en 24 uur
na de laatste behandeling en voor het perifere bloed eenmaal tussen 36 en 48 uur na de laatste behan-
deling (12).

Indien dit nuttig is, kunnen daarnaast ook andere bemonsteringstijdstippen worden gebruikt.

Dosisniveaus

Als er een oriénterend onderzoek wordr uitgevoerd omdat er geen bruikbare gegevens over de dosering
beschikbaar zijn, moet dit in hetzelfde laboratorium gebeuren met dezelfde soort, dezelfde stam, herzelfde
geslacht en hetzelfde behandelingsschema als bij het hoofdonderzoek (13). Als er sprake is van toxiciteit, wor-
den er voor het eerste bemonsteringstijdstip drie dosisniveaus gebruikt. Deze dosisniveaus moeten een interval
van de maximale tot geen of vrijwel geen toxiciteit bestrijken. Op het latere bemonsteringstijdstip behoeft
alleen de hoogste dosis te worden gebruikt. De hoogste dosis wordr gedefinieerd als de dosis die zodanige
toxiciteitsverschijnselen veroorzaakt dat er bij hogere doses met hetzelfde doseringsschema waarschijnlijk
sterfte zal optreden. Stoffen met een specifieke biologische activiteit bij lage niet-toxische doses (zoals hormo-
nen en mitogenen) kunnen een uitzondering vormen op deze criteria om de dosering te bepalen en moeten
per geval worden beoordeeld. De hoogste dosis kan ook worden gedefinieerd als een dosis die enigerlei aan-
wijzing van toxiciteit voor het beenmerg oplevert (bv. een daling van de verhouding tussen het aantal onrijpe
erytrocyten en het totale aantal erytrocyten in het beenmery of het perifere bloed).

Limiettest

Als een test met één dosis van minimaal 2 000 mg/kg lichaamsgewicht, in één keer of in twee porties op
dezelfde dag toegediend, ¢een waarneembure toxische effecten veroorzaakt en op basis van gegevens over
stoffen met een verwante structuur geen genotoxiciteit te verwachten valt, zal het wellicht niet nodig zijn een
volledig onderzoek met drie dosisniveaus uit te voeren. Voor studies met een langere duur is de limietdosis
2 000 mg/kg lichaamsgewicht/dag bij toediening gedurende maximaal 14 dagen en 1 000 mgfkg lichaams-
gewicht/dag bij toediening gedurende meer dan 14 dagen. Op grond van gegevens omtrent de verwachte
blootstelling van de mens kan het gebruik van een hoger dosisniveau bij de limiettest nodig worden geacht.

Toediening van de doses

De teststof wordt meestal met behulp van een maagsonde of een geschikte intubatiecanule of door intraperi-
toneale injectie toegediend. Ook andere toedieningswegen kunnen aanvaardbaar zijn, als daarvoor een moti-
vering kan worden gegeven. Het maximale volume vloeistof dat in één keer met een sonde of injectie kan
worden toegediend, is athankelijk van de grootte van het proefdier. Het volume mag niet groter zijn dan
2 mlf100 g lichaamsgewicht. Voor het gebruik van grotere volumes moet een motivering worden gegeven.
Behalve bij prikkelende of bijtende stoffen, die in hogere concentraties meestal heviger effecten veroorzaken,
moeten volumeverschillen tot een minimum worden beperkt door de concentratie aan te passen, zodat op alle
dosisniveaus hetzelfde volume kan worden gebruikt.

Beenmerg/bloedpreparaten

De beenmergcellen worden meestal volgens gangbare methoden uit het dijbeen of scheenbeen van pas gedode
dieren verwijderd. gepreparcerd en gekleurd. Perifeer bloed wordt uit de staartader of een ander geschikt
bloedvat afgenomen. De blocdeellen worden onmiddellijk supravitaal gekleurd (8)(9)(10) of er wordt een uit-
strijkpreparaat gemaakt dat vervolgens wordt gekleurd. Door het gebruik van een DNA-specifieke kleurstof
(bv. acridine oranje {14) of Hoechst 33258 plus pyronine-Y (15)) kunnen sommige artefacten die zich bij het
gebruik van niet voor DNA specifieke kleurstoffen kunnen voordoen, worden voorkomen. Dit neemt niet weg
dat ook klassieke kleurstotfen (zoals Giemsa) kunnen worden gebruikt. Ook andere systemen (zoals cellulose-
kolommen om cellen die ven kern bevatten te verwijderen (16)) kunnen worden gebruikt, mits is aangetoond
dat deze methoden geschike zijn voor micronucleuspreparaten in het laboratorium.

Analyse

Voor elk dier wordt de verhouding tussen het aantal onrijpe ervtrocyten en het totale aantal (onrijpe + rijpe)
erytrocyten bepaald door i totaal voor het beenmery ten munste 200 erytrocyten en voor het perifere bloed
ten minste 1 000 erytrocyten te tellen {17). Alle objectglaasjes. ook die van de negatieve en positieve contro-
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les, worden v6ér de microscopische analyse onafhankelijk gecodeerd. Voor de bepaling van de frequentie
waarmee onrijpe erytrocyten met micronuclei voorkomen, worden ten minste 2 000 rijpe erytrocyten per
dier gescoord. Aanvullende informatie kan worden verkregen door rijpe erytrocyten op micronuclei te scoren.
Bij de analyse van de objectglaasjes mag de verhouding tussen het aantal onrijpe erytrocyten en het totale
aantal erytrocyten niet lager dan 20% van de controlewaarde zijn. Wanneer de dieren onafgebroken gedu-
rende ten minste vier weken zijn behandeld, kunnen ook ten minste 2 000 rijpe erytrocyten per dier op het
voorkomen van micronuclei worden gescoord. Geautomatiseerde analysesystemen (beeldanalyse en celsuspen-
sie-doorstroomeytometrie) zijn aanvaardbaar als alternatief voor handmatige beoordeling, indien ze afdoende
zijn gemotiveerd en gevalideerd.

GEGEVENS

BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

De gegevens moeten voor elke dier apart in tabelvorm worden verstrekt. De eenheid bij dit experiment is het
dier. Voor elk onderzocht dier worden het aantal gescoorde onrijpe erytrocyten, het aantal onrijpe erytrocyten
met micronuclei en het aantal onrijpe ervtrocyten op het totale aantal apart vermeld. Wanneer de dieren onaf-
gebroken gedurende ten minste vier weken zijn behandeld, moeten de gegevens over rijpe erytrocyten ook
worden vermeld als deze zijn verzameld. Voor elk dier worden de verhouding tussen het aantal onrijpe
erytrocyten en het totale aantal erytrocyten en, indien dit zinnig wordt geacht, het percentage van de erytro-
cyten met micronuclei vermeld. Als er geen aanwijzingen zijn voor verschillen in reactie tussen de geslachten,
kunnen de gegevens van beide geslachten voor de statistische analyse worden gecombineerd.

EVALUATIE EN INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

Er zijn verschillende criteria om tot ecn positief resultaat te besluiten, zoals een dosisathankelijke stijging van
het aantal cellen met micronuclei of een duidelijke stijging van het aantal cellen met micronuclei in één dosis-
groep bij één bemonsteringstijd. In ecrste instantie moet naar de biologische relevantie van de resultaten wor-
den gekeken. Als hulpmiddel bij de evaluatie van de testresultaten kunnen statistische methoden worden
gebruikt (18)(19). Statistische significantie mag echter niet de enige bepalende factor voor een positieve reactie
zijn. Bij onduidelijke resultaten moet nader onderzoek worden gedaan, bij voorkeur onder gewijzigde experi-
mentele omstandigheden.

Indien de resultaten voor een teststof niet aan bovenstaande criteria voldoen, wordt de stof bij deze test als
niet-mutageen beschouwd.

Hoewel de meeste experimenten duidelijk positieve of negatieve resultaten zullen opleveren, zal een definitieve
uitspraak over de effecten van de teststof in uitzonderingsgevallen onmogelijk zijn. De resultaten kunnen, hoe
vaak het experiment ook wordt herhaald, onduidelijk of twijfelachtig blijven.

Positieve resultaten bij de micronucleustest wijzen erop dat de stof micronuclei induceert die ontstaan door
chromosoombeschadigingen of beschadiging van het mitotisch apparaat in de erytroblasten van de geteste
soort. Negatieve resultaten wijzen erop dat de stof onder de testomstandigheden geen micronuclei in de
onrijpe erytrocyten van de geteste soort veroorzaakt.

De waarschijnlijkheid dat de teststof of de metabolieten daarvan in de grote bloedsomloop of specifiek het

doelweefsel terechtkomen (systemische toxiciteit), dient te worden besproken.

RAPPORTAGE

TESTVERSLAG

In het testverslag moet de volgende informate worden opgenomen:
Oplosmiddel/Medium:

— motivering voor de keuze van het mediun:

— oplosbaarheid en stabiliteit van de teststof in het oplosmiddelimedium, indien bekend.



Proefdieren:

— gebruikte soort/stany;

— aantal, leeftijd en geslacht van de dieren:
— herkomst, huisvesting, voeding enz;

— het gewicht van elk dier aan het begin van de test, met vermelding van de spreiding, het gemiddelde en
de standaardafwijking van het lichaamsgewicht voor elke groep.

Testomstandigheden:

— gegevens over positieve en negatieve (oplosmiddel/medium) controles;
— gegevens uit het oriénterend onderzoek, indien dit is uitgevoerd:

— achtergrond voor de keuze van de dosisniveaus;

— gegevens over de bereiding van de teststof;

— gegevens over de toedicning van de teststof:

— achtergrond voor de keuze van de toedieningsweg:

— methoden om na te gaan of de teststof in de grote bloedsomloop of het doelweefsel is terechtgekomen,
indien van toepassing:

— omrekening van de concentratie van de teststof in het voer/drinkwater (in ppm) in de dosis (in mgfkg
lichaamsgewicht/dag), indien van toepassing:

— gegevens over de kwaliteit van het voer en het drinkwater;

— een gedetailleerde beschrijving van het behandelings- en bemonsteringsschema;
— methoden voor de bereiding van de objectglaasjes:

— methoden voor de meting van de toxiciteir;

— criteria voor het scoren van onrijpe erytrocyten met micronuclei;

— aantal geanalyscerde cellen per dier;

— criteria om te bepalen of het resultaat positicf, negatief of onduidelijk is.
Resultaten:

— tekenen van toxiciteit;

— verhouding tussen het aantal onrijpe erytrocyten en het totale aantal erytrocyten;
— aantal onrijpe erytrocyten met micronuclei, afzonderlijk vermeld voor elk dier;
— gemiddelde + standaardafwijking van hiet aantal onrijpe erytrocyten met micronuclei per groep;
— indien mogelijk het verband tussen dosis en respons:

— statistische analyses en gevolgde methodes:

— gegevens over tegelijkertijd en in het verleden uitgevoerde negatieve controles;
— gegevens over tegelijkertijd uitgevoerde positieve controles,

Bespreking van de resultaten,

Conclusies.
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,B.13/14. MUTAGENITEIT — TERUGMUTATIETEST MET BACTERIEN

METHODE

Deze methode is overgenomen van TG 471 van de OESO: Terugmutatietest met bacterién (1997).

INLEIDING

Bij de terugmutatietest met bacterién worden aminozuurafhankelijke stammen van Salmonella typhimurium
en Escherichia coli gebruikt voor de detectic van puntmutaties, waarbij vervanging, toevoeging of deletie van
een of enkele DNA-basenparen optreedt (1)(2)(3). Deze terugmutatietest met bacterién is gebaseerd op het
beginsel dat mutaties worden gedetecteerd die ertoe leiden dat in de teststammen aanwezige mutaties en daar-
mee de functionele capaciteit van de bacterién om een essentiee] aminozuur te synthetiseren worden hersteld.
Deze teruggemuteerde bacterién worden zichtbaar doordat ze kunnen groeien zonder het aminozuur dat de
ouderstam nodig heeft.

Puntmutaties veroorzaken veel genetische ziekten bij de mens en het lijkt er sterk op dat puntmutaties in
oncogenen en tumorsuppressorgenen van somatische cellen betrokken zijn bij het ontstaan van tumoren bij
de mens en bij proefdieren. De terugmutatietest met bacterién is snel, goedkoop en betrekkelijk gemakkelijk
uit te voeren. Veel van de teststammen hebben verschillende kenmerken waardoor ze gevoeliger zijn voor de
detectie van mutaties, zoals reactieve DNA-sequenties op de terugmutatieplaatsen, een verhoogde permeabili-
teit van de cel voor grote moleculen en de afwezigheid van DNA-herstelsystemen of de stimulering van fout-
gevoelige DNA-herstelprocessen. De specificiteit van de teststammen kan enige nuttige informatie opleveren
over de aard van de mutaties die door genotoxische stoffen worden geinduceerd. Er zijn zeer veel gegevens
beschikbaar over de resultaten van de terugmutatietest met bacterién voor een grote verscheidenheid van
structuren en er zijn betrouware mehtodologieén ontwikkeld voor het testen van chemische stoffen met uit-
eenlopende fysisch-chemische eigenschappen, waaronder ook vluchtige stoffen.

Zie ook de algemene inleiding van deel B.

DEFINITIES

Terugmutatietest bij Salmonella typhimurium of Escherichia coli: een test voor de detectie van mutaties in
een aminozuurafhankelijke stam (respectievelijk histidine of tryptofaan), waarbij een stam ontstaat die onaf-
hankelijk is van een externe aminozuurbron.

Mutageen met basenpaarvervanging: een stof die een wijziging van een base in het DNA veroorzaakt. Bij
een terugmutatietest kan dit op de plaats van de oorspronkelijke mutatie of op een andere plaats in het bacte-
riéle genoom gebeuren.

Mutageen met leesraamverschuiving: een stof die invoeging of deletie van een of meer basenparen in het
DNA veroorzaakt, waardoor het leesraam in het RNA wijzigt.

TOELICHTING

Voor de terugmutatietest met bacterién worden prokaryote cellen gebruikt, die in bijvoorbeeld opname, meta-
bolisme, chromosoomstructuur en DNA-herstelprocessen van zoogdiercellen verschillen. Bij in vitro uit-
gevoerde tests moet er meestal een exogene metabole activeringsbron worden gebruikt. Dit metabole active-
ringssysteem kan de omstandigheden in ecn zoogdicrcel in vivo niet volledig nabootsen. De test levert dan
ook geen directe informatie op over de potenticle mutagene en carcinogene werking van een stof bij zoogdie-
ren.

De terugmutatietest met bacterién wordt meestal gebruikt als een eerste screening voor een genotoxische wer-
king en met name de inductic van puntmutaties. Op basis van een groot aantal gegevens is gebleken dat veel
stoffen die bij deze test positief reageren, ook bij andere tests een mutagene werking vertonen. Er zijn voor-
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beelden van mutagene stoffen die met deze test niet worden gesignaleerd; dit kan wellicht worden toegeschre-
ven aan de specifieke aard van het gedetecteerde eindpunt, verschillen in metabole activering of verschillen in
biologische beschikbaarheid. Anderzijds kunnen factoren die de gevoeligheid van de terugmutatietest met bac-
terién bevorderen, leiden tot een te hoge inschatting van de mutagene werking.

De terugmutatietest met bacterién zal wellicht niet geschikt zijn voor de beoordeling van bepaalde klassen
chemische stoffen zoals sterk bactericide verbindingen (bv. bepaalde antibiotica) en stoffen waarvan vermoed
wordt (of bekend is) dat ze specifiek het replicatiesysteem van zoogdiercellen storen (bv. bepaalde topoisome-
raseremmers en bepaalde nucleosideanalogen). In deze gevallen zullen mutatietests met zoogdiercellen wellicht
geschikter zijn,

Hoewel veel stoffen die positief op deze test reageren, ook carcinogeen voor zoogdieren zijn, is de correlatie
niet absoluut. De correlatie is athankelijk van de chemische klasse en er zijn carcinogenen die niet met deze
test worden gesignaleerd omdat ze via andere nict-genotoxische mechanismen werken of via mechanismen
die in bacteriecellen ontbreken.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Suspensies van bacteriecellen worden zowel met als zonder een exogeen metabool activeringssysteem aan de
teststof blootgesteld. Bij de methode met geintegreerde voedingsbodem worden deze suspensies met een topa-
gar vermengd en direct op minimaal medium uitgeplaat. Bij de preincubatiemethode wordt het behandelde
mengsel geincubeerd en vervolgens met een topagar vermengd voordat het op minimaal medium wordt uit-
geplaat. Bij beide technicken worden na twee of drie dagen incuberen de terugmutantkolonies geteld en wordt
dit aantal vergeleken met het aantal spontane terugmutantkolonies op controleplaten met oplosmiddel.

Er zijn verschillende procedures voor de uitvoering van de terugmutatietest met bacterién beschreven. Het
meest gebruikt worden de methode met geintegreerde voedingsbodem (1)(2)(3)(4), de preincubatiemethode
(2)(3)(5)(6)(7)(8), de fluctuatiemethode (9)(10) en de suspensiemethode (11). Ook wijzigingen voor het testen
van gassen of dampen zijn beschreven (12).

De hier beschreven procedures gelden vooral voor de methode met geintegreerde voedingsbodem en de prein-
cubatiemethode. Beide zijn aanvaarbaar voor de uitvoering van experimenten zowel met als zonder metabole
activering. Bij sommige stoffen verloopt de detectie efficiénter met de preincubatiemethode. Deze stoffen
behoren tot chemische klassen als alifatische nitrosamines met een korte keten, divalente metalen, aldehyden,
azokleurstoffen en diazoverbindingen, pyrollizidine-alkaloiden. allylverbindingen en nitroverbindingen (3).
Tevens is het bekend dat bepaalde klassen mutagene verbindingen niet altijd met standaardprocedures als de
methode met geintegreerde voedingsbodem of de preincubatiemethode worden gesignaleerd. Deze moeten als
.speciale gevallen” worden beschouwd en voor de signalering daarvan wordt sterk aangeraden andere proce-
dures te gebruiken. De volgende ,speciale gevallen” kunpen worden genoemd (met voorbeelden van procedu-
res die voor deze stoffen kunnen worden gebruiky): azokleurstoffen en diazoverbindingen (3)(5)(6)(13), gassen
en vluchtige stoffen (12)(14)(15)(16) en glycosiden (17)(18). Voor een afwijking van de standaardprocedure
moet een wetenschappelijke motivering worden gegeven,

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
Voorbereiding

Bacterién

Verse bacterieculturen worden gekweekt tor het laat-exponentiéle of vroeg-stationaire groeistadium (ongeveer
109 cellen per mb). Culturen in de hat-siationaire fase mogen niet worden gebruikt. Het is van essentieel
belang dat de bij het experiment gebruikie culturen een hoog gehalte aan levensvatbare bacterién bevatten.
De titer kan aan de hand van gegevens over groeicurves uit in het verleden uitgevoerde controles worden
bepazald of door met behulp van een uitplaatexperiment het aantal levensvatbare cellen te bepalen.

De aanbevolen incubatictemperatuur is 37°C,

Er moeten ten minste vijf bacteriestammen worden gebruikt. Daarbij moeten vier stammen van S. typhimu-
rium zijn (TA 1535 TA 1537, TA 970 of TA 97: Ta 98: en TA 100) waarvan is aangetoond dat de resultaten
betrouwbaar en in verschillende laboratoria reproduceerbaar zijn, Deze vier stammen van S. typhimurum
hebben GC-basenpuaren op de primaire terugmutatieplaats en het is bekend dat bepaalde oxiderende mutage-
nen, cross-linkende stoffen en hydrazines daarmee niet altijd worden gesignaleerd. Voor deze stoffen kunnen
de stammen WP2 van E. coli of TA 102 van S. typhimurium warden gebruikt (19), die een AT-basenpaar op
de primaire terugmutatieplaats hebben. Als combinatie van stammen wordt derhalve aanbevolen:
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— TA 1535 van S. typhimurium en

— TA 1537 of TA 97 of TA 97a van S. typhimurium en
— TA 98 van S. typhimurium en

— TA 100 van'S. typhimurium en

—  WP2 uvrA van E. coli of WP2 uvraA (pKM101) van E. coli of TA 12 van S. typhimurium.

Om cross-linkende mutagenen te signaleren kan het de voorkeur verdienen TA 102 of een stam van E. coli
die bedreven is in DNA-herstel (bv. WP2 (pKM101) van E. coli) te gebruiken.

Er moeten erkende procedures voor de bereiding van voorraadculturen, markercontrole en opslag worden
gebruikt. Voor elk preparaat van de ingevroren voorraadcultuur moet de aminozuurafhankelijkheid voor de
groei worden aangetoond (histidine voor stammen van S. typhimurium en tryptofaan voor stammen van E.
Coli). Ook ander fenotypekenmerken moeten worden gecontroleerd, namelijk: de aan- of afwezigheid van
plasmiden met de R-factor, indien van toepassing (bv. resistentie tegen ampicilline bij de stammen TA 98, TA
100 en TA 97a of TA 97, WP2 uvrA en WP2 uvrA (pKM101) en resistentie tegen ampicilline en tetracycline
bij stam TA 102); de aanwezigheid van karakteristicke mutaties (bv. de rfa-mutatie bij S. typhimurium door
de gevoeligheid voor kristalviolet en de uvrA-mutatie bij E. coli of de uvrB-mutatie bij S. typhimurium door
de gevoeligheid voor ultraviolet licht) (2)(3). Bij de stammen moeten ook spontane terugmutantkolonies voor-
komen met een frequentie die ligt binnen het mterval dat op grond van controlegegevens van het laborato-
rium uit het verleden kan worden verwacht en bij voorkeur binnen het interval dat in de literatuur wordt
opgegeven.

Medium

Er wordt gebruikgemaakt van een geschikte minimale agar (bv. met minimaal medium E van Vogel-Bonner
en glucose) en een topagar met histidine en biotine of tryptofaan om een aantal celdelingen mogelijk te
maken (1)(2)(9).

Metabole activering

De bacterién dienen zowel met als zonder een geschikt metabool activeringssysteem aan de teststof te worden
blootgesteld. Het meest gebruikte systeem is een post-mitochondriale fractie aangevuld met een cofactor (S9),
verkregen uit de lever van knaagdicren die zijn behandeld met enzym-inducerende stoffen als Aroclor 1254
(1)(2) of een combinatie van fenobarbiton en B-naftoflavon (18)(20)(21). De post-mitochondriale fractie wordt
meestal gebruikt bij een concentratie van 5 tot 30% (v]v) in het S9-mengsel. De keuze en de omstandigheden
voor het gebruik van een metabool activeringssysteem kunnen athankelijk zijn van de aard van de geteste
chemische verbinding. In sommige gevallen kan het nuttig zijn meer dan een concentratie van de post-mito-
chondriale fractie te gebruiken. Voor azokleurstoffen en diazoverbindingen kan wellicht beter een reductief
metabool activeringssysteem worden gebruike (6)(13).

Teststof/Bereiding

Vaste teststoffen moeten in geschikie oplosmiddelen of media worden opgelost of gesuspendeerd en eventueel
vo6r de behandeling van de bacterién worden verdund. Vioeibare teststoffen kunnen rechtstreeks aan het test-
systeem worden toegediend enjof voor behandeling worden verdund. Tenzij uit stabiliteitsgegevens blijkt dat
opslag aanvaardbaar is, moeten verse bereidingen worden gebruikt.

Chemische reacties tussen het oplosmiddel/medium en de teststof moeten uitgesloten zijn en het oplosmiddel/
medium moet verenigbaar zijn met het overleven van de bacterién en de §9-activiteit (22). Als er andere dan
gangbare oplosmiddelen/media worden gebruikt, moeten gegevens worden verstrekt waaruit blijkt dat ze geen
problemen opleveren. Aanbevolen wordt waar mogelijk eerst te bezien of een waterig oplosmiddeljmedium
kan worden gebruikt. Wanneer stoffen worden getest die in water instabiel zijn, moeten de gebruikte organi-
sche oplosmiddelen watervrij zijn.

Testomstandigheden
Teststammen (zie punt 1.5.1.1)

Blootstellingsconcentratics

Bij de bepaling van de grootste te gebruiken hoeveelheid teststof moet onder andere rekening worden gehou-
den met de cytotoxiciteit en de oplosbaarheid in het uiteindelijke behandelingsmengsel.
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Het kan nuttig zijn vooraf een apart experiment uit te voeren om de toxiciteit en de oplosbaarheid te bepalen.
De cytotoxiciteit kan worden bepaald aan de hand van een daling in het aantal terugmutantkolonies, een
opheldering of afname van de achtergrond of de mate waarin de behandelde culturen overleven. De cytotoxi-
citeit van een stof kan in aanwezigheid van een metabool activeringssysteem veranderen. De oplosbaarheid
moet worden beoordeeld aan de hand van het met het blote oog zichtbare neerslaggedrag in het uiteindelijke
mengsel onder de feitelijke testomstandigheden.

De aanbevolen maximale concentratie voor aplosbare niet-cytotoxische stoffen is 5 mg/plaat of 5 pl/plaat.
Voor niet-cytotoxische stoffen die bij 5 mgjplaat of 5 plfplaat niet oplosbaar zijn, moet een of meer van de
geteste concentraties in het uiteindelijke behandelingsmengsel onoplosbaar zijn. Teststoffen die al bij lagere
concentraties dan 5 mg/plaat of 5 plfplaat cytotoxisch zijn. moeten tot een cytotoxische concentratie worden

getest. Het neerslag mag niet storen bij het scoren.

Er moeten ten minste vijf analyseerbare concentraties van de teststof worden gebruikt met ongeveer een half
log-interval (d.w.z. een factor 10} tussen de concentraties voor een eerste experiment. Kleinere intervallen
kunnen nuttig zijn wanneer het verband tussen concentratie en respons wordt onderzocht. Hogere concentra-
ties dan 5 mg/fplaat of 5 plfplaat kunnen worden overwogen bij de beoordeling van stoffen die significante
hoeveelheden potentiee] mutagene verontreinigingen bevatten.

Negatieve en positieve controles

Bij elke bepaling moeten tegelijkertijd stam-specificke positieve en negatieve (oplosmiddel of medium) contro-
les worden uitgevoerd, zowel met als zonder metabole activering. De concentraties van de positieve controle
moeten zodanig worden gekozen dat voor clke bepaling wordt aangetoond dat deze correcte resultaten ople-
vert.

Voor bepalingen waarbij een metabool activeringssysteem wordt gebruikt, moet(en) de voor de positieve con-
trole gebruikte referentiestof(fen) op basis van de aard van de gebruikte bacteriestam worden gekozen.

Voor bepalingen met metabole activering kunnen als positieve controle bijvoorbeeld worden gebruikt:

Stof ! Cas-nr Einecs-nr.
9.10-dimethylanthraceen 781-43-1 212-308-4
7,12-dimethylbenz[a]anthraceen 57-97-6 200-359-5
Benzo[a]pyreen 50-32-8 200-028-5
2-aminoantraceen 613-13-8 210-330-9
Cyclofosfamide 50-18-0 200-015-4
Cyclofosfamide monohydraat 6055-19-2

Voor de methode met reductieve metabole activering kan als positieve controle worden gebruikt:

Stof CAS-nr, Einecs-nr.

Kongo rood 573-58-0 209-358-4

2-aminoantraceen mag niet als enige indicator voor de werkzaamheid van het $§9-mengsel worden gebruikt.
Als 2-aminoantraceen wordt gebruikr, moer elke charge $9 ook worden gekarakteriseerd met een mutageen
waarvoor metabole activering met nucrosomale enzvmen nodig is, zoals benzo[a)pyreen of dimethylbenzant-
raceen.



Voor bepalingen zonder exogeen metabool activeringssysteem kunnen als stam-specifieke positieve controle
bijvoorbeeld worden gebruike:

Stof CAS-nr. Einecs-nr. Stam

Natriumazide 26628-22-8 247-852-1 TA 1535 en TA 100
2-nitrofluoreen 607-57-8 210-138-5 TA 98
9-aminoacridine 90-45-9 201-995-6 TA 1537, TA 97 en TA 97a
ICR 191 17070-45-0 241-129-4 TA 1537, TA 97 en TA 97a
Cumeenhydroperoxide 30-15-9 201-254-7 TA 102
Mitomycine C 5()—()7—7m 200-008-6 WP2 uvrA en TA 102
N-ethyl-N-nitro-N-nitrosoguanidine 70-25-7 200-730-1 WP2, WP2 uvrA en WP2

uvrA(pKM101)
4-nitroquinoline-1-oxide 56-37-5 200-281-1 WP2, WP2 uvrA en WP2

uvrA(pKM101)
Furylfuramide 3088-53-7 Stammen die plasmiden
(AF2) bevatten

Ook andere geschikte stoffen kunnen als positieve controle worden gebruikt. Waar mogelijk dient het gebruik
van stoffen uit een verwante chemische klasse als positieve controle te worden overwogen.

In het experiment dienen negatieve controles te worden opgenomen, waaraan uitshuitend het oplosmiddel of
het medium zonder teststof wordt toegediend en die verder op dezelfde manier als de andere groepen worden
behandeld. Daarnaast mocten er ook controles worden gebruikt waaraan niets wordt toegediend, tenzij in het
verleden reeds is aangetoond dat het gekozen oplosmiddel geen schadelifke of mutagene effecten veroorzaakt.

Uitvoering

Voor de methode met geintegreerde voedingsbodem (1)(2)(3)(4) zonder metabole activering wordt meestal
0,05 ml of 0,1 ml testoplossing. 0,1 ml verse bacteriecultuur (met ongeveer 10 levensvatbare cellen) en
0,5 ml steriele buffer gemengd met 2,0 ml topagar. Voor de bepaling met metabole activering wordt meestal
0.5 ml van het metabool activeringsmengsel met een afdoende hoeveelheid post-mitochondriale fractie (tussen
5 en 30% (v/v) in het metabole activeringsmengsel) gemengd mer de topagar (2,0 ml), de bacterién en de test-
stofftestoplossing. De inhoud van elke buis wordr gemengd en uitgegoten over het opperviak van een mini-
male agarplaat. De topagar krijgt voor de incubatie de gelegenheid te stollen.

Voor de preincubatiemethode (2)(3)(5)(6) wordt de teststofjtestoplossing gepreincubeerd met de teststam (met

ongeveer 10° levensvatbare cellen) en st foer of her metabole activeringssysteem (0,5 ml), meestal
gedurende minimaal 20 minuten bij 30-37°C. en vervolyens gemengd met de topagar en uitgegoten over het
oppervlak van een minimale agarplaat. Mestal wordr 0,05 ml of 0.1 m) teststofftestoplossing, 0,1 m! bacte-

rién en 0,5 ml $9-mengsel of steriele buffer gemengd met 2,0 ml topagar. De buizen dienen gedurende de
preincubatie met behulp van een schudmachine te worden belucht.

Om een adequate raming van de spreiding te kunnen maken moeten voor elk dosisniveau drie platen worden
gebruikt. Het gebruik van twee platen is aunvaardbaar wanneer daarvoor een wetenschappelijke motivering
wordt gegeven. Wanneer nu en dan een plaat verloren gaat, maakt dit de bepaling niet noodzakelijkerwiis
onbruikbaar.

Bij het testen van gassen of viuchtige stoffen moet een daarvoor geschikte methode worden gevolgd, bijvoor-
beeld in een gesloten kweekvat (12)(14)(15:10].



2.1.

2.2.

Incubatie

Alle platen voor een bepaling worden gedurende 48-72 uur bij 37°C geincubeerd. Na de incubatieperiode
wordt het aantal terugmutantkolonies per plaat geteld.

GEGEVENS

BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

De gegevens worden vermeld als het aantal terugmutantkolonies per plaat. Daarnaast moet ook het aantal
terugmutantkolonies op de platen voor zowel negatieve (oplosmiddel en zonder behandeling, indien gebruike)
als positieve controle worden vermeld. Voor zowel de teststof als de positieve en negatieve (zonder behan-
deling en/of oplosmiddel) controle mocten de tellingen per plaat, het gemiddelde aantal terugmutantkolonies
per plaat en de standaardafwijking worden vermeld.

Een duidelijk positieve reactie behoeft niet te worden bevestigd. Bij onduidelijke resultaten moet nader onder-
zoek worden gedaan, bij voorkeur onder gewijzigde experimentele omstandigheden. Negatieve resultaten
moeten per geval worden bevestigd. Wanneer cen bevestiging van negatieve resultaten niet nodig wordt
geacht, moet daarvoor een motivering worden gegeven. Bij vervolgexperimenten dient wijziging van parame-
ters te worden overwogen om de bepaling uit te breiden tot een breder scala van omstandigheden. Parameters
die voor wijziging in aanmerking komen zijn bijvoorbeeld de concentratie-intervallen, de wijze van behan-
deling (geintegreerde voedingsbodem of preincubatie in vloeistof) en de omstandigheden bij metabole active-
ring.

EVALUATIE EN INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

Er zijn verschillende criteria om tot een positiel resultaat te besluiten, zoals een concentratieathankelijke stij-
ging op het geteste interval enfof een reproduceerbare stijging bij een of meer concentraties van het aantal
terugmutantkolonies per plaat bij ten minste één stam met of zonder metabool activeringssysteem (23). In
eerste instantie moet naar de biologische relevantie van de resultaten worden gekeken. Als hulpmiddel bij de

evaluatie van de testresultaten kunnen statistische methoden worden gebruikt (24). Statistische significantie
mag echter niet de enige bepalende factor voor een positieve reactie zijn.

Indien de resultaten voor een teststof niet aan bovenstaande criteria voldoen, wordt de stof bij deze test als
niet-mutageen beschouwd.

Hoewel de meeste experimenten duidelifk positieve of negatieve resultaten zullen opleveren, zal een definitieve
uitspraak over de effecten van de teststof in uitzonderingsgevallen onmogelijk zijn. De resultaten kunnen, hoe
vaak het experiment ook wordt herhaald, onduidelijk of twijfelachtig blijven.

Positieve resultaten bij de terugmutatictest met bacterién wijzen erop dat de teststof puntmutaties door basen-
paarvervanging of lecsraamverschuiving in het genoom van Salmonella typhimurium en/of Escherichia coli
induceeert. Negatieve resultaten wijzen crop dat de stof onder de testomstandigheden bij de geteste soort niet
mutageen is.

RAPPORTAGE

TESTVERSLAG

In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:
Oplosmiddel/Medium:

— motivering voor de keuze van het oplosmiddel/mediun:

— oplosbaarheid en stabiliteit van de teststof in het oplosmiddel/medium, indien bekend.
Stammen:

— gebruikte stammien:

— aantal cellen per culuur:

— kenmerken van de stam.



Testomstandigheden:

hoeveelheid teststof per plaat (in mg/plaat of pl/plaat) met vermelding van de achtergrond voor de keuze
van de dosis en het aantal platen per concentratie;

gebruikte media;
aard en samenstelling van het metabool activeringssysteem, met inbegrip van aanvaardbaarheidscriteria;

procedures voor de behandeling.

Resultaten:

tekenen van toxiciteit;

neerslagverschijnselen;

tellingen per plaat:

gemiddeld aantal terugmutantkolonies per plaat met de standaardafwijking;
indien mogelijk het verband tussen dosis en respons:

eventuele statistisclie analyses;

gegevens over tegelijkertijd uitgevoerde negatieve (oplosmiddel/medium) en positieve controles met ver-
melding van spreiding, gemiddelde en standaardafwijking:

gegevens over in het verleden uitgevoerde negatieve (oplosmiddel/medium) en positieve controles met
vermelding van spreiding, gemiddelde en standaardafwijking.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies.
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B.15

1.1.

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

MUTAGENITEITSONDERZOEK EN SCREENING OP CARCINOGENESE

GENMUTATIE — SACCHAROMYCES CEREVISIAE
METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definitie

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzoekmethode

Er kunnen verschillende haploide en diploide stammen van de gist Saccharomyces cerevisiae worden gebruikt om
de door chemische stoffen geinduceerde genmutaties te meten, dit zowel met als zonder metabole activering.

Voorwaartse mutatiesystemen bij haploide stammen zoals de meting van mutatie van rode mutanten met
adeninebehoefte (ade-1, ade-2) naar witte mutanten met dubbele adeninebehoefte en selectieve systemen zoals de
inductie van canavanine- en cycloheximideresistentie zijn gebruike.

Het meest uitgebreid gevalideerde terugwaartse mutatiesysteem maakt gebruik van de haploide stam XV 185-14C
welke de oker nonsens mutaties ade 2-1, arg 4-17, lys 1-1 en trp 5-48 draagt die omkeerbaar zijn door
basesubstitutiemutagenen die plaatsspecifieke mutaties of oker suppressor mutaties induceren. XV 185-14C heeft
ook het his 1 — 7 kenmerk, een ,missense” mutatie die hoofdzakelijk wordt gereverteerd door tweede-plaatsmu-
taties, en het hom 3 — 10 kenmerk, dat wordt gereverteerd door ,frame shift”-mutagenen (verschuivingen in het
leeskader).

Van de diploide stammen van S.cerevisiae wordt alleen D7, die homozygoot is voor ilv 1-92, uitgebreid
gebruikt.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzoekmethode
Voorbereidingen

De oplossingen van de teststof en van controle- of referentiestoffen dienen kort voor het uitvoeren van de test te
worden bereid met behulp van een geschikt medium. Voor niet in water oplosbare organische stoffen moet een
oplossing van niet meer dan 2% v/v organische oplosmiddelen, zoals ethanol, aceton of dimethylsulfoxyde
(DMSO) worden gebruikt. De eindconcentratie van het oplosmiddel dient de levensvatbaarheid en de
groeikarakteristieken van de cel niet significant te beinvioeden.

Metabole activering

De cellen moeten met en zonder een geschikt exogeen metabool activeringssysteem aan de teststoffen worden
blootgesteld.

Het meest gebruikte systeem is €en met een cofactor aangevulde postmitochondriale fractie bereid uit levers van
knaagdieren die met enzyminducerende agentia zijn voorbehandeld. Het gebruik van andere diersoorten, weefsels,
postmitochondriale fracties of procedures kan ook geschikt zijn voor het verkrijgen van metabole activering.



Proefomstandigheden
Proefstammen

De haploide stam XV 185-14 C en de diploide stam D zijn het meest gebruikt voor onderzoek naar genmutaties.
Andere stammen kunnen eveneens geschikt zijn.

Media

Er worden geschikte media gebruikt voor de bepaling van overleving en het aantal mutaties.

Gebruik van negatieve en positieve controles

Positieve, onbehandelde en oplosmiddelencontroles moeten parallel worden uitgevoerd. Voor elk specifiek
mutatie-eindpunt moeten geschikte positieve controlechemicalién worden gebruikt.

Blootstellingsconcentraties

Er zijn ten minste vijf behoorlijk gespreide concentraties van de teststof vereist. Voor toxische stoffen mag de
hoogste geteste concentratie het overlevingspercentage niet tot minder dan 5 & 10 % verlagen. In water relatief
onoplosbare stoffen dienen met behulp van geschikte methoden tot de uiterste oplosbaarheidsgrens te worden
onderzocht. Voor volledig in water oplosbare niet-toxische stoffen dient de hoogste concentratie per geval te
worden bepaald.

Incubatieomstandigheden

De platen worden gedurende vier tot zeven dagen bij 28 tot 30 °C in het donker geincubeerd.

Spontane mutatiefrequenties

Er dienen subculturen te worden gebruikt met een spontane mutatiefrequentie binnen de normaal aanvaarde
grenzen.

Aantal replica’s

Voor de analyse van door genmutatie geproduceerde prototrofen en de levensvatbaarheid van de cellen moeten per
concentratie ten minste drie replicaplaten worden gebruikt. Voor proefnemingen met kenmerken zoals hom 3—10
met een laag mutatieniveau moet het aantal gebruikte platen worden verhoogd, ten einde statistisch relevante
gegevens te verkrijgen.

Uitvoering

S. cerevisiae-stammen worden gewoonlijk behandeld in een vloeistoftest met hetzij stationaire hetzij groeiende
cellen. Het eerste experiment moet worden uitgevoerd met groeiende cellen. 1 — § x 107 cellen per m! worden
gedurende maximaal achttien uur bij 28 tot 37 °C onder schudden aan de teststof blootgesteld; een passende
hoeveelheid van een metabool activeringssysteem wordt tijdens de behandeling toegevoegd, waar dat van
toepassing is. Na de behandeling worden de cellen gecentrifugeerd, uitgewassen en uitgezaaid op een geschikt
cultuurmedium. Na incubatie worden op de platen overleving en de inductie van genmutaties bepaald.

Indien het eerste experiment negatief is, moet een tweede experiment worden uitgevoerd met stationaire cellen. Als
het eerste experiment positief is, dient dit in een passend, onafhankelijk experiment te worden bevestigd.

GEGEVENS

De gegevens moeten in tabellen worden samengevat met vermelding van het aantal getelde kolonies, het aantal
mutanten, overlevings- en mutatiefrequenties. Alle resultaten moeten in een onafthankelijke proef worden
bevestigd. De gegevens moeten met behulp van een geschikte statistische methode worden geévalueerd.



3.1.

3.2.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefneming

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:
— gebruikrte stam;

— proefomstandigheden: stationaire fase of groeiende cellen; samenstelling van de media; incubatietemperatuur
en -duur; metabool activeringssysteem;

— behandelingsomstandigheden: blootstellingsniveaus; procedure en duur van de behandeling; behande-
lingstemperatuur; positieve en negatieve controles;

— aantal getelde kolonies; aantal mutanten; overlevings- en mutatiefrequentie; dosis-responsverhouding (waar
dat van toepassing is); statistische beoordeling van gegevens;

— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatie en interpretatic

Zie Algemene inleiding — Deel B.

LITERATUUR

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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6 MITOTISCHE RECOMBINATIE — SACCHAROMYCES CEREVISIAE

METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definitie

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzoekmethode

Mitotische recombinatie bij Saccharomyces cerevisize kan worden vastgesteld tussen genen (of meer algemeen
tussen een gen en zijn centromeer) en binnen genen. Het cerste verschijnsel wordt mitotische overkruising genoemd
en genereert reciproke produkten terwijl het laatste verschijnsel meestal niet reciprook is en genconversie wordt
genoemd. Overkruising kan over het algemeen worden vastgesteld door de produktie van recessieve homozygote
kolonies of sectoren in een heterozygote stam terwijl genconversie wordt vastgesteld door de produktie van
prototrofe revertanten in een auxotrofe heteroallele stam die twee verschillende defecte allelen van heczelfde gen
draagr. De voor het opsporen van mitotische genconversie meest gebruikte stammen zijn D4 (heteroalleel in ade2 en
trpS), D+ (heteroalleel in trpS), BZ;, (heteroalleel in arg4) en JD1 (heteroalleel in his4 en trp5). Mitotische
overkruising waarbij rode en roze homozygote sectoren worden geproduceerd, kan worden vastgesteld in D of D,
(waarin ook de mitotische genconversie en de terugwaartse mutatie in ilv 1-92 worden gemeten), aangezien beide
stammen heteroalleel zijn voor complementerende allelen van ade2.

Kwaliteitscriteria

Geen

Beschrijving van dc onderzoekmethode

Voorbereidingen

Oplossingen van de teststof en van controle- of referentiestoffen dienen kort voor het uitvoeren van de test te
worden bereid met behulp van een geschikt medium. Voor niet in water oplosbare organische stoffen moet een
oplossing van niet meer dan 2% v/v organische oplosmiddelen, zoals ethanol, aceton en dimethylsulfoxyde

(DMSO) worden gebruikt. De cindconcentratie van het oplosmiddel dient de levensvatbaarheid en de
groeikarakteristicken van de cel niet significant te beinvioeden.

Metabole activering
De cellen moeten zowel met als zonder een geschikt exogeen metabool activeringssystecm aan de teststoffen
worden blootgesteld. Het meest gebruikte systeem is een met cofactor aangevulde postmitochondriale fractie

bereid uit de levers van knaagdieren die voorbehandeld zijn met enzyminducerende agentia.

Het gebruik van andere diersoorten, weefsels, postmitochondriale fracties of procedures kan eveneens geschikt zijn
voor het verkrijgen van metabole activering.

Proefomstandigheden
Proefstammen

De meest gebruikte stammen zijn de diploiden D,, Ds, D, en JD1. Andere stammen kunnen ook gebruike
worden.



Media

Er worden geschikte cultuurmedia gebruikt voor de bepaling van overleving en de mitotische recombinatiefre-
quentie.

Gebruik van negatieve en positieve controles

Positieve, onbehandelde en oplosmiddelcontroles moeten parallel worden uitgevoerd. Voor elk specifiek
recombinatie-eindpunt moeten geschikte positieve controlestoffen worden gebruikt.

Blootstellingsconcentraries

Er zijn ten minste vijf behoorlijk gespreide concentraties van de teststof vereist. Factoren waarmee rekening moet
worden gehouden zijn cytotoxiciteit en oplosbaarheid. De laagste concentratie mag geen cffect hebben op de
levensvatbaarheid van de cellen. Voor toxische chemicalién mag de hoogste geteste concentratie het over-
levingspercentage niet tot minder dan S 4 10% verlagen. In water relatief onoplosbare chemicalién dienen met
behulp van geschikte methoden tot de uiterste oplosbaarheidsgrens te worden onderzocht. Voor volledig in water
oplosbare niet-toxische stoffen dient de hoogste concentratie per geval te worden bepaald.

De cellen kunnen, hetzij in de stationaire fase hetzij tijdens de groei, gedurende perioden van maximaal achttien uur
aan de teststof worden blootgesteld. Bij lange behandelingstijden dienen de culturen evenwel microscopisch te
worden gecontroleerd op spoorvorming, aangezien de proef daardoor zijn waarde verliest.

Incubatieomstandigheden

De platen worden in het donker gedurende vier tot zeven dagen bij 28 tot 30 °C geincubeerd. Platen die worden
gebruikt voor het opsporen van door mitotische overkruising geproduceerde rode en roze homozygote sectoren
dienen voor hettellen nog een i twee dagen in een koelkast te worden bewaard ( + 4 °C), ten einde de ontwikkeling
van de geschikt gepigmenteerde kolonies te laten plaatsvinden.

Spontane mitotische recombinatiefrequentie

Er moeten subculturen worden gebruikt met een spontane mitotische recombinatiefrequentie binnen de normaal
aanvaarde grenzen.

Aantal replica’s

Per concentratie moeten ten minste drie replicaplaten worden gebruikt voor de bepaling van het aantal door
mitotische genconversie geproduceerde prototrofen en de levensvacbaarheid van de cellen. Indien het aantal door
mitotische overkruising geproduceerde recessieve homozygoten wordt bepaald, dient het aantal platen te worden
verhoogd, opdar een voldoende aantal kolonies kan worden onderzocht.

Uitvoering

S. cerevisiae-stammen worden gewoonlijk in een vloeistoftest behandeld en er worden hetzij stationaire hetzij
groeiende cellen gebruikt. Het eerste experiment moet worden uitgevoerd met groeiende cellen. 1 — 5 x 107 cellen
per ml worden gedurende maximaal achttien uur bij 28 tot 37 °C onder schudden aan de teststof blootgesteld;

tijdens de behandeling wordt een passende hoeveelheid van een metabool activeringssysteem toegevoegd, waar dat
van toepassing is.

Na de behandeling worden de cellen gecentrifugeerd, uitgewassen en uitgeplaat op een geschikt cultuurmedium.
Na incubatie wordt op de platen de overleving en de inductie van mitotische recombinaties bepaald.

Indien het eerste experiment negatief is, moet een tweede experiment worden uitgevoerd met stationaire cellen. Als
het eerste experiment positief is, dient dit in een passend, onafhankelijk experiment te worden bevestigd.

GEGEVENS

De gegevens moeten in tabellen worden samengevat met vermelding van het aantal getelde kolonies, het aantal
recombinanten, overleving en recombinatiefrequentie.

Alle resultaten worden in een onafhankelijke proef bevestigd.

De gegevens moeten met behulp van een geschikte statistische methode worden geévalueerd.



3.1.

3.2.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefneming

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:
— gebruikte stam;

— proefomstandigheden: stationaire fase of groeiende cellen; samenstelling van de media; incubatietemperatuur
en -duur; metaboo! activeringssysteem;

~ behandelingsomstandigheden: blootstellingsconcentratie; procedure en duur van de behandeling; behande-
lingstemperatuur; positieve en negatieve controles;

— aantal getelde kolonies; aantal recombinanten; overleving en recombinatie-frequentie; dosis — responsver-
houding {waar dat van toepassing is); statistische evaluatie van de gegevens;

— bespreking van de resultaten;

~— interpretatie van de resultaten.

Evaluatic en interpretatie

Zie Algemene inleiding — Deel B.

LITERATUUR

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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»B.17. MUTAGENITEIT — IN-VITROGENMUTATIETEST MET ZOOGDIERCELLEN

METHODE

Deze methode is overgenomen van TG 476 van de OESO: In-vitrogenmutatietest met zoogdiercellen (1997).

INLEIDING

De in-vitrogenmutatietest met zoogdiercellen kan worden gebruikt voor de detectie van genmutaties die door
chemische stoffen zijn geinduceerd. Geschikte cellijnen zijn bijvoorbeeld de L5178Y-muizenlymfoomcellen,
de cellijnen CHO, CHO-AS52 en V79 van Chinese hamsters en de humane TK6-lymfoblastoidcellen (1). Bij
deze cellijnen zijn de meest gangbare genetische eindpunten: een mutatie bij thymidinekinase (TK), hypoxan-
thine-guanine-fosforibosylransferase (HPRT) en transgeen xanthine-guanine-fosforibosyltransferase (XPRT). Bij
de mutatietests met TK, HPRT en XPRT worden verschillende spectra van genetische gebeurtenissen gedetec-
teerd. Door de ligging van TK en XPRT op autosomen kunnen genetische gebeurtenissen worden gedetecteerd
(bv. grote deleties) die niet op de HPRT-locus op X-chromosomen worden gesignaleerd (2)(3)(4)(5)(6).

bij de in-vitrogenmutatietest met zoogdiercellen kunnen culturen van permanente cellijnen of celstammen
worden gebruikt. De gebruikte cellen worden geselecteerd op basis van het groeivermogen in een cultuur en
de stabiliteit van de spontane mutatiefrequentic.

Bij in vitro uitgevoerde tests moet er meestal cen exogene metabole activeringsbron worden gebruikt, Dit
metabole activeringssysteem kan de omstandigheden in een zoogdiercel in vivo niet volledig nabootsen. Er
moet goed op worden gelet dat omstandigheden die kunnen leiden tot positieve resultaten die niet het gevolg
zijn van intrinsieke mutageniteit, worden vermeden. Positieve resultaten die niet het gevolg zijn van intrin-
siecke mutageniteit, kunnen ontstaan door veranderingen in de pH of de osmolaliteit of een sterke cytotoxici-
teit (7).

Deze test wordt gebruikt voor de screening op mogelijke mutagenen en carcinogenen voor zoogdieren. Veel
stoffen die positief op deze test reageren, zijn carcinogeen voor zoogdieren, maar er is geen absolute correla-
tie tussen deze test en carcinogeniteit. De corrclatie is afhankelijk van de chemische klasse en het lijkt er
steeds meer op dat er carcinogenen zijn die niet met deze test worden gesignaleerd omdat ze blijkbaar via
andere niet-genotoxische of in bacteriecellen afwezige mechanismen werken (6).

Zie ook de algemene inleiding van deel B.

DEFINITIES

Voorwaartse mutatie: een genmutatie van het oudertype naar de mutantvorm die leidt tot wijziging of ver-
lies van de enzymactiviteit of de functie van het gecodeerde eiwit.

Mutageen met basenpaarvervanging: een stof die vervanging van een of meer basenparen in het DNA ver-
oorzaakt.

Mutageen met leesraamverschuiving: een stof die invoeging of deletie van een of meer basenparen in het
DNA-molecuul veroorzaake.

Fenotypische expressictijd: de periode gedurende welke ongewidjzigde genproducten uit pas gemuteerde cel-
len verdwijnen.

Mutantfrequentie: de verhouding tussen het cantal waargenomen mutantcellen en het aantal levensvatbare
cellen.

Relatieve totale groei: de toename van het aantal cellen in de loop van de tijd in vergelijking met een con-
uole-celpopulatie, berekend als het product van de suspensiegroei in vergelijking mer de negatieve controte
en de kloneringsefficiéntie in vergelijking mict de negatieve controle,

Relatieve suspensiegroci: de toename van het aantal cellen tijdens de expressieperiode in vergelijking met
de negatieve controle.
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1.4.1.

1.4.1.1.

Levensvatbaarheid: de kloneringsefficiéntie van de behandelde cellen bij het uitplaten in selectieve omstan-
digheden na de expressieperiode.

Overleving: de kloneringsefficiéntie van de behandelde cellen bij het uitplaten aan het eind van de behan-
delingsperiode; de overleving wordt meestal uitgedrukt in vergelijking met de controle-celpopulatie.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

Cellen met een deficivntie aan thymidinekinase (TK) door de mutatie TK"™ — TK™" zijn resistent voor de
cytotoxische effecten van de pyrimidine-analoog trifluorthymidine (TFT). Cellen zonder deficiéntie aan thymi-
dinekinase zijn gevoelig voor TFT, waardoor het celmetabolisme wordt geremd en er geen celdeling meer
plaatsvindt. Dit betekent dat mutantcellen zich in aanwezigheid van TFT kunnen voortplanten en normale cel-
len, die thymidinekinase bevatten, niet. Analoog hieraan worden ook cellen met een deficiéntie aan HPRT of
XPRT geselecteerd door resistentie voor 6-thioguanine (TG) of 8-azaguanine (AG). De eigenschappen van de
teststof moeten zorgvuldig worden bekeken als een base-analoog of een met de selecterende stof verwante
verbinding aan een van de genmutatictests met zoogdiercellen wordt onderworpen. Eventuele vermoedens
omtrent selectieve toxiciteit van de teststof bij mutantcellen en gewone cellen moeten nader worden onder-
zocht. Bij het testen van chemische stoffen die verwant zijn met de selecterende stof moet worden bevestigd
of het selectiesysteem en de selecterende stof bruikbaar zijn (8).

Cellen in een suspensie of een monolaageultuur worden zowel met als zonder metabole activering gedurende
een geschikte periode aan de teststof blootgesteld en overgeént om de cytotoxiciteit te bepalen en fenotypi-
sche expressie mogelijk te maken alvorens de mutanten te selecteren (9)(10)(11)(12)(13). De cytotoxiciteit
wordt meestal bepaald door de relatieve kloneringsefficiéntie (overleving) of de relatieve totale groei van de
culturen na de behandelingsperiode te meten. De behandelde culturen blijven een voldoende lange periode,
kenmerkend voor elke locus en elk celtype. in groeimedium om een vrijwel optimale fenotypische expressie
van de geinduceerde mutaties mogelijk re maken. De mutantfrequentie wordt bepaald door bekende aantallen
cellen te enten in medium met de selecterende stof voor de detectie van mutantcellen en in medium zonder
de selecterende stof voor de bepaling van de kloneringsefficiéntie (levensvatbaarheid). Na een geschikte incu-
batietijd worden de kolonies geteld. De mutantfrequentie wordt bepaald aan de hand van het aantal mutant-
kolonies in het selectieve medium en het azntal kolonies in het niet-selectieve medium.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

Voorbereiding

Cellen

Er kunnen verschillende soorten cellen voor deze test worden gebruikt, zoals subklonen van de cellijnen
L5178Y, CHO, CHO-AS52, V79 of TK6. Van de bij deze test gebruikte cellen moet worden aangetoond dat
ze gevoelig zijn voor chemische mutagenen en een hoge kloneringsefficiéntie en een stabiele spontane
mutantfrequentie hebben. De cellen mocten op besmetting met mycoplasma worden gecontroleerd en mogen
bij besmetting niet worden gebruike.

De test moet zodanig worden opgezet dat deze een vooraf bepaalde gevoeligheid en onderscheidingsver-
mogen heeft. Het aantal cellen, culturen en concentraties van de teststof moet aan de hand van deze vooraf
bepaalde parameters worden gekozen (14). Het minimale aantal levensvatbare cellen dat de behandeling over-
leeft en bij elke fase van de test wordt gelnuikt, moet op basis van de spontane mutatiefrequentie worden
gekozen. Een vuistregel is dat het gebruikie aantal cellen ten minste tien keer zo groot moet zijn als de
inverse van de spontane mutatiefrequentic. Aanbevolen wordt echter ten minste 10% cellen te gebruiken. Er
moeten afdoende gegevens uit het verleden over het gebruikte celsysteem beschikbaar zijn om aan te kunnen
nemen dat de test consistente resultaten oplevert.

Media en kweekomstandigheden

Er moet worden gezorgd voor geschikic kweekmedia en incubatieomstandigheden (kweekvat), temperatuur,
CO,-concentratie, en vochtigheid). De media moeten worden gekozen op basis van de bij de test gebruikte
selectieve systemen en celtypes. Het is vooral belangrijk dat de kweekomstandigheden zodanig worden geko-
zen dat de celgroei tijdens de expressieperiode en het kolonievormend vermogen van zowel de mutantcellen
als de gewone cellen optimaal zijn,
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Bereiding van de culturen

Cellen uit stamculturen worden in een kweekmedium geént en bij 37 °C geincubeerd. Het is wellicht nodig
reeds aanwezige mutantcellen uit de cultuur te verwijderen voordat deze voor de test wordt gebruikt.

Metabole activering

De cellen dienen zowel met als zonder een geschikt metabool activeringssysteem aan de teststof te worden
blootgesteld. Het meest gebruikte systeem is een post-mitochondriale fractie aangevuld met een cofactor (S9),
verkregen uit de lever van knaagdieren die zijn behandeld met enzym-inducerende stoffen als Aroclor 1254
(15)(16){17)(18) of een combinatie van fenobarbiton en B-naftoflavon (19)(20).

De post-mitochondriale fractie wordt meestal gebruikt bij een concentratie van 1-10% (v/v) in het uiteinde-
like medium. De keuze en omstandigheden voor het gebruik van een metabool activeringssysteem kunnen
afhankelijk zijn van de aard van de geteste chemische verbinding. In sommige gevallen zal wellicht meer dan
een concentratie van de post-mitochondriale fractie moeten worden gebruikt.

Een aantal ontwikkelingen, bijvoorbeeld de opbouw van genetisch aangepaste cellijnen waarin specifieke acti-
veringsenzymen tot expressie komen, kan endogene activering mogelijk maken. Voor de keuze van de
gebruikte cellijnen moet cen wetenschappelijke verantwoording worden gegeven (bv. aan de hand van de rele-
vantie van het cytochroom P450-isoenzym voor het metabolisme van de teststof).

Teststof/Bereiding

Vaste teststoffen moeten in geschikre oplosmiddelen of media worden opgelost of gesuspendeerd en eventueel
véor de behandeling van de cellen worden verdund. Vioeibare teststoffen kunnen rechtstreeks aan het testsys-
teem worden toegediend enfof voor de behandeling worden verdund. Tenzij uit stabiliteitsgegevens blijkt dat
opslag aanvaardbaar is, moeten verse bereidingen van de teststof worden gebruikt.

Testomstandigheden

Oplosmiddel/Medium

Chemische reacties tussen het oplosmiddel/medium en de teststof moeten uitgesloten zijn en het oplosmiddel/
medium moet verenigbaar zijn met het overleven van de cellen en de $9-activiteit. Als er andere dan gangbare
oplosmiddelen/media worden gebruikt, mocten gegevens worden verstrekt waaruit blijkt dat ze geen proble-
men opleveren. Aanbevolen wordt waar mogelijk eerst te bezien of een waterig oplosmiddel/medium kan
worden gebruikt. Wanneer stoffen worden getest die in water instabiel zijn, moeten de gebruikte organische
oplosmiddelen watervrij zijn. Water kan door toevoeging van een moleculaire zeef worden verwijderd.

Blootstellingsconcentratics

Bij de bepaling van de hoogste concentratie moet onder andere rekening worden gehouden met de cytotoxici-
teit, de oplosbaarheid in het testsysteem en veranderingen in de pH of de osmolaliteit.

De cytotoxiciteit moet met en zonder metebole activering in het hoofdexperiment worden bepaald aan de
hand van adequate indicatics omtrent de integriteit en de groei van de cellen, zoals de relatieve kloneringseffi-
ciéntie (overleving) of de relatieve rotale groei. Het kan nuttig zijn vooraf een apart experiment uit te voeren
om de cytotoxiciteit en de oplosbaarheid te bepalen.

Er moeten ten minste vier analyseerbare concentraties worden gebruikt. Wanneer er cytotoxiciteit optreedt,
moeten deze concentratics cen interval van de maximale tot geen of vrijwel geen toxiciteit bestrijken; dit bete-
kent meestal dat de concentratieniveaus nict meer dan een factor 2 tot | 10 uit elkaar mogen liggen. Als de
maximale concentratie op cytotoxische effecten is yebaseerd, moet de relatieve overleving (relatieve klone-
ringsefficiéntie) of de relaticve totale groei daarbij op ongeveer 10-20% liggen (maar niet lager dan 10%). Bij
stoffen met een betrekkelijk geringe cytotoxiciteit moet de maximale concentratie 5 mg/ml, 5 pl/ml of 0.01
M (de laagste van deze drie) zijn.

Bij betrekkelijk onoplosbare stoffen moet ce hoogste dosis bij of boven de oplosbaarheidsgrens onder de
kweekomstandigheden liggen. De oplosbaarlicidsgegevens moeten worden bepaald in het uiteindelijke behan-
delingsmedium waaraan de cellen worden blootgesteld. Het kan nuttig zijn de oplosbaarheid aan het begin en
het eind van de behandeling te bepalen, aangezien de oplosbaarheid tijdens de blootstelling in het testsysteem
door de aanwezigheid van bijvoorbeeld cellen. §9 of serum kan veranderen. Onoplosbaarheid kan met het
blote oog worden geconstateerd. Het neerslag mag niet storen bij het scoren.



1.4.2.3,  Controles

Bij elk experiment mocten tegelijkertijd positieve en negatieve (oplosmiddel of medium) controles worden uit-
gevoerd, zowel met als zonder metabole activering. Wanneer metabole activering wordt gebruikt, moet de
voor de positieve controle gebruikte chemische stof activering vereisen om een mutagene reactie te veroor-
zaken.

Als positieve controle kunnen bijvoorbeeld worden gebruikt:

I A
Metabole activering Locus | Stof CAS-nr. Einecs-nr.
Zonder exogene metabole HPRT Ethylmethaansulfonaat 62-50-0 200-536-7
activering ‘
Ethylnitrosoureum 759-73-9 212-072-2
TK (kleine en | Methylmethaansulfonaat 66-27-3 200-625-0
grote kolonies)
XPRT Ethylmethaansulfonaat 62-50-0 200-536-7
| Ethylnitrosoureum 759-73-9 212-072-2
Met exogene metabole HPRT 3-Methylcholanthreen 56-49-5 200-276-4
activering ;
N-Nitrosodimethylamine 62-75-9 200-549-8
¢ 7.12-Dimethylbenzanthraceen 57-97-6 200-359-5
TK (kleine en | Cyclofosfamide 50-18-0 200-015-4
grote koloniey)
Cyclofostamide monohydraat 6055-19-2
Benzo[a]pyreen 50-32-8 200-028-5
3-Methylcholanthreen 56-49-5 200-276-5
XPR] N-Nitrosodimethylamine (voor 62-75-9 200-549-8
hoge concentraties van S9)
Benzo[a]pyreen 50-32-8 200-028-5

Ook andere geschikte referentiestoffen kunnen als positieve controle worden gebruikt, bijvoorbeeld 5-broom-
2'-deoxyuridine (CAS-nr. 59-14-3 en Linecs-nr. 200-415-9) als het laboratorium over referentiegegevens uit
het verleden beschikt. Waar mogelijk dient het gebruik van stoffen uit een verwante chemische klasse als posi-
tieve controle te worden overwogen.

Er dienen negatieve controles in het experiment te worden opgenomen, waaraan uitsluitend het oplosmiddel
of het medium wordt toegediend en die verder op dezelfde manier als de testgroepen worden behandeld.
Daarnaast moeten er ook controles worden gebruikt waaraan niets wordt toegediend, tenzij in het verleden
reeds is aangetoond dat het gekozen oplosmiddel geen schadelijke of mutagene effecten veroorzaakt.

1.43.  Uitvoering

1.4.3.1.  Behandeling met de tesistof

Delende cellen worden zowel met als zonder metabole activering aan de teststof blootgesteld. De blootstelling
moet gedurende een geschikte periode worden uitgevoerd (meestal is drie tot zes uur voldoende). De bloot-
stelling kan een of meer celeycli beslaan.



1.43.2.

o

2.1

2.2

Voor elke concentratie kan de bepaling met één behandelde cultuur of in duplo worden uitgevoerd. Wanneer
één cultuur worde gebruikt, moet het aantal concentraties worden verhoogd om ervoor te zorgen dat een
afdoende aantal culturen kan worden geanalyseerd (d.w.z. ten minste acht analyseerbare concentraties). Voor
de negatieve controle (oplosmiddel) moeten duploculturen worden gebruikt.

Bij het testen van gassen of vluchtige stoffen moet een daarvoor geschikte methode worden gevolgd, bijvoor-
beeld in een gesloten kweekvat (21)(22).

Meting van de overleving, de levensvatbaarheid en Je mutantfrequentic

Aan het eind van de blootstellingsperiode worden de cellen gewassen en gekweekt om de overleving te bepa-
len en expressie van het mutantfenotype mogelijk te maken. Meestal wordt na de behandelingsperiode begon-
nen met de meting van de cytotoxiciteit door bepaling van de relatieve kloneringsefficiéntie (overleving) of de
relatieve totale groei van de culturen.

Voor elke locus is er een bepaalde minimale tijd nodig om een vrijwel optimale fenotypische expressie van de
geinduceerde mutaties mogelijk te maken {voor HPRT en XPRT is ten minste zes tot acht dagen nodig en
voor TK ten minste twee dagen). De cellen worden gekweekt in medium met en zonder de selecterende
stofifen) om respectievelijk het aantal mutanten en de kloneringsefficiéntie te bepalen. Aan het eind van de
expressieperiode wordt een begin gemaakt met de meting van de levensvatbaarheid (gebruikt voor de bereke-

ning van de mutantfrequentic) door uitplating in het niet-selectieve medium.

Als de teststof positief reageert of de TK* -test met L5178Y, moet bij ten minste een van de testculturen (de
hoogste positieve concentratie} en bij de nevatieve en paositieve controles de grootte van de kolonies worden
geinventariseerd. Als de teststof negatief reageert op de TK''-test met L5178Y, moet bij de negatieve en posi-
tieve controles de grootte van de kolonies worden geinventariseerd. Als de TK* -test met TK6 wordt gebruikt,
kan de grootte van de kolonies ook worden geinventariseerd.

GEGEVENS

BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

Er moeten gegevens worden verstrekt over de bepaling van de cytotoxiciteit en de levensvatbaarheid, het aan-
tal kolonies en de mutantfrequentie bij de behandelde en de controleculturen. Als de teststof positief reageert
op de TK""-test met L5178Y, moeten de kolonies bij ten minste één concentratie van de teststof (de hoogste
positieve concentratie) en bij de negatieve en positieve controles worden gescoord aan de hand van de criteria
voor grote en kleine kolonies. Er is een gedetailicerde analyse gemaakt van de moleculaire en cytogenetische
aard van zowel grote als kleine mutantkolonies (23)(24). Bij de TK'"-test worden de kolonies gescoord aan
de hand van de criteria voor normale groei (grote kolonies) en langzame groei (kleine kolonies) (25). Mutant-
cellen die de omvangrijkste genctische beschadigingen hebben opgelopen, hebben een langere verdubbelings-
tijld en vormen derhalve kleine kolonies. De omvang van deze beschadiging varieert meestal van verlies van
het hele gen tot karyotypisch zichtbare chromosoomafwijkingen. Fr is een verband gelegd tussen mutanten
met kleine kolonies en chemische stoffen die groutschalige chromosoomafwijkingen induceren (26). Minder
ernstig aangetaste mutantcellen hebben een grocitempo dat vergelijkbaar is met de oudercellen en vormen
grote kolonies.

De overleving (relatieve Kloneringsefficiéntic) of de relatieve torale groei moet worden vermeld. De mutantfre-
quentie moet worden uitgedrukt als de verhouding tussen het aantal mutantcellen en het aantal overlevende
cellen.

De gegevens moeten voor elke cultuur apart worden verstrekt. Daarnaast moet er een overzicht van alle gege-
vens in tabelvorm worden samengesteld.

Een duidelijk positieve reactie behoeft niet te worden bevestigd. Bij onduidelijke resultaten moet nader onder-
zoek worden gedaan, bij voorkeur onder gewijzigde experimentele omstandigheden. Negatieve resultaten
moeten per geval worden bevestigd. Wanncer cen bevestiging van negatieve resultaten niet nodig wordt
geacht, moet daarvoor ecn motivering worden gegeven. Bij vervolgexperimenten na onduidelijke of negatieve
resultaten dient wijziging van parameters te worden overwogen om de bepaling uit te breiden tot een breder
scala van omstandigheden. Parameters die voor wijziging in aanmerking komen zijn bijvoorbeeld de concen-
tratie-intervallen en de omstandigheden bij metabole activering.

EVALUATIE EN INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

Er zijn verschillende criteria om tot een positiet resultaat te besluiten, zoals een concentratieafhankelijke of
een reproduceerbare stijging van de mutanurequentie. In eerste instantie moet naar de biologische relevantie
van de resultaten worden gekeken. Als hulpmiddel bij de evaluatie van de testresultaten kunnen statistische
methoden worden gebruikt. Statistische significantic mag echter niet de enige bepalende factor voor een posi-
tieve reactie zijn.



Indien de resultaten voor een teststof nict aan bovenstaande criteria voldoen, wordt de stof in dit systeem als
niet-mutageen beschouwd.

Hoewel de meeste studies duidelijk positieve of negatieve resultaten zullen opleveren, zal een definitieve uit-
spraak over de effecten van de teststof in uitzonderingsgevallen onmogelijk zijn. De resultaten kunnen, hoe
vaak het experiment ook wordt herhaald, onduidelijk of twijfelachtig blijven.

Positieve resultaten bij de in-vitrogenmutatietest met zoogdiercellen wijzen erop dat de teststof in de gebruikte
gekweekte zoogdiercellen genmutaties induceert. Het duidelijkst is een positieve concentratieathankelijke res-
pons die reproduceerbaar is. Negatieve resultaten wijzen erop dat de stof onder de testomstandigheden in de
gebruikte gekweekte zoogdiercellen geen genmutaties induceert.

RAPPORTAGE

TESTVERSLAG
In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:

Oplosmiddel/Medium:
— motivering voor de keuze van het oplosmiddel/medium;

— oplosbaarheid en stabiliteit van de teststof in het oplosmiddel/medium, indien bekend.

Cellen:

— aard en herkomst van de cellen;

— aantal celculturen;

— aantal overentingen, indien van toepassing;

— methoden om de celcultuur in leven te houden, indien van toepassing;
— afwezigheid van mycoplasma.

Testomstandigheden:

— achtergrond voor de keuze van de concentraties en het aantal culturen, bijvoorbeeld gegevens over de
cytotoxiciteit en beperkte oplosbaarheid, indien beschikbaar;

— samenstelling van het medium, CO,-concentratie;

— concentratie van de teststof;

— toegevoegd volume medium en teststof:

— incubatietemperatuur;

— incubatietijd;

-~ duur van de behandcling;

— celdichtheid bij de behandeling;

— aard en samenstelling van het metabool activeringssysteem, met inbegrip van aanvaardbaarheidscriterna;
— positieve en negatieve controles:

— lengte van de expressieperiode (met vermelding van het aantal geénte cellen en schema's voor enting en
overenting, indien van toepassing:

— selecterende stoffen:

— criteria om te bepalen of het resultaar positief, nesaticf of onduidelijk is;



methoden die zijn gebruikt om het aantal levensvatbare en mutantcellen te bepalen;

definitie van kolonies van een bepaalde omvang en aard (bv. criteria voor ,kleine” en ,grote” kolonies).

Resultaten:

tekenen van toxiciteit;
neerslagverschijnselen;

gegevens over de pH en de osmolaliteit tijdens de blootstelling aan de teststof, indien bepaald;

grootte van een gescoorde kolonie voor ten minste de negatieve en positieve controles;

mogelijkheden van het laboratorium voor de detectie van mutanten met een kleine kolonie bij de
TK*"-test met L5178Y, indien van toepassing:

indien mogelijk het verband tussen dosis en respons;
eventuele statistische analyses;
gegevens over tegelijkertijd uitgevoerde negatieve (oplosmiddelimediumy) en positieve controles;

gegevens over in het verleden uitgevoerde negatieve (oplosmiddelfmedium) en positieve controles met

vermelding van spreiding, gemiddelde en standaardafwijking;

mutantfrequentie.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies.
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1.6.

DNA-BESCHADIGING EN HERSTEL — DNA-HERSTELSYNTHESE — ZOOGDIERENCELLEN IN VITRO

METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definitie

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzoekmethode

Het onderzoek naar DNA-herstelsynthese (Unscheduled DNA Synthesis, UDS) meet de DNA-herstelsynthese na
excisie en verwijdering van een DNA-streng die de door chemische en fysische agentia geinduceerde beschadiging
bevat. De proef is gebaseerd op de opname van met tritium gemerkt thymidine (*H-TdR) in het DNA van
zoogdierencellen die zich niet in de S-fase van de celcyclus bevinden. De opname van *H-TdR kan worden bepaald
met behulp van autoradiografie of van vloeistof scintillatie telling (liquid scintillation counting, LSC) van DNA uit
behandelde cellen. Tenzij primaire rattenhepatocyten worden gebruikt, worden de zoogdierencellen in cultuur met
en zonder een exogeen metabool activeringssysteem met de teststof behandeld. UDS kan eveneens in
in-vivo-systemen worden gemeten.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzockmethode

Voorbereidingen

Teststoffen en controle- of referentiestoffen moeten in groeimedium worden bereid of opgelost of gesuspendeerd in
geschikte media en voor gebruik in de proef verder worden verdund in groeimedium. De uiteindelijke concentratie

van het medium mag geen effect hebben op de levensvatbaarheid van de cel.

Primaire culturen van rattenhepatocyten, menselijke lymfocyten of permanente cellijnen (bij voorbeeld menselijke
diploide fibroblasten) kunnen voor deze toets worden gebruikt.

De cellen moeten met en zonder geschikt metabool activeringssysteem aan de teststof worden blootgesteld.

Proefomstandigheden
Aantal culturen

Er zijn ten minste twee celculturen voor autoradiografic en zes (of minder als dit wetenschappelijk verantwoord is)
celculturen voor LSC-UDS metingen vereist voor elk punt in de proef.

Gebruik van negatieve en positieve controles

Bij elke proef moeten parallelle positieve en negatieve (onbehandelde en/of medium) controles met en zonder
metabole activering worden uitgevoerd.



Voorbeelden van positieve controles voor de proef met rattenhepatocyten zijn onder meer 7,12-dimethylben-
zathraceen (7,12-DMBA) of 2-acetylaminofluoreen (2-AAF). Voor gevestigde cellijnen is 4-nitroquinoline-N-oxy-
de (4-NQO) een voorbeeld van een positieve controle voor autoradiografie en LSC-proeven, uitgevoerd zonder
metabole activering; wanneer metabole activeringssystemen worden gebruikt is N-dimethylnitrosamine een
positieve controleverbinding.

Blootstellingsconcentratie

Er zijn meerdere concentraties van de teststof vereist die voldoende gespreid moeten zijn om de respons te bepalen.
De hoogste concentratie moet een cytotoxisch effect veroorzaken. In warer relatief onoplosbare stoffen dienen tot
de uiterste oplosbaarheidsgrens te worden onderzocht. Voor volledig in water oplosbare niet-toxische stoffen dient
de hoogste concentratie per geval te worden bepaald.

Cellen

Om de culturen in stand te houden moeten geschikte groeimedia, CO,-concentraties, temperatuur en
vochtigheidsgraad worden gebruikt. Permanente cellijnen moeten regelmatig worden gecontroleerd op Myco-
plasma-contaminatie.

Metabole activering

Voor primaire hepatocytculturen wordt geen metabool activeringssysteem gebruikt. Permanente cellijnen en
lymfocyten worden met en zonder geschikt metabool activeringssysteem aan de teststof blootgesteld.

Uitvoering
Bereiding van culturen

Permanente cellijnen worden uit stamculturen gegenereerd (bij voorbeeld door trypsinebehandeling of door
uitspoelen), met een geschikte dichtheid op kweekflessen uitgezaaid en geincubeerd bij 37 °C.

Korte levende culturen rattenhepatocyten worden gekweekt door pas gedissocicerde hepatocyten in een geschike
medium te laten vasthechten aan de groeiende laag.

Menselijke lymfocytculturen worden met behulp van geschikte technieken gemaakt.

Behandeling van de culturen met de teststof

Primaire rattenhepatocyten

Pas geisoleerde rattenhepatocyten worden gedurende een geschikte periode met de teststof behandeld in een
medium dat *H-TdR bevat. Na de behandelingsperiode wordt medium van de cellen verwijderd, de cellen worden
gespoeld, gefixeerd en gedroogd. De glaasjes worden in een autoradiografische emulsie gedoopt, blootgesteld,
ontwikkeld (als alternatief kan ook stripping film worden gebruikt), gekleurd en gerteld.

Permanente cellijnen en lymfocyten

Autoradiografische methode: de celculturen worden voor een geschikte duur aan de teststof blootgesteld en daarna
behandeld met *H-TdR. De blootstellingstijd wordt bepaald door de aard van de stof, de activiteit van het
metaboliseringssysteem en het soort cel. Om de UDS-piek op te sporen, moet het *H-TdR hetzij samen met de
teststof hetzij binnen enkele minuten na de blootstelling aan de teststof worden toegevoegd. De keuze tussen deze
twee methoden is afhankelijk van een mogelijke interactie tussen teststof en *H-TdR. Ten einde een onderscheid te
maken tussen UDS en semiconservatieve DNA-replicatie kan dit laatste verschijnsel worden geremd door
toepassing van een arginine-deficiént medium, laag serumgehalte of door hydroxyurea in het cultuurmedium.

LSC-metingen van UDS: v66r de behandeling met de teststof moet zoals hierboven beschreven worden voorkomen
dat de cellen in de S-fase treden; nadien worden de cellen aan de teststof blootgesteld overeenkomstig de
beschrijving voor autoradiografie. Na de incubatieperiode wordt het DNA uit de cellen gehaald en worden het
totale DNA-gehalte en de *H-TdR-opname bepaald.

Opgemerk: wordt dat bij gebruik van menselijke lymfocyten in de hierboven beschreven methoden de
semiconservatieve DNA-replicatie niet moet worden onderdrukt in ongestimuleerde culturen.



2.1,

2.2,

3.1.

Analyse
Autoradiografische analyse

Voor de UDS-analyse van cellen in cultuur worden de S-fase kernen niet geteld. Per concentratie dienen ten minste
50 cellen te worden geteld. Voor de telling dienen de glaasjes te worden gecodeerd. Op elk glaasje moeten ver
viteenliggende, willekeurig gekozen velden worden geteld. De opgenomen hoeveelheid H-TdR in het cytoplasma
moet worden bepaald door telling van drie gebieden ter grootte van een kern in het cytoplasma van elke getelde
cel.

LSC-analyse

Voor de LSC-UDS-analyse moet van elke concentratie en van de controlepopulaties een passend aantal culturen
worden gebruikt.

Alle resultaten moeten in een onafhankelijke proef worden bevestigd.

GEGEVENS

De gegevens moeten in tabellen worden samengevat.

Autoradiografische analyse

De mate van *H-TdR-opname in het cytoplasma en het aantal aangetroffen korrels op de celkern moeten
afzonderlijk worden vermeld.

Gemiddelde, mediaan en modus kunnen worden gebruikt om de distributie van de *H-TdR-opname in het
cytoplasma en het aantal korrels per kern te beschrijven.

LSC-analyse

Voor L5C-analyses moet de *H-TdR-opname worden vermeld in dpm/pug DNA. Het gemiddeld aantal dpm/pg
DNA met standaarddeviatie kan worden gebruikt om de distributie van de opname te beschrijven.

De gegevens moeten met behulp van een geschikte statistische methode worden geévalueerd.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefneming

—
2

het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:
— gebruikre cellen, dichtheid en passagegetal op het ogenblik van de behandeling, aantal celculturen;

— toegepaste methode voor instandhouding van de celculturen met inbegrip van medium, temperacuur en
CO,-concentratie;

— teststof, medium, concentraties en verantwoording voor de in de test gebruikte concentraties;
— gegevens over het metabole activeringssysteem;
— behandelingsschema;

— positieve en negatieve controles;



3.2.

— toegepaste autoradiografische techniek;

— toegepaste methode om te voorkomen dat de cellen in de S-fase treden;

— toegepaste methode voor DNA-extractie en bepaling van het totale DNA-gehalte in LSC-analyses;
— indien mogelijk de dosis-responsverhouding;

— statistische evaluatie;

— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatic en interpretatie

Zie Algemene inleiding — Deel B,

LITERATUUR

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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B.19  ZUSTERCHROMATIDEN-UITWISSELINGSTEST IN VITRO

METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definitic

Zic Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen
Geen.

Principe van de onderzockmethode

De zusterchromariden-uitwissclingstest (Sister Chromatid Exchange, SCE), is een kortdurende proef voor het
opsporen van reciproke DNA-uitwisselingen tussen rwee zusterchromatiden van een duplicerend chromosoom.
SCE’s zijn onderlinge uitwisselingen van DNA-replicatieprodukten in ogenschijnlijk homologe loci. Vermoed
wordt dat het uitwisselingsproces verband houdt met een DNA-breuk en -hereniging, ofschoon weinig bekend is
over de moleculaire basis ervan. Om SCE's op te sporen moet een middel beschikbaar zijn om zusterchromatiden
verschillend te merken. Dat kan gebeuren door gedurende twee celcycli broomdeoxyuridine (BrdU) in het
chromosomaal DNA in te brengen.

In-vitro-zoogdierencellen worden met en zonder ecen exogeen metabool activeringssysteem verkregen uit
zoogdieren aan de teststof blootgesteld en gedurende twee replicatiecycli in een BrdU-bevattend medium
gekweekt, Na behandeling met cen wspindie”-remmer (bij voorbeeld colchicine) om cellen in een metafaseachg
stadium van de mitose (c-metafase) te verzamelen, worden de cellen gewonnen en chromoscompreparaten
gemaakr.

Kwalitcitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzockmethode
Voorbereidingen

~— Voor de test kunnen primaire culturen (menselijke lymfocyten) of gevestigde cellijnen (bij voorbeeld
ovariumcellen van de Chinese hamster) worden gebruikt. De cellijnen mocten worden gecontroleerd op
Mycoplasma-contaminatie.

— Er moeten geschikte cultuurmedia en incubatieomstandigheden worden gebruikt (bij voorbeeld temperatuur,
cultuurflessen, CO,-gehalte en vochtigheidsgraad).

— Védr de behandeling van de cellen dienen de teststoffen te worden klaargemaakt in cultuurmedia of opgelost of
gesuspendeerd in geschikte middelen. De uiteindelijke concentratie van een medium in het cultuursysteem mag
geen significante invloed hebben op de levensvatbaarheid of de groeisnelheid van de cel en effecten op de
SCE-frequentie moeten door middel van een oplosmiddelcontrole worden nagegaan.

— De cellen moceten met en zonder exogeen metabool activeringssysteern bereid uit zoogdieren aan de teststoffen
worden blootgesteld. Indien cvenwel cellen met intrinsicke metabole activiteic worden gebruikt, moeten de
aard en de omvang van de activiteit geschikt zijn voor de te onderzocken chemische klasse.

Proefomstandigheden
Aantal culturen

Voor etk punt m de proef moeten culturen ten minste in tweevoud worden gebruikt.



Gebruik van positieve en negatieve controles

Positieve controles waarbij gebruik wordt gemaakt van een direct werkende stof en een stof die metabole activering
vereist, moeten bij elke proefneming worden uitgevoerd: er dient eveneens een mediumcontrole te worden
gebruike.

Hierna volgen voorbeelden van stoffen die als positieve controle kunnen worden gebruikt:

— direct werkende stof:

— ethylmethaansulfonaat,

— niet-rechtstreeks werkende stof:

— cyclofosfamide.

Waar dat van toepassing is, kan ook een aznvullende positieve controle van dezelfde chemische klasse als de te
onderzoeken stof worden meegenomen.

Bloorstellingsconcentratie

Er zijn ten minste drie behoorlijk gespreide concentraties van de teststof vereist. De hoogste concentratie moet een
duidelijk toxisch effect veroorzaken en moet laag genoeg zijn om een goede celreplicatie te doen plaatsvinden. In
water relatief onoplosbare stoffen dienen met behulp van geschikte methoden tot de uiterste oplosbaarheidsgrens
te worden onderzocht. Voor volledig in water oplosbare niet-toxische stoffen dient de hoogste concentratie per
geval te worden bepaald.

Uitvoering
Bereiding van culturen

Permanente cellijnen worden gegenereerd uit stamculturen (bij voorbeeld door trypsinebehandeling of uitspoelen),
met een geschikte dichrheid uitgezaaid in kweekflessen en geincubeerd bij 37°C. Voor eenlagige culturen moet het
aantal cellen per kweekfles worden aangepast zodat de culturen op het tijdstip van winning niet veel meer dan 50 %
confluent zijn. Anderzijds kunnen cellen worden gebruikt in een suspensiecultuur. Culturen van menselijke
lymfocyten worden met behulp van geschikte technicken opgezet uit gehepariniseerd bloed en bij 37°C
geincubeerd.

Behandeling

Celen in exponentitle groeifase worden voor een geschikte duur blootgesteld aan de teststof; in de meeste gevallen
volstaan een tot twee uur maar in bepaalde gevallen mag de behandelingstijd worden verlengd tot maximaal twee
complete celcycli. Cellen zonder toereikende intrinsieke metabole activiteit moeten met en zonder geschike
metabool activeringssysteem aan de teststof worden blootgesteld. Na de blootstellingsperiode worden de
teststoffen van de cellen gewassen en worden de cellen gedurende twee replicatieronden in aanwezigheid van BrdU
in cultuur gebracht. Een andere methode is de cellen gedurende de volledige cultuurtijd van twee celcycli gelijktijdig
bloot te stellen aan de teststof en aan BrdU.

Culturen van menselijke lymfocyten worden behandeld terwijl ze zich in een semisynchrone staat bevinden.

De cellen worden geanalyseerd in de tweede deling na de behandeling omdat het dan zeker is dat de gevoeligste
fasen van de celcyclus aan de teststof zijn blootgesteld. Alle culturen waaraan BrdU is toegevoegd, moeten tot aan
de winning van de cellen in het donker of in geschemerd licht van gloeilampen worden behandeld, ten einde de
fotolyse van BrdU-bevattend DNA tot een minimum te beperken.

Winning van de cellen

De celculturen worden een tot vier uren voor het winnen behandeld met een wspindle”-remmer (bij voorbeeld
colchicine). Elke cultuur wordt afzonderlijk gewonnen en bewerkt met het oog op het prepareren van
chromosomen.

Chromosoompreparatie en kleuring

Chromosoompreparaten worden gemaakt met behulp  van standaardcytogenetische technieken. De glaasjes
kunnen met behulp van diverse technieken {bij voorbeeld fluorescentie plus Giemsa-methode) worden gekleurd om
de SCE’s aan te tonen.



3.1.

3.2.

Analyse

Het aantal te analyseren cellen dient te zijn gebaseerd op de door controleproeven bepaalde spontane
SCE-frequentie. Gewoonlijk worden ten minste 25 goed gespreide metafasen per cultuur geanalyseerd op SCE’s.
De glaasjes worden voor de analyse gecodeerd. Voor menselijke lymfocyten worden uitsluitend metafasen
geanalyseerd die 46 centromeren bevatten. Voor gevestigde cellijnen worden uitsluitend metafasen geanalyseerd
die + 2 centromeren van het modale aantal bevatten. Er moet worden vermeld of een centromere verandering van
kenmerk als SCE wordt beschouwd of niet. De resultaten moeten in een onafhankelijke proef worden
bevestigd.

GEGEVENS

De gegevens moeten in tabellen worden samengevat. Voor alle behandelde en controleculturen moet het aantal
SCE’s in elke metafase en het aantal SCE’s per chromosoom in elke metafase afzonderlijk worden vermeld.

De gegevens moeten met behulp van een geschikte statistische methode worden geévalueerd.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefneming

In het verslag van de proefneming moeten de volgende gegevens worden opgenomen:
— gebruikte cellen, methoden voor het in stand houden van de celculturen;

— proefomstandigheden: samenstelling van cultuurmedia, CO;-concentratie, concentratie van de teststof,
gebruikt oplosmiddel, incubatietemperatuur, behandelingstijd, toegepaste ,spindle”-remmer, de concentratie
ervan en de duur van de behandeling, gebruikte soort metabool activeringssysteem bereid uit zoogdieren,
positieve en negatieve controles;

— aantal celculturen per punt in de proef;
— nadere gegevens omtrent de toegepaste techniek voor het prepareren van glaasjes;
— aantal geanalyseerde metafasen (de gegevens dienen voor elke cultuur afzonderlijk te worden verrueld);

— gemiddeld aantal SCE’s per metafase en per chromosoom (de gegevens dienen voor elke cultuur afzonderlijk te
worden vermeld);

— criteria voor het tellen van SCE’s;

— verantwoording voor de gekozen dosis;

— dosis-responsverhouding (indien mogelijk);
— statistische evaluatie;

— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatie en interpretatie

Zie Algemene inleiding — Deel B.

LITERATUUR

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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1.1,

1.2.

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

GESLACHTSGEBONDEN RECESSIEVE LETALITEITSTEST MET DROSOPHILA MELANOGASTER

METHODE

Inleiding
Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definitie

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzoekmethode

Het onderzoek naar geslachtsgebonden recessieve letaliteit (Sex-linked recessive lethaltest, SLRL) waarbij
Drosophila melanogaster wordt gebruikt, spoort mutaties, zowel puntsmutaties als kleine deleties, in de
geslachislijn van het insekt op. Deze test is een voorwaartse mutatietest waarmee kan worden gezocht naar
mutaties in circa 800 loci op het X-chromosoom. Dat is circa 80% van alle X-chromosoomloci. Het
X-chromosoom vertegenwoordigt circa een vijfde van het gehele haploide genoom.

Mutaties in het X-chromosoom van Drosophila melanogaster komen fenotypisch tot uiting bij mannetjes die
drager zijn van het mutant gen. Indien de mutatie letaal is in de homozygote staat wordt dit afgeleid uit het
ontbreken van een klasse mannelijke nakomelingen van de twee die normaal door een heterozygoot vrouwtje
worden voortgebracht. Bij de SLRL-toets wordt van deze feiten gebruik gemaakt door middel van speciaal
gemerkte en gerangschikte chromosomen.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzoekmethode
Voorbereidingen
Stamculturen

Mannetjes van een goed gedefinieerd wild-type stamcultuur en vrouwtjes van de Muller-5 stamcultuur kunnen
worden gebruikt. Andere goed gemerkte vrouwelijke stamculturen met meermaals geinverteerde X-chromosomen
kunnen eveneens worden gebruikt.

Teststof

De teststoffen dienen in water te worden opgelost. In water onoplosbare stoffen kunnen in geschikte media worden
opgelost of gesuspendeerd {bij voorbeeld een mengsel van ethanol en Tween-60 of 80) en voor de toediening
worden verdund in water of een zoutoplossing. Dimethylsulfoxyde (DMSQ) moet als medium worden
vermeden.

Aantal dieren

De proef moet worden opgezet met een vooraf bepaalde gevoeligheid en statistische kracht. De tijdens de
desbetreffende controle waargenomen spontane mutatiefrequentie zal het aantal te analyseren behandelde
chromosomen in sterke mate beinvloeden.

Toedieningsweg

Blootstelling kan oraal geschieden, door injectie of door blootstelling aan gassen of dampen. De teststof kan ook
als voedsel worden toegediend in cen suikeroplossing. Waar dat nodig is kunnen de stoffen worden opgelost in een
0,7 % natriumchlorideoplossing en in de thorax of abdomen worden geinjecteerd.

Gebruik van negatieve en positieve controles

Negatieve (medium) en positieve controles moeten worden meegenomen. Indien evenwel in het laboratorium
geschikte controlegegevens uit het verleden beschikbaar zijn, behoeven geen parallelle controles te worden
uitgevoerd.



3.1.

3.2.

Blootstellingsniveau

Drie blootstellingsniveaus moeten worden gebruikt. Voor een voorbereidende beoordeling kan met een
blootstellingsniveau van de teststof worden volstaan. Dat blootstellingsniveau is_hetzij de hoogste getolereerde
concentratie of de concentratie waarbij zich enige rekenen van toxiciteit voordoen: Voor niet-toxische stoffen dient
een blootstelling tot maximale concentratie die uitvoerbaar is te worden- gebruike.

Uitvoering

Wild-type mannetjes (drie tot vijf dagen oud) worden met teststof behandeld en individueel gepaard met een
overmaat aan niet-gedekte vrouwtjes van de Muller-5 stamcultuur of van een andere goed gemerkte {met
meervoudig geinverteerde X-chromosomen) stamcultuur. Om de twee 2 drie dagen worden de vrouwtjes
vervangen door andere niet-gedekte vrouwtjes, ten einde de volledige geslachtscelcyclus te bestrijken. Bij de
nakomelingen van deze vrouwtjes worden letale effecten opgespoord die overeenstemmen met de effecten op rijp
sperma, spermatiden in vroeg, midden of laat stadium, spermatocyten en spermatogonia op het ogenblik van de

behandeling.

Heterozygote F,-vrouwtjes uit de hierboven beschreven kruising worden individueel gepaard (dat wil zeggen een
vrouwtje per fles) met hun broertjes. In de F-generatie wordt in elke cultuur de afwezigheid van wild-type
mannetjes onderzocht. Indien een cultuur lijkt te zijn ontstaan uit een F-vrouwtje dat een letaal kenmerk in het
ouderlijk X-chromosoom draagt (dat wil zeggen er worden geen mannetjes met het behandelde chromosoom
aangetroffen), dienen dochters van dat vrouwtje met hetzelfde genotype te worden onderzocht, ten einde na te gaan
of de letaliteit in de volgende generatie wordt herhaald.

GEGEVENS

De gegevens moeten in tabellen worden samengevat met vermelding van het aantal geteste X-chromosomen, het
aantal niet-vruchtbare mannetjes en het aantal letale chromosomen voor elke blootstellingsconcentratie en voor
elke paringsperiode van elk mannetje. Per mannetje dient het aantal groepen van verschillende omvang te worden
vermeld. De resultaten moeten in een afzonderlijke proef worden bevestigd.

De geslachtsgebonden recessieve letaliteitstest moet met behulp van geschikte statistische methoden worden
geévalueerd. Groeperingen van uit een mannetje ontstane recessief letalen moeten met behulp van een geschikte
statistische methode worden behandeld en geévalueerd.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefneming

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:

— stamcultuur: gebruikte Drosophilastammen, leeftijd van de insekten, aantal behandelde mannetjes, aantal
steriele mannetjes, aantal gevormde Fj-culturen, aantal F;-culturen zonder nakomelingen, aantal in elke
geslachrscelfase aangetroffen chromosomen met een letaal kenmerk;

— criteria voor de bepaling van de omvang van de behandelde groepen;

— proefomstandigheden: gedetailleerde beschrijving van het behandelings- en bemonsteringsschema, blootstel-
lingsniveaus, toxicitcitsgegevens, negatieve (oplosmiddel) en positieve controles (waar dat van toepassing
is);

— criteria voor het tellen van letale mutaties;

— blootstelling/ effectverhouding (indien mogelijk);

— statistische evaluatie;

— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatie en interpretatic

Zie Algemene inleiding — Deel B,

LITERATUUR

Zie Algemene inleiding — Deel B.



1.1,

1.2

1.3.

1.4.

1.5.

1.6.

B.21 ZOOGDIERENCELTRANSFORMATIETEST IN VITRO
METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definitic

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzoeckmethode

Cultuursystemen van zoogdierencellen kunnen worden gebruikt voor het onderzoek van fenotypische verande-
ringen in vitro die worden geinduceerd door chemische stoffen die betrokken zijn bij maligne transformaties in
vivo. Algemeen gebruikte cellen zijn onder meer C3H10T /,, 3T3, SHE, en Fisher-rat. De test is gebascerd op
wijzigingen in de celmorfologie, focusvorming of wijzigingen in de afhankelijkheid van de aanhechting in halfvast
agar. Er bestaan andere, minder gebruikte systemen die andere fysiologische of morfologische wijzigingen in cellen
ten gevolge van blootstelling aan carcinogene chemische stoffen opsporen. Van geen van de eindpunten van de
in-vitro-proef staat vast dat er cen mechanistische band is met kanker. Met enkele testsystemen kunnen
tumorpromotoren worden opgespoord. Cytotoxiciteit kan worden bepaald door meting van het effect van de
teststof op de kolonievorming (cloningsefficiéntie) of de groeisnelheid van de culturen. De cytotoxiciteitsbepaling
kan worden gebruikt om vast te stellen dat blootstelling aan de teststof een toxisch effect heeft gehad, maar kan niet
in alle testen worden gebruikt om de transformatiefrequentie te berekenen, aangezien voor sommige testen een
langere incubatie en/of opnieuw uitplaten noodzakelijk kunnen zijn.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzoekmethode
Voorbereidingen
Cellen

Een verscheidenheid aan cellijnen of primaire cellen is beschikbaar afhankelijk van de toegepaste transformatie-
test. De onderzoeker moet nagaan of de cellen voor de uit te voeren proef na blootstelling aan bekende
carcinogenen de juiste fenotypische wijzigingen vertonen en dient ervoor te zorgen dat de validitgit en
betrouwbaarheid van de in zijn laboratorium uitgevoerde test aangetoond en gedocumenteerd wordt.

Medium

De gebruikte media en procfomstandigheden dienen geschikt te zijn voor de uit te voeren transformatietesten.

Teststof

De teststof mag in cultuurmedia worden bereid of voor de behandeling van de cellen worden opgelost of
gesuspendeerd in geschikte middelen. De viteindelijke concentratie van het {(oplos)middel in het cultuursysteem
mag de levensvatbaarheid van de cellen, de groeisnelheid of de mate van voorkomen van transformaties niet
beinvloeden.

Metabole activering

De cellen dienen met en zonder geschikt metabool activeringssysteem aan de teststof te worden blootgesteld. Indien
evenwel celsoorten worden gebruikt met een intrinsieke metabole activiteit, moet worden nagegaan of de aard van
de activiteit geschikt is voor de onderzochte chemische klasse.
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Proefomstandigheden
Gebruik van positieve en negatieve controles

Voor elke proef moet een positieve controle worden uitgevoerd waarbij zowel een rechrstreeks werkende
verbinding als een verbinding die metabole activering vereist, moeten worden meegenomen: er dient eveneens een
negatieve (oplos)middelcontrole te worden gebruikt.

Hierna volgen voorbeelden van stoffen die als positieve controle kunnen worden gebruiki:

— Direct werkende stoffen:
— ethylmethaansulfonaat,
~— PB-propiolacton;
— Vert;indingen die metabole activering vereisen:
— 2-acetylaminofluoreen,
— 4-dimethylaminoazobenzeen,

— 7,12-dimethylbenzanthraceen.

Wanneer dat van tocpassing is, dient een aanvullende positieve controle van dezelfde chemische klasse als de
teststof te worden uitgevoerd.

Blootstellingsconcentraties

Meerdere concentraties van de teststof moeten worden gebruikt. Deze concentraties moeten een concentratieaf-
hankelijk toxisch effect veroorzaken waarbij de hoogste concentratie een laag overlevingspeil geeft en de overleving
in de laagste concentratie nagenoeg dezelfde is als die in de negatieve controle. In water relatief onoplosbare stoffen
dienen met behulp van geschikte methoden tor de uiterste oplosbaarheidsgrens te worden onderzocht. Voor
volledig in water oplosbare, niet-toxische stoffen dient de hoogste concentratie per geval te worden bepaald.

Uitvoering

De cellen moeten voldoende lang worden blootgesteld. De tijd is afhankelijk van het toegepaste testsystcem en bij
langere blootstellingstijden kan het noodzakelijk zijn een nieuwe dosis toe te dienen en gelijktijdig het medium te
veranderen (met indien noodzakelijk een vers metabool activeringsmengsel). Cellen met een ontoereikende
intrinsieke metabole activiteit moeten mer en zonder een geschikt metabool activeringssysteem aan de teststof
worden blootgesteld. Na de blootstellingsperiode wordt de teststof van de cellen gewassen en worden de cellen op
cultuurmedia gebracht onder omstandigheden die gunstig zijn om het verschijnen van getransformeerde fenotypes
te controleren en wordt de mate van voorkomen van de transformaties bepaald. Alle resultaten worden in een
onafhankelijke proef bevestigd.

GEGEVENS

De gegevens mocten in tabellen worden samengevat en kunnen naar gelang van de gebruikte toets in diverse
vormen worden voorgesteld, bij voorbeeld plaattellingen, positieve platen of aantal getransformeerde cellen.
Wanneer dat van toepassing is, dient de overleving te worden uitgedrukt als een percentage van het controleniveau
en de transformatiefrequentie als het aantal transformaties per aantal overlevenden. De gegevens moeten met
behulp van een geschikre statistische methode worden geévalueerd.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefneming

In het verslag van de proef moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:
~— gebruikt celtype, aantal celculturen, methode voor het in stand houden van celculturen;

— proefomstandigheden: concentratie van de teststof, gebruikt (oplos)middel, incubatietemperatuur, incubatie-
tijd, duur en frequentie van de behandeling, celdichtheid tijdens de behandeling, type van het gebruikte
exogeen metabool activeringssysteem, positieve en negarieve controles, specificatie van het onderzochte
fenotype, gebruikt selectief systeem (wanneer dat van toepassing is); verantwoording voor de keuze van de
doses;



3.2,

— gebruikte methode voor het tellen van het aantal levensvatbare en getransformeerde cellen;
— statistische evaluatie;
— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatic ¢n interpretatie

Zie Algemene inleiding — Deel B.

LITERATUUR

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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1.2,

1.3

1.4,

1.5.

1.6.

B.22

ONDERZOEK NAAR DOMINANTE LETALE MUTATIES BIf KNAAGDIEREN
METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definities

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzoekmethode

Dominante letale effecten veroorzaken de dood van het embryo of van de foetus. De inductie van dominante letale
mutaties door blootstelling aan een chemische stof wijst erop dat de stof het geslachtsweefsel van de proefdiersoort
heeft aangetast. Algemeen wordt aangenomen dat dominante letale mutaties het gevolg zijn van beschadiging van
de chromosomen (structurele en numerieke anomalieén). Als vrouwtjes worden behandeld, kan de dood van het
embryo eveneens het gevolg zijn van toxische effecten.

In het algemeen worden mannetjes aan de teststof blootgesteld en met niet-behandelde, niet-gedekte vrouwtjes
gepaard. De diverse geslachtscelstadia kunnen door middel van geregelde intervallen in de paring afzonderlijk
worden onderzocht. De toename van het aantal dode implantaten per vrouwtje in de behandelde groep in
vergelijking met het aantal dode implantaten per vrouwtje in de controlegroep geeft het verlies na implantatie weer.
Hert verlies voor implantatie kan worden geschat op grond van tellingen van de corpora lutea of door her totale
aantal implantaten per vrouwtje in de behandelde en de controlegroep met elkaar te vergelijken. Het totale
dominante letale effect is de som van het verlies voor en na de implantatie. De berekening van het totale dominante
letale effect is gebaseerd op de vergelijking van de levende implantaten per vrouwtje in de testgroep met de levende
implantaten per vrouwtje in de controlegroep. Een vermindering van het aantal implantaten op bepaalde
tijdstippen kan het gevolg zijn van het doodgaan van cellen (bij voorbeeld van spermatocyten en/of
spermatogonia).

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzockmethode

Voorbereidingen

Zo mogelijk moeten de teststoffen in een isotone zoutoplossing worden opgelost of gesuspendeerd. Niet in water
oplosbare chemische stoffen kunnen in geschikee (oplos)middelen worden opgelost of gesuspendeerd. Het

gebruikte (oplos)middel mag niet met de teststof interfereren en mag ook geen toxische effecten produceren. Er
dienen verse bereidingen van de teststof te worden gebruikt,

Proefomstandigheden

Toedieningsweg
De teststof moet in het algemeen slechts eenmaal worden toegediend. Op grond van toxicologische gegevens kan

een schema met herhaalde behandelingen worden gebruikt. De normale toedieningswegen zijn orale intubatie of
intraperitoneale injectie. Andere toedieningswegen kunnen eveneens geschikt zijn.

Proefdieren

Ratten of muizen worden als proefdieren aanbevolen. Gezonde, geslachtelijk volledig rijpe dieren worden
willekeurig ingedeeld in te behandelen groepen en controlegroepen.



Aantal en geslacht

Er dient een passend aantal behandelde mannetjes te worden gebruikt, rekening houdend met de spontane variatie
van het te onderzocken biologische kenmerk. Het gekozen aantal moet gebaseerd zijn op de van tevoren
vastgestelde detectiegevoeligheid en significantie. Zo moet bij voorbeeld bij een kenmerkende test het aantal
mannetjes in elke dosisgroep voldoende zijn om per paringsinterval 30 2 50 drachtige vrouwtjes te hebben.

Negatieve en positieve controles

In her algemeen moet clk experiment parallelle positieve en negatieve (oplos)middelcontroles omvatten. Indien
aanvaardbare positieve controleresultaten uit het recente verleden van in hetzelfde laboratorium verrichte
experimenten beschikbaar zijn, kunnen deze worden gebruikt in plaats van een paralelle positieve controle.
Positieve controlestoffen moeten in een voldoende lage dosis (bij voorbeeld MMS, i.p., bij 10 mg/kg) worden
gebruikt om de gevoeligheid van de test aan te tonen.

Dosisniveaus

Normaliter moeten drie dosisniveaus worden gebruikt. De hoge dosis moet bij de behandelde dieren tckenen van
toxiciteit of verminderde vruchtbaarheid teweegbrengen. In sommige gevallen kan mert ¢én enkele hoge dosis
worden volstaan.

Hoogste te testen dosis

Niet-toxische stoffen moeten in doses van § g/ kg bij één enkele toediening of in doses van 1 g/kg/dag bij herhaalde
toediening worden getest.

Ulitvoering

Erzijn diverse behandelingsschema’s beschikbaar. Enkelvoudige toediening van de teststof is de meest toegepaste
methode. Er kunnen ook andere behandelingsschema’s worden gebruike.

Na de behandeling laat men individuele mannetjes opeenvolgend na geschikte intervallen, met een of twee
niet-behandelde, nog niet-gedekte vrouwtjes paren. De vrouwtjes moeten bij de mannetjes worden gelaten
gedurende ten minste één volledige oestruscyclus of tot op het ogenblik dat de paring heeft plaatsgevonden, hetgeen
wordt bepaald door de aanwezigheid van sperma in de vagina of door de aanwezigheid van een vaginale

plug.

Het aantal paringen na de behandeling is afhankelijk van het behandelingsschema en moet groot genoeg zijn om
alle geslachtscelstadia na de behandeling te kunnen onderzoeken.

De vrouwtjes worden in de tweede helft van de dracht gedood en de inhoud van de uterus wordt onderzocht om het
aantal dode en levende implantaties te bepalen. Ook de eierstokken kunnen worden onderzocht om het aantal
corpora lutea te bepalen.

GEGEVENS

De volgende gegevens moeten in tabellen worden weergegeven: aantal mannetjes, aantal drachtige vrouwtjes en
aantal niet-drachtige vrouwtjes. De resultaten van elke paring, met inbegrip van de identiteit van elk mannetje en
elk vrouwtje, moeten afzonderlijk worden gerapporteerd. Voor elk vrouwtje moet de week van de paring, het
dosisniveau van het mannetje en de frequentie van levende en dode implantaten worden aangegeven.

De berekening van het totale dominante letale effect is gebaseerd op de vergelijking van de levende implantaten per
vrouwtje in de testgroep met de levende implantaten per vrouwtje in de controlegroep. De verhouding tussen dode
en levende implantarten bij de behandelde groep, vergeleken met dezelfde verhouding bij de controlegroep, wordt
geanalyseerd om het verlies na implantatie na te gaan.

Als de gegevens van vroegtijdige en laattijdige sterften worden geregistreerd, moet dat uit de tabellen duidelijk
blijken. Als het verlies v66r implantatie wordt geschar, moetr dat worden gerapporteerd. Her verlies véor
implantatie kan worden berekend als een discrepantie tussen het aantal corpora lutea en het aantal implantaten of
als een daling van het gemiddelde aantal implantaten per uterus in vergelijking met controleparingen.

De gegevens worden met behulp van geschikte statistische methoden geévalueerd.



3.1

3.2,

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefnemingen

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende .gegevens worden opgenomen:

diersoort, stam, leeftijd en gewicht van de gebruikte dieren, aantal dieren van elk geslacht in de experimentele
en controlegroepen;

teststof, (oplos)middel; geteste dosisniveaus en verantwoording voor de selectie van de dosering, negatieve en
positieve controles, gegevens over de toxiciteit;

expositiewijze en -duur;

paringsschema;

gebruikte methode om te bepalen dat de paring heeft plaatsgevonden;
tijdstip waarop de dieren worden gedood;

criteria voor de beoordeling van dominante letale mutaties;
dosis/responsverhouding (waar dat van toepassing is);

statistische evaluatie;

bespreking van de resultaten;

interpretatie van de resultaten.

Evaluatic en interpretatic

Zie Algemene inleiding — Deel B.

LITERATUUR

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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»B.23. TEST OP CHROMOSOOMAFWIJKINGEN IN SPERMATOGONIA VAN ZOOGDIEREN

METHODE

Deze methode is overgenomen van TG 483 van de OESO: Test op chromosoomafwijkingen in spermatogonia
van zoogdieren (1997).

INLEIDING

De in vivotest op chromosoomafwijkingen in spermatogonia van zoogdieren wordt gebruikt om te bepalen
welke stoffen structurele chromosoomafwijkingen in  spermatogonia van zoogdieren veroorzaken
(H2B3)H(5). Er zijn twee soorten structurele afwijkingen: het chromosoomtype en het chromatidetype. De
meeste chemische mutagenen veroorzaken afwijkingen van het chromatidetype, maar ook het chromosoom-
type komt voor. Deze methode is niet bedocld om numerieke afwijkingen te meten en wordt meestal niet
voor dat doel gebruikt. Chromosoommutaties en soortgelijke voorvallen veroorzaken veel genetische ziekten
bij de mens.

Bij deze test wordt gemeten wat er met de chromosomen van bepaalde kiemcellen (spermatogonia) gebeurt
en op grond van het resultaat zullen wellicht voorspellingen kunnen worden gedaan over de inductie van
erfelijke mutaties in kiemcellen.

Voor deze test worden meestal knaagdieren gebruikt. Het is een in vivo cytogenetische test waarbij chromo-
soomafwijkingen worden gedetecteerd die zich voordoen bij mitose van spermatogonia. De methode is niet
geschikt voor andere doelweefsels.

Om afwijkingen van het chromatidetype in spermatogonia te detecteren, wordt de eerste mitose na de behan-
deling onderzocht, voordar deze beschadigingen bij latere celdelingen verloren gaan. Aanvullende informatie
van behandelde spermatogoniastameellen kan worden verkregen door de chromosomen bij de meiose te ana-
lyseren op afwijkingen van het chromosoomiype tijdens de diakinese-metafase I, wanneer de behandelde cel-
len spermatocyten worden.

Deze in vivotest is bedoeld om na te gaan of mutagenen voor somatische cellen ook in kiemcellen mutageen
zijn. Daarnaast is de test met spermatogonia geschikt om het gevaar van mutagene effecten te evalueren, aan-
gezien rekening kan worden gehouden met factoren die samenhangen met het metabolisme in vivo, de farma-
cokinetiek en de DNA-herstelsynthese.

De testis bevat een aantal generaties spermatogonia met een uiteenlopende gevoeligheid voor chemische stof-
fen. De geconstateerde afwijkingen vertegemvoordigen dan ook een gecombineerde respons van de behan-
delde spermatogoniacelpopulaties, waarbij de in grotere aantallen voorkomende gedifferentieerde spermatogo-
nia overheersen. Afhankelijk van hun plaats binnen de testis kunnen verschillende generaties spermatogonia
vanwege de fysische en fysiologische barriere van de cellen van Sertoli en de bloed-testisbarriére al dan niet
via de grote bloedsomloop bereikbaar zijn.

Als er aanwijzingen zijn dar de teststof of cen reactieve metaboliet daarvan niet in het doelweefsel terecht-
komt, is deze test niet geschikt.

Zie ook de algemene inleiding van deel B.

DEFINITIES

Afwijking van het chromatiderype: structurele chromosoombeschadiging waarbij breuken in individuele
chromatiden ontstaan, eventueel gevolgd door recombinatie,

Afwijking van het chromosoomtype: structurele chromosoombeschadiging waarbij breuken in beide chro-
matiden op dezelfde plaats ontstaan, eventueel gevoled door recombinatie,

Hiaat: een achromatische beschadiging die Kleiner is dan de breedte van één chromatide en waarbij de fout in
de uitlijning van de chromatiden minimaal is.

Numerieke afwijking: cen verandering in het santal chromosomen ten opzichte van het normale aantal dat
kenmerkend is voor de gebruikte dieren.
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Polyploidie: het voorkomien van een ander veelvoud van het haploide aantal chromosomen (n} dan het diplo-
ide aantal (d.w.z. 3n, 4n, enz).

Structurele afwijking: een verandering in de chromosoomstructuur die bij microscopisch onderzoek tijdens
de metafase van de celdeling kan worden waargenomen in de vorm van deleties, fragmenten en intra- of
interchromosomale uitwisselingen.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De dieren worden langs een geschikte weg aan de teststof blootgesteld en op geschikte tijdstippen na de

behandeling gedood. Voordat de dieren worden gedood, worden ze behandeld met een metafasestopper (bv.

colchicine of Colcemid®). Vervolgens worden chromosoompreparaten van de kiemcellen gemaakt, die worden
| 0ig preg € K

ekleurd; de cellen in de metafase worden geanalyseerd op chromosoomafwijkingen.

g bal . I

BESCHRIJVING VAN Dt TESTMETHODLE
Voorbereiding

Keuze van de diersoort

Meestal worden mannetjes van Chinese hamsters of muizen gebruikt. Ook mannetjes van andere geschikte
zoogdiersoorten komen echter in aanmerking. tr dient gebruik te worden gemaakt van jonge gezonde vol-
wassen dieren van in het laboratorium gangbare stammen. Bij het begin van de studie moet het gewichtsver-
schil tussen de dieren zo klein mogelijk zijn en mag dit maximaal +20% van het gemiddelde gewicht bedra-
gen.

Huisvesting en voeding

De in de algemene inleiding van deel B genoemde algemene omstandigheden worden aangehouden, maar

o/

voor de luchtvochtigheid wordt gestreefd naar 50-60%.

Voorbereiding van de dicren.

Gezonde jonge volwassen mannetjes worden aselect ingedeeld in de behandelde en controlegroepen. De
kooien moeten zodanig worden geplaatst dit mogelijke elfecten daarvan tot een minimum worden beperkt.
De dieren krijgen een unicke identificatie. Ze krijgen minimaal vijf dagen de tijd om in het laboratorium te
acclimatiseren voordat de test begint.

Bereiding van de doseringen

Vaste teststoffen moeten in geschikte oplosmiddelen of media worden opgelost of gesuspendeerd en eventueel
v6or de toediening aan de dieren worden verdund. Vloeibare teststoffen kunnen rechtstreeks worden toege-
diend of védr de toediening worden verdund. Tenzij uit stabiliteitsgegevens blijkt dat opslag aanvaardbaar is,
moeten verse bereidingen van de teststof worden gebruikt.

Testomstandigheden

Oplosmiddel/Medium

Het oplosmiddelimedium mag bij de gebruikie dosisniveaus geen toxische effecten veroorzaken en chemische
reacties met de teststof moeten uitgesloten zijn. Als er andere dan gangbare oplosmiddelen/media worden
gebruikt, moeten gegevens worden verstrekt waaruit blijke dat ze geen problemen opleveren. Aanbevolen
wordt waar mogelijk cerst te bezien of cen waterig oplosmiddel/medium kan worden gebruikt.

Controles

Bij elk experiment mocten tegelijkertijd positieve en negatieve (oplosmiddel/medium) controles worden uit-
gevoerd. Afgezien van de behandeling met de teststof moeten de dieren in de controlegroepen op identieke

wijze worden behandeld als de dieren in de andere groepen.
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Voor de positieve controles moet een stof worden gebruikt die in vivo structurele chromosoomafwijkingen in
spermatogonia veroorzaakt bij toediening op een blootstellingsniveau waarbij een detecteerbare stijging ten
opzichte van het achtergrondniveau kan worden verwacht.

De doseringen van de positieve controles moeten zodanig worden gekozen dat de effecten duidelijk zijn maar
de gecodeerde objectglaasjes niet onmiddellijk als zodanig herkenbaar zijn. Het is aanvaardbaar de positieve
controle langs een andere weg toe te dienen dan de teststof en slechts op één tijdstip te bemonsteren. Tevens
kan waar mogelijk het gebruik van stoffen uit cen verwante chemische klasse als positieve controle worden
overwogen. Als positieve controle kunnen bijvoorbeeld worden gebruikt:

Stof CAS-nr. Einecs-nr.
Cyclofosfamide 50-18-0 200-015-4
Cyclofosfamide monohydraat 6055-19-2
Cyclohexylamine 108-91-8 203-629-0
Mitomycine C 50-07-7 200-008-6
Acrylamide-monomeer 79-06-1 201-173-7
Triethyleenmelamine ‘ 51-18-3 200-083-5

Voor elk bemonsteringstijdstip dienen negaticve controles in het experiment te worden opgenomen, waaraan
uitsluitend het oplosmiddel of het medium wordt toegediend en die verder op dezelfde manier als de andere
groepen worden behandeld. tenzij uit in het verleden uitgevoerde controles aanvaardbare gegevens beschik-
baar zijn over de spreiding over de dieren en de frequentie van cellen met chromosoomafwijkingen. Daarnaast
moeten er ook onbehandelde controles worden gebruikt, tenzij in het verleden of in de literatuur reeds is aan-
getoond dat het gekozen oplosmidde] of medium geen schadelijke of mutagene effecten veroorzaakt.

UITVOERING

Aantal dieren

Elke behandelde en controlegroep moet minimaal vijf analyseerbare mannetjes bevatten.

Behandelingsschema

De teststof wordt bij voorkeur een of twee keer (dav.z. als één of twee behandelingen) toegediend. De dosis
kan eventueel worden gesplitst, waarbij de twee porties op dezelfde dag met een interval van niet meer dan
enkele uren worden toegediend, om de toedicning van een groot volume te vergemakkelijken. Voor een ander
doseringsschema moet een wetenschappelijke motivering worden gegeven.

In de hoogste doseringsgroep worden twee bemonsteringstijdstippen na de behandeling gebruikt. Aangezien
de kinetiek van de celeyclus door de teststof kan worden beinvloed, wordt er één vroeg en één laat bemonste-
ringstijdstip gebruike rond 24 en 48 uur na de behandeling. Voor andere doses dan de hoogste dosering moet
een bemonsteringstijdstip op 24 uur of 1,5-maal de lengte van de celeyclus na de behandeling worden geko-
zen, tenzij bekend is dat cen ander bemonstergstipdstip geschikrer is voor de detectie van effecten (6).

Daarnaast kunnen ook andere bemonsteringstijdstippen worden gebruikt. Een vroeger bemonsteringstijdstip
zal bijvoorbeeld wellicht Leter zijn bij stoffen die tot achterblijvende chromosomen kunnen leiden of S-onaf-
hankelijke effecten kunnen hebben (1).

Per geval moet worden onderzocht of een schema voor herhaalde behandeling nodig is. Na herhaalde behan-
deling worden de dieren 24 uur (I,5-maal de lenyte van de celeyclus) na de laatste behandeling gedood. Waar
mogelijk kunnen aanvullende bemonsteringstijdstippen worden gebruikt.

Voordat de dieren worden gedood, worden ze intraperitoneaal yeinjecteerd met een adequate dosis metafase-
stopper (bv. Colcemid™ of colchicine). De dicren worden na een adequate wachttijd bemonsterd. Voor muizen
moet er ongeveer drie tot vijt uur worden gewacht en voor Chinese hamsters ongeveer vier tot vijf uur.
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2.1

Dosisniveaus

Als er een oriénterend onderzoek wordt uitgevoerd omdat er geen bruikbare gegevens over de dosering
beschikbaar zijn, moet dit in hetzelfde laboratorium gebeuren met dezelfde soort, dezelfde stam en hetzelfde
behandelingsschema als bij het hoofdonderzoek (7). Als er sprake is van toxiciteit, worden er voor het eerste
bemonsteringstijdstip drie dosisniveaus gebruikt. Deze dosisniveaus moeten een interval van de maximale tot
geen of vrijwel geen toxiciteit bestrijken. Op het latere bemonsteringstijdstip behoeft alleen de hoogste dosis
te worden gebruikt. De hoogste dosis wordt gedefinieerd als de dosis die zodanige toxiciteitsverschijnselen
veroorzaakt dat er bij hogere doses met Letzelfde doseringsschema waarschijnlijk sterfte zal optreden.

Stoffen met een specificke biologische activiteit bij Jage niet-toxische doses (zoals hormonen en mitogenen)
kunnen een uitzondering vormen op deze criteria om de dosering te bepalen en moeten per geval worden
beoordeeld. De hoogste dosis kan ook worden gedefinieerd als een dosis die enigerlei aanwijzing van toxiciteit
voor de spermatogonia oplevert (bv. een daling van de verhouding tussen cellen in spermatogniamitose en
eerste en tweede mejosemetafase: deze daling mag niet groter zijn dan 50%).

Limiettest

Als een test met één dosis minimaal 2 000 mgfkg lichaamsgewicht/dag, in één keer of in twee porties op
dezelfde dag toegediend, geen waarneemibare toxische effccten veroorzaakt en op basis van gegevens over
stoffen met een verwante structuur geen genotoxiciteit te verwachten valt, zal het wellicht niet nodig zijn een
volledig onderzoek met drie dosisniveaus uit te voeren. Op grond van gegevens omtrent de verwachte bloot-
stelling van de mens kan het gebruik van ¢en hoger dosisniveau bij de limiettest nodig worden geacht.

Toediening van de doses

De teststof wordt meestal met behulp van een maagsonde of een geschikte intubatiecanule of door intraperi-
toneale injectie toegediend, Ook andere toedieningswegen kunnen aanvaardbaar zijn, als daarvoor een mioti-
vering kan worden geveven. Het maximale volume vioeistof dat in één keer met een sonde of injectie kan
worden toegediend, is afhankelijk van de grootte van het proefdier. Het volume mag niet groter zijn dan
2 mlf100 g lichaamsgewicht. Voor het yebruik van grotere volumes moet een motivering worden gegeven.
Behalve bij prikkelende of bijtende stoffen, die in hogere concentraties meestal heviger effecten veroorzaken,
moeten volumeverschillen tot een minimum worden beperkt door de concentratie aan te passen, zodat op alle
dosisniveaus hetzelfde volume kan worden gebruike,

Chromosoompreparaten

Onmiddellijk nadat het dier is gedood worden suspensies yemaakt van cellen uit één testis of beide testes en
worden deze in een hypotone oplossing gebracht en gefixeerd. De cellen worden vervolgens op objectglaasjes
uitgesmeerd en gekleurd.

Analyse

Voor elk dier worden minimaal 100 goed vespreide metafases geanalyseerd (d.w.z. ten minste 500 metafases
goed geanaly
er groep). Wanneer cen groot aantal afwijkineen wordt ceconstateerd, kan dit aantal worden verlaagd. Alle
p o o o
objectglaasjes, ook die van de positieve en negatieve controles, worden vaér de microscopische analyse onaf-
hankelijk gecodeerd. Aangezien bij de fixatieprocedures vaak een gedeelte van de metafasecellen breekt, waar-
[} } o
bij chromosomen verloren gaan, moeten de gescoorde cellen 2n + 2 centromeren bevatten.

GEGEVENS

BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

De gegevens moeten voor elk dier in wwbelvorm worden verstrekt. De eenheid bij dit experiment is het dier.
Voor elk dier apart moet het aantal cellen met structurele chromosoomafwijkingen en het aantal chromo-
soomafwijkingen per cel worden bepaald. Lr moct een overzicht worden gegeven van de verschillende soorten
structurele chromosoomafwijkingen met de aantallen en de frequentie waarmee ze in de behandelde en con-
trolegroepen voorkomen. Hiaten worden apart geregistreerd en gerapporteerd maar meestal niet in de totale
frequentie van de afwijkingen opgenomen.

Als zowel mitose als meiose wordt geobserveerd. wordt als maat voor de cytotoxiciteit bij alle behandelde die-
ren en negatieve controles in een monster van i totaal 100 delende cellen per dier de verhouding tussen cel-
len in spermatogoniamitose en eerste en tweede meiosemetafase bepaald om een mogelijk cytotoxisch effect
vast te stellen. Als alleen de mitose wordt geobserveerd, moet in ten minste 1 000 cellen voor elk dier de
mitotische index worden bepaald.
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EVALUATIE EN INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

Er zijn verschillende criteria om tot een positief resultaat te besluiten, zoals een dosisafhankelijke stijging van
het relatieve aantal cellen met chromosoomafwijkingen of een duidelijke stijging van het aantal cellen met
afwijkingen bij één dosis en één bemonsteringstijd. In eerste instantie moet naar de biologische relevantie van
de resultaten worden gekeken. Als hulpmiddel bij de evaluatie van de testresultaten kunnen statistische metho-
den worden gebruikt (8). Statistische significantie mag echter niet de enige bepalende factor voor een posi-
tieve reactie zijn. Bij onduidelijke resultaten moet nader onderzoek worden gedaan, bij voorkeur onder gewij-
zigde experimentele omstandigheden.

Indien de resultaten voor een teststof niet aan bovenstaande criteria voldoen, wordt de stof bij deze test als
niet-mutageen beschouwd.

Hoewel de meeste experimenten duidelijk positicve of negatieve resultaten zullen opleveren, zal een definitieve
uitspraak over de effecten van de teststof in uitzonderingsgevallen onmogelijk zijn. De resultaten kunnen, hoe
vaak het experiment ook wordt herhaald, onduidelijk of twijfelachtig blijven.

Positieve resultaten bij de in-vivotest op chromosoomafwijkingen in spermatogonia wijzen erop dat de teststof
in de kiemcellen van de geteste soort structurele chromosoomafwijkingen induceert. Negatieve resultaten wij-
zen erop dat de stof onder de testomstandigheden in de kiemcellen van de geteste soort geen chromosoom-
afwijkingen induceert.

De waarschijnlijkheid dat de teststof of de metabolieten daarvan in het doelweefsel terechtkomen, dient te
worden besproken.

RAPPORTAGE

TESTVERSLAG
In het testverslag moet de volgende informatie worden opgenomen:

Oplosmiddel{Medium
— Motivering voor de keuze van het mediun.

— Oplosbaarheid en stabiliteit van de teststof in het oplosmiddel{medium, indien bekend.

Proefdieren:

— Gebruikte soort/stam.

— Aantal en leeftijd van de dieren.

— Herkomst, huisvesting, voeding, enz.

Qe

— Het gewicht van elk dier aan het begin van de test, met vermelding van de spreiding, het gemiddelde en
de standaardafwijking van het lichaamsgewicht voor elke groep.

Testomstandigheden:

— Gegevens uit het oricnterend onderzoek. indien dit is uitgevoerd.
— Achtergrond voor de keuze van de dosisniveaus,

— Achtergrond voor de keuze van de toedicningsweg.

— Gegevens over de bereiding van de teststor.

— Gegevens over de toediening van de tesistof,

— Achtergrond voor de keuze van het tijdstip waarop de dieren gedood worden.



— Omrekening van de concentratie van de teststof in het voer/drinkwater (in ppm) in de dosis (in mg/kg
lichaamsgewicht/lag), indien van toepassing.

— Gegevens over de kwaliteit van het voer en het drinkwater.

— Een gedetailleerde beschrijving van het behandelings- en bemonsteringsschema.
—  Methoden voor de meting van de toxiciteit.

— Naam van de metafasestopper, gebruikt concentratie en blootstellingsduur.

— Methoden voor de bereiding van de objectglaasjes.

— Criteria voor het scoren van afwijkingen.

— Aantal geanalyseerde cellen per dier.

— Criteria om te bepalen of het resultaat positief, negatief of onduidelijk is.
Resultaten:

— Tekenen van toxiciteit.

— Mitotische index.

— Verhouding tussen cellen in spermatogoniamitose en cerste en tweede meiosemetafase.
— Aard en aantal van de afwijkingen, afzonderlijk vermeld voor elk dier.

— Totaalaantal afwijkingen per groep.

— Aantal cellen met afwijkingen per grocp.

— Indien mogelijk het verband tussen dosis en respons.

— Eventuele statistische analyses,

— Gegevens over tegelijkertijd uitgevoerde negatieve controles,

— Gegevens over in het verleden uitgevoerde negatieve controles, met vermelding van spreiding, gemiddelde
en standaardafwijking.

— Gegevens over tegelijkertijd uitgevoerde positieve controles.
— Veranderingen in de ploidie, indien waargenomen.

o &
Bespreking van de resultaten.

Conclusies.
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B.24  VLEKKENTEST BIJ MUIZEN
METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definitie

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen,

Principe van de onderzoekmethode

Het betreft een in-vivo-test bij muizen waarbij zich ontwikkelende embryo’s worden blootgesteld aan chemische
stoffen. De cellen in de zich ontwikkelende embryo’s waarop de test is gericht, zijn melanoblasten en de genen
waarop de test is gericht, zijn die welke de pigmentering van de vachtharen regelen. De zich ontwikkelende
embryo’'s zijn heterozygoot voor een aantal van deze vachtkleurgenen. Door een mutatie in of verlies van {door een
verscheidenheid van genetische gebeurtenissen) het dominant alleel van een dergelijk gen in ecen melanoblast komt
het recessief fenotype in de cellen van de afstammelingen tot uiting, waardoor een vlek met een andere kleur wordt
gevormd in de vacht van de volgende generatie muizen. Het aantal nakomelingen met deze vlekken wordt geteld en
de frequentie ervan vergeleken met het aantal nakomelingen van embryo’s die uitsluitend met het oplosmiddel zijn
behandeld. Het wordt verondersteld dat de vlekkentest somatische mutaties in foetale cellen detecteert.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzockmethode
Voorbereidingen

Indien mogelijk worden de teststoffen opgelost of gesuspendeerd in een isotonische zoutoplossing. Niet in water
oplosbare chemische stoffen worden opgelost of gesuspendeerd in geschikte (oplos)middelen. Het gebruikte
(oplos)middel mag niet interfereren met de teststof en geen toxische effecten veroorzaken. Er dienen verse
teststofpreparaten te worden gebruikt.

Proefdieren

Muizen van de T-stam (nonagouti, a/a; chinchilla, pink eye, cChp/cd‘p; brown b/b; dilute, short ear, d se/d se,
piebald sporting, s/s) worden gepaard hetzij met de HT-stam (palled, nonagouti, brachypodie, pa a bp/pa a bp;
leaden fuzzy, 1n fz/1n fz; pearl pe/pe) of met C57 BL nonagouti, a/a). Andere mogelijke kruisingen zoals tussen
NMRI{nonagouti, a/a; albino, ¢/c) en DBA (nonagouti, a/a; brown b/b; dilute d/d) kunnen worden gebruikt op
voorwaarde dat ze nonagouti-nakomelingen voortbrengen.

Aantal en geslacht

Er dient een voldoende aantal drachtige vrouwtjes te worden behandeld om voor elk gebruikt dosisniveau een
geschikt aantal overlevende nakomelingen te verkrijgen. De omvang van het monster wordt bepaald door het
aantal waargenomen vlekken bij de behandelde muizen en door de omvang van controlegegevens. Een negatief
resultaat is alleen aanvaardbaar indien ten minste 300 nakomelingen van met de hoogste dosis behandelde
vrouwtjes zijn geteld.

Gebruik van positieve en negatieve controles

Er dienen parallelle controlegegevens van uitsluitend met het medium (negatieve controle) behandelde muizen
beschikbaar te zijn. Controlegegevens uit het verleden van hetzelfde laboratorium kunnen bij elkaar worden
genomen ten einde de gevoeligheid van de test te verhogen, op voorwaarde dat ze homogeen zijn. Indien geen
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mutageniteit van de teststof wordt ontdekt, dienen eveneens positieve controlegegevens beschikbaar te zijn die
recent in hetzelfde laboratorium zijn verkregen na behandeling met een stof waarvan bekend is dat zij mutageen is
in deze test.

Toedieningsweg

De normale toedieningsweg is orale intubatie of intraperitoneale injectie van de drachtige vrouwtjes. In
voorkomend geval kan de behandeling ook via inhalatie of andere toedieningswegen geschieden.

Dosisniveaus

Ten minste twee dosisniveaus waarvan één tekenen van toxiciteit of een kleinere nestgrootte laat zien, worden
gebruikt. Voor niet-toxische stoffen dient ecn blootstelling aan de hoogste dosis die is toe te passen te worden
gebruikt.

Uitvoering

Normaliter wordr een enkele behandeling gegeven op dag acht, negen of tien van de dracht waarbij dag één de dag
is waarop voor het eerst cen vaginale plug wordt aangetroffen. Deze dagen stemmen overeen met 7,25, 8,25 en
9,25 dagen na conceptie. Tijdens deze dagen kunnen ook opeenvolgende behandelingen worden gegeven.

Analyse

Drie 2 vier weken na de geboorte worden de nakomelingen gecodeerd en onderzocht op vlekken. Er dient een
onderscheid te worden gemaakr tussen drie klassen van vlekken:

a) witte vlekken op minder dan vijf mm van de mid-ventrale lijn die waarschijnlijk worden veroorzaakt door
celsterfre (WMVS), .

b) gele, agouti-achtige vlekken, in de buurt van mammae, genitalia, keel, oksels en nierstreek en op het midden
van het voorhoofd waarvan verondersteld wordt dat zij worden veroorzaakt door misdifferentiatie (MDS),
en

¢) willekeurig op de vacht verspreide gepigmenteerde en witte viekken waarvan verondersteld wordt dat zij
worden veroorzaakt door somatische mutaties (RS).

Alie drie klassen moeten worden geteld maar alleen de laatste, RS, heeft een genetisch belang. Moeilijkheden met
betrekking tot het onderscheid tussen MDS en RS kunnen worden opgelost door haarmonsters te onderzoeken met
de fluorescentiemicroscoop. )

Duidelijke macromorfologische abnormaliteiten bij de nakomelingen moeten worden vastgelegd.

GEGEVENS

De gegevens worden weergegeven als het totaal aantal getelde nakomelingen en het aantal met een of meer
vermoedelijke somatische mutatievlekken. Gegevens van de behandelde en negatieve controlegroep worden met
behulp van een geschikte statistische methode vergeleken. De gegevens worden ook per nest weergegeven.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefneming

In het verslag van de proef dicnen de volgende gegevens te worden vermeld:

— de voor de kruising gebruikte stam;

— aantal drachtige vrouwtjes in de experimentele en de controlegroep;

— gemiddelde nestgroatte in de experimentele en controlegroepen bij de geboorte en bij het spenen;
— dosisniveau(s) van de teststof;

— gebruikt oplosmiddel;
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— dag van de dracht waarop de behandeling is gegeven;
— toedieningsweg;

— totaal aanta] nakomelingen en het aantal met WMWS, MDS en RS in de experimentele en de controlegroe-
pen;

— macromorfologische abnormaliteiten;

— dosis-responsverhouding van RS (waar dat van toepassing is);
— statistische evaluatie;

— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatic en interpretatie

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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B.25 ERFELIJKE TRANSLOCATIE BlJ DE MUIS
METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definitic

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzockmethode

Met de erfelijke translocatietest bij de muis worden structurele en numerieke wijzigingen in de geslachtscelchro-
mosomen van zoogdieren gedetecteerd wanneer zij voorkomen in her nageslacht van de eerste generatie. De
soorten chromosoomwijzigingen die gedetecteerd worden, zijn reciproke translocaties en indien het vrouwelijk
nagestacht worde meegerekend, verlies van het X-chromosoom. Dragers van translocaties en XO-vrouwtjes
vertonen ecn verminderde vruchtbaarheid die wordt gebruikt voor de selectie van het Fi-nageslacht met het oog op
een cytogenetische analyse. Volledige steriliteit wordt veroorzaakt door bepaalde soorten translocaties
(X-autosoom en c-t). Translocaties worden cytogenetisch vastgesteld in meiotische cellen in de diakinesemetafase I
van mannelijke dieren, hetzij F;-mannetjes hetzij mannelijk nageslacht van F;-vrouwtjes. De XO-vrouwtjes zijn
cytogenetisch bepaald door de aanwezigheid van slechts 39 chromosomen in beenmergmitoses.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzockmethode
Voorbereiding

De teststoffen worden opgelost in een isotonische zoutoplossing. Onoplosbare stoffen worden opgelost of
gesuspendeerd in geschikte (oplos)middelen. Er dienen vers bereide oplossingen van de testverbinding te worden
gebruikt. Indien een (oplos)middel wordt gebruikt om het toedienen te vergemakkelijken, mag deze niet
interfereren met de teststof en geen toxische effecten veroorzaken.

Toedieningsweg

De normale toedieningswegen zijn orale intubatie of intraperitoneale injectie. Ook andere toedieningswegen
kunnen geschikt zijn.

Proefdieren

Deze proef wordt verricht met muizen die gemakkelijk zijn te kweken en cytologisch te analyseren. Er is geen
specifieke stam vereist. De gemiddelde nestgrootte bij de stam moet echter groter zijn dan acht en relatief constant.
Er worden gezonde geslachtsrijpe dieren gebruikt.

Aantal dieren

Het vereiste aantal dieren wordt bepaald door de spontane translocatiefrequentie en het voor een positief resultaat
vereiste minimale inductieniveau.

De proef wordt gewoonlijk uitgevoerd door analyse van het mannelijke F,-nageslacht. Per dosisgroep dienen ten
minste 500 mannelijke F,-nakomelingen te worden onderzocht. Indien ook vrouwelijke F,-nakomelingen bij het
onderzoek worden betrokken, zijn 300 mannetjes en 300 vrouwtjes vereist,



Gebruik van negatieve en positicve controles

Geschikte controlegegevens, afkomstig van paralelle en historische controles, dienen beschikbaar te zijn. Indien
aanvaardbare positieve controlegegevens beschikbaar zijn van experimenten die recent in hetzelfde laboratorium
zijn uitgevoerd, kunnen deze resultaten gebruikt worden in plaats van een parallelle positieve controle.

Dosisniveau

Een dosisniveau wordr getest, gewaonlijk de hoogste dosis waarbij een minimaal toxisch effect wordt veroorzaakt
zonder dat het reproduktiegedrag of de overleving wordrt beinvioed. Om de dosis-responsverhouding vast te
stellen, zijn nog twee lagere doses vereist. Voor niet-toxische stoffen dient blootstelling 2an de hoogste dosis die is
toe te passen te worden gebruikr.

Uitvoering
Behandeling en paring

Er zijn twee behandclingsschema’s beschikbaar. Een enkele toediening van de teststof wordt het meest gebruikt.
Ook kan de teststof zeven dagen per week gedurende 35 dagen worden toegediend. Het aantal paringen na de
behandeling wordt bepaald door het behandelingsschema en dient voldoende groot te zijn om alle celstadia van de
behandelde geslachtscellen te bemonsteren. Na de paringsperiode worden de vrouwtjes in afzonderlijke kooien
ondergebracht. Bij de geboorte worden de datum, de nestgrootte en het geslacht van de nakomelingen
geregistreerd. Alle mannelijke nakomelingen worden gespeend en de vrouwelijke nakomelingen worden niet
gebruikt, tenzij ze worden mecgenomen in de proef.

Onderzoek naar heterozygote translocaties

Een van de volgende twee methoden wordt gebruikt:

— vruchtbaarheidsonderzoek van het F,-nageslacht gevolgd door onderzoek van eventuele translocatiedragers
door midde! van een cytogenetische analyse.

— Cytogenetische analyse van alle mannelijke F,-nakomelingen zonder voorafgaande selectie op basis van een
vruchtbaarheidsonderzoek.

a) Vruchtbaarheidsonderzoek

Verminderde vruchtbaarheid van een F,-individu kan worden vastgesteld door observatie van de nestgrootte en/ of
analyse van de uterusinhoud van vrouwelijke dieren.

Er dienen criteria te worden vastgelegd voor het bepalen van normale en verminderde vruchtbaarheid van de
gebruikte muizenstam.

Observatie van de nestgrootte: De te testen Fy-mannetjes worden in afzonderlijke kooien geplaatst met vrouwtjes
van dezelfde proef of van de kolonie. De kooien worden dagelijks gecontroleerd vanaf de achttiende dag na de
paring. Bij de geboorte worden de nestgrootte en het geslacht van de Fy-nakomelingen geregistreerd; hierna
worden de nesten niet meer gebruike. Indien vrouwelijke F;-nakomelingen worden onderzocht, worden de
F,-nakomelingen uit kleine nesten voor verder onderzock behouden. Vrouwelijke translocatiedragers worden
opgespoord door cytogenetische analyse van een translocatie in een van de mannelijke nakomelingen.
XO-vrouwtjes kunnen worden herkend door een verandering in de geslachtsverhouding van de nakomelingen van
1:1 naar 1:2 mannetjes/ vouwtjes. Bij een sequentiéle methode worden normale F\-dieren niet verder onderzocht
indien het eerste F,-nest een vooraf bepaalde normaalwaarde bereikt of overschrijdt; indien dit niet zo is, wordt een
tweede of derde F,-nest onderzocht.

F,-dieren die niet als normaal kunnen worden geclassificeerd na observatie van maximaal drie F;-nesten, worden
hetzij verder onderzocht door analyse van de uterusinhoud van vrouwelijke dieren hetzij rechtstreeks onderworpen
aan een cytogenetische analyse.

Analyse van de uterusinboud: De kleinere nestgrootte bij translocatiedragers is een gevolg van de dood van
embryo’s en dus wijst een hoog aantal dode implantaten op de aanwezigheid van een translocatie in het
onderzochte dier. Men laat de te testen F,-mannetjes elk met twee tot drie vrouwtjes paren. De bevruchting kan
worden vastgesteld door middel van een dagelijkse controle up vaginale plugs in de morgen. Veertien tot zestien
dagen later worden de vrouwtjes gedood en wordt het aantal levende en dode implantaten in de uteri
geregistreerd.

b) Cytogenetische analyse

Testespreparaten worden bereid door droging aan de lucht. Translocatiedragers worden opgespoord op grond van
de aanwezigheid van multivalente configuraties tijdens de diakinesemetafase | in primaire spermatocyten. Indien
ten minste twee cellen metr multivalente associaties kunnen worden waargenomen, vormt dit een bewijs dat het
onderzochte dier een translocatiedrager is.
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Indien voor het kweken geen selectie is gemaakt, worden alle Fi-mannetjes cytogenetisch onderzocht. Per mannetje
dienen ten minste 25 diakinesemetafasen I microscopisch te worden onderzocht. Voor F;-mannetjes met kleine
testes en meiotische afbraak vodr de diakinese of voor F,-vrouwtjes waarbij XO wordt vermoed, is een onderzoek
van de mitotische metafasen, de spermatogonia of het beenmerg noodzakelijk. De aanwezigheid van een
ongewoon lang en/ of kort chromosoom in tien afzonderlijke cellen is een bewijs voor een bepaalde mannelijke
steriele translocatie (c-t type). Sommige mannelijke steriliteit veroorzakende X-autosoomtranslocaties kunnen
uitsluitend aan de hand van analyse van de bandering van de mitotische chromosomen worden vastgesteld, De
aanwezigheid van 39 chromosomen in alle tien mitoses geldt als bewijs voor een XO-toestand bij een
vrouwtje.

GEGEVENS
De gegevens worden in tabellarische vorm gepresenteerd.

Voor elke paringsinterval worden de gemiddelde nestgrootte en de geslachtsverhouding bij de geboorte en bij het
spenen vermeld voor de paring van de ouders.

Voor vruchtbaarheidsonderzoek van F;-dieren worden de gemiddelde nestgrootten van alle normale paringen en
de afzonderlijke nestgrootte voor F,-translocatiedragers gegeven. Voor de analyse van de uterusinhoud wordt het
gemiddelde aantal levende en dode implantaten na normale paring en het individuele aantal levende en dode
implantaten voor elke paring van F;-translocatiedragers vermeld.

Bij cytogenetische analyse van de diakinesemetafase I worden voor elke translocatiedrager het aantal soorten
multivalente configuraties en het totaal aantal cellen genoteerd.

Voor steriele F,-dieren wordt het totaal aantal paringen en de duur van de paartijd vermeld. Het gewicht van' de
testes en gegevens van de cytogenetische analyse worden opgegeven.

Voor XO-vrouwtjes dienen de gemiddelde nestgrootte, geslachtsverhouding van F,-nakomelingen en resultaten
van de cytogenetische analyse te worden vermeld.

Indien mogelijke Fy-translocatiedragers vooraf geselecteerd zijn op basis van vruchtbaarheidsonderzoekingen,
dienen de tabellen te vermelden hoeveel ervan bevestigde translocatieheterozygoten waren.

De gegevens van negatieve en positieve controleproeven worden op dezelfde manier voorgesteld.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefneming

r—

n het verslag van de proef moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:
— gebruikte stam, leeftijd van de dieren, gewicht van behandelde dieren;
— aantal ouderdieren van elk geslacht in experimentele en controlegroepen;

— proefomstandigheden, gederailleerde beschrijving van de behandeling, dosisniveaus, oplosmiddelen, parings-
schemna;

— aantal en geslacht van de nakomelingen per vrouwtje, aantal en geslacht van voor translocatieanalyse
gekweekte nakomelingen;

— tijdstip en criteria voor de translocatieanalyse;

— aantal en nauwkeurige beschrijving van translocatiedragers, inclusief gegevens over het kweken en de
uterusinhoud (wanneer dat van toepassing is});

— cytogenetische methoden en resultaten van de microscopische analyse, bij voorkeur met foto’s;
— statistische evaluatie;
— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatie en interpretatie

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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B.26. SUBCHRONISCHE ORALE TOXICITEITSTEST

TOXICITEITSONDERZOEK (ORAAL) OP KNAAGDIEREN BI] HERHAALDE TOEDIENING (90 DAGEN)

METHODE

De methode die voor deze subchronische orale toxiciteitstest wordt gebruikt, is een kopie van de OECD

TC 408 (1998).

INLEIDING

Bij de bepaling en evaluatie van de toxische eigenschappen van een chemische stof moet aan de hand van acu-
te-toxiciteitstests of toxiciteitstests met herhaalde toediening (28 dagen) eerste informatie over de toxiciteit
worden verkregen. Daarna kan de subchronische orale toxiciteit door middel van herhaalde toediening worden
bepaald. Het onderzoek van 90 dagen levert informatie op over de mogelijke gevaren voor de gezondheid die
kunnen voortvloeien uit herhaalde langdurige blootstelling vanaf de tijd na het spenen en de groeitijd tot aan
de volgroeidheid. Het onderzoek zal informatie opleveren over de belangrijkste toxische effecten, er zullen
organen die beschadigd kunnen worden en de mogelijkheid van accumulatie worden aangegeven, en er kan
een inschatting worden gemaakt van een blootstellingsniveau zonder schadelijk effect, dat kan worden gebruikt
bij de keuze van dosisniveaus voor chronische onderzoeken en voor de vaststelling van veiligheidscriteria voor

de blootstelling van de mens.

De methode legt extra nadruk op de neurologische eindpunten en geeft een indicatie van de immunologische
effecten en de effecten voor de voortplantingsorganen. Bovendien wordt benadrukt dat het van groot belang is
de dieren klinisch zorgvuldig te observeren, om zoveel mogelijk informatie te verkrijgen. Met dit onderzoek
moeten chemische stoffen geidentificeerd kunnen worden die neurotoxische of immunologische effecten kun-
nen hebben of die schadelijk voor de voortplantingsorganen kunuen zijn, waardoor verder diepteonderzoek

gerechtvaardigd kan worden.

Zie ook algemene inleiding deel B.

DEFINITIES

Dosis: is de hoeveelheid teststof die wordt toegediend. De dosis wordt uitgedrukt in gewicht (g, mg) of in het
gewicht van de teststof per gewichtseenheid proefdier (bv. mg/kg), of als constante voedingsconcentraties

(ppm).

Dosering: is een algemene term die de dosis alsook de frequentie daarvan en de doseringsperiode omvat,

NOAEL: is de afkorting voor het niveau zonder waarneembaar schadelijk effect en is de hoogste dosis waarbij

nog geen waarneembare toxiciteitsverschijnselen optreden.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De teststof wordt gedurende een periode van 90 dagen dagelijks oraal toegediend aan verscheidene groepen
proefdieren, in geleidelijk stijgende doses. Lr wordt één dosis per groep gebruikt. Gedurende de periode dat de
stof worde toegediend, worden de dieren dagelijks geobserveerd om tekenen van toxiciteit te ontdekken.
Bij dieren die tijdens her onderzoek sterven en bij dieren die aan het eind van het onderzoek leven, wordr

necropsie verricht.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

1. Voorbereiding van de dieren

Voor het onderzock worden gezonde dicren gebruikt die ten minste viif dagen onder gelijke huisvestngs- en
voedingsomstandigheden zijn gehouden s tijdens de test en die niet eerder voor experimenten zin gebruikt,
De proefdieren worden op basis van kenmerken als soort, stam, oorsprong, geslacht, gewicht enjof leeftija
ingedeeld. De dieren worden willekeurig in de controle- en behandelingsgroepen ingedeeld. De kooien worden
zodanig neergezet dat mogelijke effecten door de plaatsing daarvan tot een minimum worden beperkt. Elk dier

krijgt een uniek identificatienummer.
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Voorbereiding van de doses

De teststof kan via e¢en maagsonde, met de voeding of met het drinkwater worden toegediend. De wijze van
de orale toediening hangt af van het doel van het onderzoek en van de fysisch-chemische eigenschappen van
het testmateriaal.

Waar nodig wordt de teststof in een geschikt niedium opgelost of gesuspendeerd. Het verdient aanbeveling
om in eerste instantie een oplossing/suspensie in water te overwegen. Als dit niet mogelijk is, kan een oplos-
singfemulsie in achtereenvolyens plantaardige olie (bv. maisolie) of een ander medium worden overwogen.
Van niet-waterige media moeten de toxische cigenschappen bekend zijn. De stabiliteit van de teststof tijdens
de toediening moet worden vastgesteld.

Proefomstandigheden
Proefdieren

De voorkeur wordt gegeven aan ratten, maar ¢r kunnen ook andere soorten knaagdieren worden gebruikt, bij-
voorbeeld muizen. De proef dient te worden uitgevoerd met stammen van gezonde, jonge volgroeide dieren
die gewoonlijk in laboratoria worden gebruiki. De wijfies moeten nullipaar zijn en niet zwanger. De toedie-
ning moet zo snel mogelijk na het spenen beginnen maar in ieder geval voordat de dieren negen weken oud
zijn. Per geslacht mag bij het begin van het onderzoek het gewicht van de dieren die worden gebruikt, niet
meer dan + 20 % van het gemiddelde gewicht afwijken. Indien het onderzoek wordt uitgevoerd als voorstudie
van een langdurig chronische-toxiciteitsonderzoek. moeten dieren van dezelfde stam en oorsprong voor beide
onderzoeken worden gebruikt.

Aantal en geslacht

Voor ieder dosisniveau mocten ten minste 20 dieren (tien wijfjes en tien mannetjes) worden gebruikt. Indien
het de bedoeling is tussentijds dieren te doden, mocet het aantal dieren worden verhoogd met het aantal dat
tussentijds zal worden gedood. Op basis van de aanwezige kennis van de chemische stof of een stof die daar
veel op lijkt, verdient het overweying een extra satellietgroep van tien dieren (vijf per geslacht) op te nemen in
de controlegroep en in de groep met het hoogste dosisnivean, om na de behandeling te kunnen nagaan of er
sprake is van reversibiliteit of persistentie van eventuele toxische effecten. De duur van deze nabehandelings-
periode moet worden vastgesteld in overeenstenining met de waargenomen effecten.

Dosisniveaus

Ten minste drie dosisniveaus en een bijbehorende controle zijn vereist, tenzij een limiettest wordt uitgevoerd
(zie 1.4.3.4). De dosisniveaus kunnen gebascerd zijn op de resultaten van onderzoeken met herhaalde toedie-
ning of van verkennende onderzoeken, en er moet rekening worden gehouden met bestaande toxicologische
en toxicokinetische gegevens die voor de teststof of aanverwante materialen beschikbaar zijn. Indien er geen
beperkingen vanwege de fysisch-chemische aard of de biologische effecten van de teststof zijn, moet het hoog-
ste dosisniveau worden gekozen om toxiciteit te veroorzaken, maar niet de dood of ernstige pijn. Er moet een
afnemende reeks dosisniveaus worden gekozen om elke doseringsgerelateerde respons en een niveau zonder
schadelijk effect (NOAEL) op het laagste dosisniveau aan te tonen. Doorgaans zijn twee- tot viervoudige inter-
vallen optimaal voor de instelling van de afncmende dosisniveaus, en de toevoeging van een vierde testgroep
is vaak te verkiezen boven het gebruik van zeer grote intervallen (bv. meer dan een factor van 6 a 10) tussen
twee doseringen.

De controlegroep moet een onbehandelde groep of een mediumicontrolegroep zijn, voorzover een medium
wordt gebruikt voor de toediening van de teststof. Afgezien van de behandeling met de teststof moeten de die-
ren in de controlegroep op dezelfde wijze worden behandeld als die in de testgroep. Indien een medium wordt
gebruikt, moet het medium aan de controlegroep in het voor de proef maximaal gebruikte volume worden
toegediend. Indien een teststof wordt toegediend via de voeding en een geringere voedingsopname veroor-
zaakt, kan een paargevoede controlegroep nuitig zijn om onderscheid te maken tussen een vermindering van-
wege de eetbaarheid of vanwege toxicologische veranderingen in het testmodel.

Er moet rekening worcen gehouden met de navolgende eigenschappen van het medium en andere additieven,
naargelang hetgeen van toepassing is: effecten op de absorptie, distributie, metabolisme of retentie van de test-
stof; effecten op de chemische eigenschappen van de teststof die de toxische karakteristieken daarvan kunnen
veranderen: en effecten op het voedsel- of waterverbruik of de voedingsstatus van de dieren.

Limiettest

Indien een test bij een dosisniveau van ten minste 1 000 mg/ky lichaamsgewicht/dag en met gebruikmaking
van de procedures die voor deze studie worden beschreven, een niveau zonder schadelijk effect oplevert en
indien toxiciteit op grond van informatie over qua samenstelling aanverwante stoffen niet te verwachten is,
hoeft wellicht niet her uitvoeren van een volledig onderzoek met gebruikmaking van drie doseringsniveaus
overwogen te worden. De limiettest moet worden uitgevoerd tenzij het blootstellingsniveau van de mens duidt
op de noodzaak een hoger dosisniveau te gebruiken.




PROCEDURE

Toediening van de doses

De dieren krijgen gedurende een periode van 90 dagen, 7 dagen per week, een dosis van de teststof toege-
diend. Voor elk ander doseringsinterval, bv. vijf dagen per week, moet een goede reden zijn. Indien de teststof
via een maagsonde aan het dier wordt toegediend, moet dit in één enkele dosis gebeuren met gebruikmaking
van een maagbuisje of een geschikte intubatiecanule. De maximale hoeveelheid vloeistof die in één keer kan
worden toegediend, is athankelijk van de grootte van het proefdier. Het maximale volume dat voor de proef
wordt gebruikt, mag nict groter zijn dan 1 wl/100 g lichaamsgewicht, behalve bij oplossingen in water, waar-
van het volume maximaal 2 ml/100 g lichaamsgewicht mag bedragen. Afgezien van irriterende of bijtende
stoffen die normaliter bij hogere concentratics ergere effecten vertonen, moet de variabiliteit in het voor de
proef gebruikte volume zo klein mogelijk worden gehouden door de concentratie zodanig aan te passen dat
bij alle dosisniveaus een constant volume wordt gewaarborgd.

Wanneer stoffen met de voeding of het drinkwater worden toegediend, moet erop worden toegezien dat de
hoeveelheden van de teststof niet interfereren met de normale voedings- of waterbalans. Indien de teststof met
de voeding wordt tocgediend, kan een constante voedingsconcentratie (ppm) of een constant dosisniveau als
functie van het lichaamsgewicht van de dieren worden gebruikt; de gekozen methode moet worden gespecifi-
ceerd. Indien de stof via een maagsonde wordt toegediend, mocten de doses dagelijks op vaste tijdstippen wor-
den gegeven. De duses moeten geregeld worden aangepast om cen constant dosisniveau als functie van het
lichaamsgewicht van het dier te verkrijgen. Indien een onderzoek gedurende een periode van 90 dagen wordt
gebruike als voorstudie van een langdurig chronisch toxiciteitsonderzoek, moet in beide onderzoeken dezelfde
voeding worden gebruikt.

Waarnemingen

De observatieperiode moet ten minste Y0 cagen duren. Dieren in satellietgroepen voor latere waarnemingen
moeten nog gedurende cen gepaste periode zonder behandeling worden gehouden om herstel of voortduren
van de toxische effecten te kunnen vaststelien.

De proefdieren moeten ten minste eenimaal per dag worden geobserveerd, bij voorkeur op hetzelfde tijdstip,
waarbij rekening moet worden gehouden met de piekperiode van verwachte effecten na de toediening van de
dosis. De klinische conditie van de dieren moet geregistreerd worden. Ten minste tweemaal per dag, normali-
ter aan het begin en eind van elke dag, mocten alle dieren worden onderzocht op tekenen van ziekelijkheid of
sterfte.

Ten minste eenmaal voor de eerste blootstelling tom vergelijkingen op hetzelfde gebied te kunnen trekken) en
eenmalig een week daarna moeten alle dicren aan een uitgebreid klinisch onderzoek worden onderworpen. De
dieren moeten buiten hun kooi worden geobserveerd, bij voorkeur telkens in een standaardgebied en op het-
zelfde tijdstip. De gegevens moeten zorgvuldiy geregistreerd worden, bij voorkeur met behulp van scoringsy-
stemen die door het proeflaboratorium expliciet zijn gedefinieerd. Er moet getracht worden verschillen in de
observatiecondities tot een minimum te beperken. Er dient onder meer te worden gelet op veranderingen van
huid en vacht, ogen en slijmivliczen, het voorkomen van secreties en excreties, en autonome activiteiten (bv.
tranenvloed, pilo-erectie, pupilgrootte, abnormaal ademhalingspatroon). Ook veranderingen in de manier van
lopen, de houding en de reactie op de behundeling alsmede de aanwezigheid van klonische of tonische bewe-
gingen, stereotypen (bv. abnormaal poetsgedrag, blijven ronddraaien) of bizar gedrag (bv. zelfverminking, ach-
teruit lopen) moeten geregistreerd worden (1],

Véor de toediening van de teststof en na becindiging van het onderzoek wordt een oftalmologisch onderzoek
uitgevoerd, waarbij gebruik wordt gemaakt van cen oftalmoscoop of een even geschikt apparaat. Dit onder-
zoek wordt bij voorkeur op alle dieren verricht, maar ten minste op die in de groepen met het hoge dosisni-
veau en in de controlegroepen. Wanneer oogafwijkingen worden vastgesteld, moeten alle dieren worden
onderzocht.

Tegen het einde van de blootstellingsperiode maar in geen geval voor de elfde week moeten onderzoeken naar
de sensorische reacties op verschillende soorten stimuli (1) (bv. auditieve, visuele en proprioceptieve stimuli)
(2), (3}, (4), alsmede een bepaling van de grijpkracht (5) en van de motorische activiteit (6) worden verricht.
Meer informatic over de procedures die kunnen worden gevolgd. is te vinden in de desbetreffende literatuur.
Er kunnen evenwel ook andere dan de genoemide procedures worden toegepast.

De uitvoering van functionele waarnemingen tegen het eind van het onderzoek kan achterwege worden gela-

ten indien andere onderzocken al gegevens over functionele waarnemingen hebben opgeleverd en uit de dage-
lifkse klinische waarnemingen geen functioncie gebreken zijn gebleken.

In uitzonderingsgevallen kunnen functioncic waarnemingen ook achterwege worden gelaten bij groepen die
anders tekenen van toxiciteir vertonen m ven mate die aanzienlijk zou interfereren met de uitvoering van de
functionele test.



1.5.2.1. Lichaamsgewicht en voedscl-fwuterverbruik

Alle dieren moeten ten minste eenmaal per week worden gewogen. Ook het voedselverbruik moet ten minste
wekelijks worden gemeten. Indien de teststof met het drinkwater wordt toegediend, moet ook het waterver-
bruik ten minste wekelijks worden gemeten. Het meten van het waterverbruik kan ook worden overwogen bij
voedsel- of maagsondeonderzoeken, gedurende welke de drinkactiviteit kan veranderen.

1.5.2.2. Hematologie en klinisch-biochemische bepalingen

Van een bepaalde plek moeten bloedmonsters worden genomen die. voorzover van toepassing, onder gepaste
omstandigheden bewaard moeten worden. Aan het einde van de testperiode moeten de monsters worden
genomen vlak voor het doden van de dieren of als onderdeel van de dodingsprocedure.

Aan het einde van de testperiode en indien twssentijds bloedmonsters zijn genomen, moeten de volgende
hematologische onderzoeken worden verrich:: bepaling van het hematocriet en het hemoglobinegehalte,
erythrocytentelling, totale en gedifferentieerde telling van de Jeukocyten, telling van de bloedplaatjes en meting
van een maat voor het stollingsvermogen.

Klinisch-biochemische bepalingen die bedoeld ziin om wezenlijke toxische effecten in weefsels en met name
effecten op de nier en lever te onderzoeken, mocten worden verricht op de bloedmonsters die van elk dier zijn
genomen vlak vo6r het doden daarvan of als onderdeel van de dodingsprocedure {afgezien van stervende enfof
tussentijds gedode dieren). Op dezelfde wijze als bij de hematologische onderzoeken kunnen tussentijds bloed-
monsters worden genomen ten behoeve van klinisch-biochemische tests. Het is aan te bevelen in de nacht
voordat de bloedmonsters worden genomen e dieren voedsel te onthouden (}). Bepalingen in plasma of
serum moeten het volgende omvatten: natrium, kalium, glucose, totaal cholesterol, ureum, bloedureum, stik-
stof, creatinine, totaal ciweit en albumine, en meer dan twee enzymen die symptomatisch zijn voor hepatocel-
lulaire effecten (zoals alanincaminotransferase. aspartaataminotransferase, alkalinefosfatase, gammaglutamyl-
transpeptidase en sorbitoldehydrogenase). Er hunnen ook metingen worden verricht van extra enzymen (van
hepatische of andere oorsprong) en galzuren, die onder bepaalde omstandigheden nuttige informatie kunnen
opleveren.

Als optie kunnen tijdens de laatste week van het onderzoek de volgende urineonderzoeken worden verricht,
waarbij op regelmatige tijdstippen urinemonsters moeten worden genomen: uitzien, volume, osmolaliteit of
relatieve dichtheid, pH. eiwit, glucose en blocd, bloedeellen.

Bovendien moet worden overwogen serumuianrkers van algemene weefselbeschadiging te onderzoeken. Andere
bepalingen die uitgevoerd moeten worden wanncer de bekende eigenschappen van de teststof invloed hebben
of kunnen hebben op de bijbchorende metabolische profielen: calcium, fosfor, triglyceriden bij nuchtere toe-
stand, bepaalde hormonen, methemoglobine en cholinesterase-activiteit. Deze moeten voor chemische stoffen
in bepaalde klassen of per geval gerdentificeerd worden.

Algemeen is een flexibele aanpak nodig, afhunkelijk van de diersoorten en het waargenomen enfof verwachte
effect van een bepaalde stof.

Wanneer historische basisgegevens ontoereikend zijn, moet worden overwogen of het noodzakelijk is voér
aanvang van de toediening hematologische ¢n Klinisch-biochemische variabelen te bepalen; het is algemeen
niet aan te bevelen deze gegevens voor de behandeling te genereren (7).

1.5.2.3. Macroscopische necropsic

Bij alle dieren in de studie moet een volledize macroscopische necropsie worden uitgevoerd, waaronder een
zorgvuldig onderzoek van het huidoppervlai, alle lichaamsopeningen alsmede de schedelholte, de borstholte
en de buikholte, en de inhoud daarvan. Lever, nieren, bijnieren. testes, epididymides, uterus, ovaria, thymus.
milt. hersenen en het hart van alle dieren (alzezien van stervende enfof tussentijds gedode dieren) moeten zo
nodig ontdaan worden van aanhechtend weelsel en ze moeten zo spoedig mogelijk na de sectie nat worden
gewogen om te voorkomen dat ze uitdrogen.

(') Voor cen aantal metingen serum en plasma, met name voor Slacose, is het aan te beveden de nacht ervoor de dieren voedsel te ont-

houden. De belangrijkste reden hicrvoor is dat de verhooslo s riabiliteit die onvermiidelifk voortvloeit uit het nuttigen van voedsel,
ertoe zou leiden dat subticlere clifvcten verborgen en de irserpretatie moeilijker zou worden. Aan de andere kant kan het 's nachts
onthouden van voedsel echter intertereren met het algemane metabolisme van de dicren en. met name in voedingsonderzoeken, de
dagelijkse blootstelling aan de teststof verstoren. Indien arvoor wordt gekozen 's nachts voedsel te onthouden, moeten de klinisch-
biochemische bepalingen worden uitgevoerd na de functiondle waarnemingen van het onderzoek.



1.5.2.4.

2.1.

2.2
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De volgende weefsels moeten in een medium worden bewaard dat zowel voor het type weefsel als voor het
beoogde latere histopathologische onderzoek geschikt is: elk macroscopisch waarneembaar letsel, hersenen
(alle relevante delen, waaronder cerebruni. cerebellum en merg/brug), ruggenmerg (op drie niveaus: cervicaal,
middenthoracaal en lumbaal), hypofyse, schildklier, bijschildklier, thymus, slokdarm, speekselklieren, maag,
dunne en dikke darmen (met in begrip van de eilandjes van Peyer), lever, alvieesklier, nieren, bijnieren, milt,
hart, luchtpijp en longen (behandeling door opblazen met een fixatief en vervolgens onderdompelen), aorta,
geslachtsklieren, uterus, bijbehorende geslachtsorganen, borstklieren van wijfjes, prostaat, urineblaas, galblaas
(muizen), lymfklieren (bij voorkeur één lvimtilier op de toedieningsroute en één op een afstand van de toedie-
ningsroute om systemische effecten op te vangen), perifere zenuw (grote beenzenuw of scheenbeen) bij voor-
keur zeer dicht bij de spier, een beenmergseciie (enfof een vers beenmergaspiraat), huid en ogen (indien tijdens
de oftalmologische onderzocken veranderingen werden waargenomen). Uit de klinische en andere bevindingen
kan de noodzaak blijken verder weefsel te onderzoeken. Ook vrganen waarvan op basis van de bekende eigen-
schappen van de teststof verondersteld wordt dat ze beschadigd kunnen worden, moeten worden bewaard.

Histopathologisch oinderzock

Bij alle dieren in de groep behandeld met het hoogste dosisniveau en bij de dieren in de controlegroep moet
een volledig histopathologisch onderzock worden verricht op de bewaarde organen en weefsels. Organen en
weefsels die blijken te zijn beschadigd door de teststof op het hoogste dosisniveau, moeten in alle groepen
met een lagere doscring worden onderzocht,

Alle macroscopisch waarneembare beschadigingen moeten onderzocht worden.

Bij het histopathologisch onderzoek van de dieren in de satellietgroepen moet speciaal worden gelet op die
organen en weefsels waarin effecten blijken te zijn opgetreden bij de andere behandelde groepen.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE

GEGEVENS

Er moeten individucle gegevens voor iedere testgroep worden verstrekt. Bovendien moeten alle gegevens wor-
den samengevat in tabellen die voor iedure testgroep laten zien: het aantal dieren aan het begin van het onder-
zoek, het aantal dieren dat tijdens de test is gestorven of humaan moest worden gedood en het tijdstip waarop
de dood bij de individucle dieren is ingetreden, het aantal dieren dat toxiciteitsverschijnselen vertoont, een
beschrijving van de waargenomen toxische offecten, met inbegrip van het verloop in de tijd, de duur en de
ernst van eventuele toxische effecten, het aantal dieren dat beschadigingen vertoont, de aard van de beschadi-
gingen en het percentage dieren dat elk tvpe beschadiging vertoont.

Voorzover van tocpassing moeten alle waargenomen resultaten met behulp van een geschikte en algemeen
erkende statistische methode worden gecvalucerd. De statistische methoden en de te analyseren gegevens moe-
ten tijdens het ontwerp van het onderzock worden gekozen.

VERSLAG VAN HET ONDERZOEK

In het verslag mocten de volgende gegevens worden opgenomen:

Teststof:
— fysieke aard, zuiverheid en fysico-chemische eigenschappen,
— identificatiegegevens,

— medium {waar van toepassing): rechiviardiging van het gekozen medium wanneer dat geen water is.

Diersoort:
— gebruikte diersoort en stam,

— aantal, leeftijd en geslacht van de dicren,



2.3,

2.4,

herkomst, leefomstandigheden, voeding enz.,

gewicht van elk dicr aan het begin van de proef.

Proefomstandigheden:

redenen voor de keuze van het dosisniveau.

details over de samenstelling van de teststof en voedselbereiding, gerealiseerde concentratie, stabiliteit en
homogeniteit van het preparaat,

details over de toediening van de teststof,

toegepaste, werkelijke doses (mg/kg lic suewicht/dag) en conversiefactor van de teststofconcentratie
(ppm) in het voedsel{drinkwater naar de werkelijke dosis, voorzover van toepassing,

1

details over de kwaliteit van het voedsel en drinkwater.

Resultaten:

lichaamsgewicht en veranderingen in het lichaamsgewiche,

waar van toepassing voedselverbruik en waterverbruik,

gegevens over de toxische reacties naar ceslacht en dosis, inclusief toxiciteitsverschijnselen,
aard, ernst en duur van de klinische waarnemingen (al dan nict reversibel),

uitgevoerd oftalmologisch onderzock,

bepalingen van de activiteit van de zintuigen, de grijpkracht en de motorische activiteit (indien beschik-
baar),

uitgevoerde hematologische onderzoeken en alle resultaten,

uitgevoerde klinisch-biochemische onderzocken en alle resultaten,

lichaamsgewicht, orgaangewichten en verhoudingen lichaams-jorgaangewicht van gestorven dieren,
bevindingen bij de necropsie,

een gedetailleerde beschrijving van alle Listopathologische bevindingen,

indien beschikbaar absorpticgegevens,

waar van toepassing statistische behandeling van de resultaten.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies.
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B.27. SUBCHRONISCHE ORALE TOXICITEITSTEST

TOXICITEITSONDERZOEK (ORAAL) OP DIEREN ANDERS DAN KNAAGDIEREN BIJ HERHAALDE

1.2

TOEDIENING {90 DAGEN)

METHODE

De methode die voor deze subchronische oraie roxiciteitstest wordt gebruikt, is een kopie van de OECD
TG 409 (1998).

INLEIDING

Bij de bepaling en evaluatie van de toxische cigenschappen van een chemische stof moet aan de hand van
acute-toxiciteitstests of toxiciteitstests met hierhaalde toediening (28 dagen) eerste informatie over de toxici-
teit worden verkregen. Daarna kan de subchironische orale toxiciteit door middel van herhaalde toediening
worden bepaald. Het onderzock van 90 degen levert informatiec op over de mogelijke gevaren voor de
gezondheid die kunnen voortvloeien uit herhaalde blootstelling gedurende een periode van snelle groei tot
aan de jonge volgrocidheid. Het onderzoek zaol informatie opleveren over de belangrijkste toxische effecten,
er zullen organen die beschadigd kunnen worden en de mogelijkheid van accumulatie worden aangegeven,
en er kan een inschatting worden gemaakt van een blootstellingsniveau zonder schadelijk effect, dat kan
worden gebruikt bij de keuze van dosisnivezus voor chronische onderzoeken en voor de vaststelling van
veiligheidscriteria voor de blootstelling van de mens.

Met de testmethode kunnen negatieve eficcien van blootstelling aan een chemische stof bij diersoorten
anders dan knaagdieren worden geidentificeerd. De test wordt uitsluitend gebruikt:

— indien uit effecten die in andere studics zijn vastgesteld, blijkt dat er behoefte is aan verduidelijking/ka-
rakterisering in een tweede diersoort anders dan knaagdieren;

— indien uit toxicokinetische studies bliskt dar het gebruik van een specifieke diersoort anders dan knaag-
dieren de beste keuze als proefdier is., of

— indien andere specificke redenen het gebruik van diersoorten anders dan knaagdieren rechtvaardigen.

Zie ook algemene inleiding deel B.

DEFINITIES

Dosis: is de hoeveetheid teststof die wordt 1ocuediend. De dosis wordt uitgedrukt in gewicht (g, mg) of in
het gewicht van de teststof per gewichtseenheid proefdier bv. mgfke), of als constante voedingsconcentra-
ties (ppm).

Dosering: is een algemene term die de dosis alsook de frequentie daarvan en de doseringsperiode omvat.

NOAEL: is de afkorting voor het niveau zonder waarneembaar schadelijk effect en is de hoogste dosis waar-
bij nog geen waarneembare toxiciteitsversciijnselen optreden.

PRINCIPE VAN Dt TESTMETHODE

De teststof wordt gedurende een periode van 90 dagen dagelijks oraal toegediend aan verscheidene groepen
proefdieren, in geleidelijk stijgende doses. Lr wordt één dosis per groep gebruikt. Gedurende de periode dat
de stof wordt toegediend, worden de dieren dagelijks geobserveerd om tekenen van toxiciteit te ontdekken.
i QelKs g
Bij dieren die tijdens het onderzoek sterven en bij dieren die aan het eind van het onderzoek leven, wordt
) )
necropsie verricht.

BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE

Keuze van de diersoort

De meest gebruikte diersoort anders dan kniagdieren is de hond, die van een bepaald ras moet zijn; de
g g p

beagle wordt in dit verband vaak gebruikt. Ook andere diersoorten, bv. zwijnen en minivarkens, kunnen

gebruikt worden. Primaten zijn nict aan e tevelen en voor het gebruik daarvan moeten goede redenen zijn.

Er moeten jonge, vezonde dieven worden veoruikt. In het geval van honden moet met de toediening van de
] i k § £



1.4.2.

1.4.3.

dosis bij voorkeur worden begonnen ulv de honden 4-6 maanden maar in geen geval meer dan 9 maanden

oud zijn. Indien het onderzoek wordt uitgevoerd als voorstudie van een langdurig chronisch toxiciteits-
onderzoek, moeten dieren van dezelfce soortjras voor beide onderzoeken worden gebruikt.

Voorbereiding van de dieren

Voor het onderzoek worden gezonde. jonge dieren gebruikt die onder gelijke huisvestings- en voedings-
omstandigheden zijn gehouden als tiiiens de test en die niet eerder voor experimenten zijn gebruikt. De
duur van de acclimatisering hangt af van de gekozen diersoort en de oorsprong daarvan. In dit verband gel-
den de volgende aanbevelingen: ten minste vijf dagen voor honden of voor dit doe! speciaal gefokte varkens
uit een eigen kolonie en ten minste twee weken als deze dieren van externe oorsprong zijn, De proefdieren
worden op basis van kenmerken als soort, stam, oorsprong, geslacht, gewicht enfof leeftijd ingedeeld. De
dieren worden willekeurig in de controle- en behandelingsgroepen ingedeeld. De kooien worden zodanig
neergezet dat mogelijke effecten door de plaatsing daarvan tot een minimum worden beperkt. Elk dier krijgt
een uniek identificatienumnier.

Voorbereiding van de doses

De teststof kan met de voeding, met het drinkwater, via een maagsonde of in capsules worden toegediend.
De wijze van de orale toediening hangt of van het doel van het onderzoek en van de fysisch-chemische
eigenschappen van het testmateriaal.

Waar nodig wordt de teststof in een coschikt medium opgelost of gesuspendeerd Het verdient aanbeveling
om in eerste instantie een oplossing suspensie in water te overwegen. Als dit niet mogelijk is, kan een
oplossing/emulsie in achtercenvolgens plantaardige olie (bv. maisolie) of een ander medium worden overwo-

gen. Van niet-waterige media moeten Jo toxische eigenschappen bekend zijn. De stabiliteit van de teststof
tijdens de toediening moet worden va

osteld

PROCEDURE

Aantal en geslacht van de dieren

Voor jeder dosisniveau moeten ten minste acht dieren (vier wijfjes en vier mannetjes) worden gebruikt.
Indien het de bedoeling is tussentijds dicren te doden, moet het aantal dieren worden verhoogd met het aan-
tal dat tussentijds zal worden gedood. Aan het einde van het onderzoek moeten voldoende dieren overblij-
ven om een zinvolle evaluatie van de toxische effecten mogelijk te maken. Op basis van de aanwezige ken-
nis van de chemische stof of cen stol die daar veel op lijkt, verdient het overweging een extra satellietgroep
van acht dieren (vier per geslacht) op te nemen in de controlegroep en in de groep met het hoogste dosisni-
veau, om na de behandeling te kunnen nagaan of er sprake is van reversibiliteit of persistentie van eventuele
toxische effecten. De duur van deze nabehandelingsperiode moet worden vastgesteld in overeenstemming
met de waargenomen effecten.

Dosisniveaus

Ten minste drie dosisniveaus en een bijbchorende controle zijn vereist, tenzij een limiettest wordt uit-
gevoerd (zie 1.5.3). De dosisniveaus kunnen gebaseerd zijn op de resultaten van onderzoeken met herhaalde
toediening of van verkennende onderzochen, en er moet rekening worden gehouden met bestaande toxico-
logische en rtoxicokinetische gegevens die voor de teststof of aanverwante materialen beschikbaar zijn.
Indien er geen beperkingen vanwege de ivsisch-chemische aard of de biologische effecten van de teststof
zijn, moet het hoogste dosisniveau worden vekozen om toxiditeit te veroorzaken, maar niet de dood of ern-
stige pijn. Er moet een afnemende recis dosisniveaus worden gekozen om elke doseringsgerelateerde res-
pons en een niveau zonder schadelijk oifect (NOAEL) op het laagste dosisniveau aan te tonen. Doorgaans
zijn twee- tot viervoudige intervallen optimaal voor de mstelling van de afnemende dosisniveaus, en de toe-
voeging van ecn vierde testgroep is vaak we verkiezen boven het gebruik van zeer grote intervallen (bv. meer
dan een factor van 6 4 10) tussen twee doseringen.

De controlegroep moet een onbehandeide groep of een mediumcontrolegroep zijn, voorzover een medium
wordt gebruikt voor de toediening van de teststof. Afgezien van de behandeling met de teststof moeten de
dieren in de controlegroep op dezelfic wiize worden behandeld als die in de testgroep. Indien een medium
wordt gebruikt, moet het medium azn e controlegroep in het voor de proef maximaal gebruikte volume
worden toegediend. Indien een teststor wordt toegediend via de voeding en een geringere voedingsopname
veroorzaakt, kan cen paargevoede contrologroep nuttig zijn om onderscheid te maken tussen een verminde-
ring vanwege de eetbaarheid of vanweye toxicologische veranderingen in het testmodel.
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Er moet rekening worden gehouden met de navolgende eigenschappen van het medium en andere additie-
ven, naargelang hetgeen van toepassing is: ¢liecten op de absorptie, distributie, metabolisme of retentie van
de teststof; effecten op de chemische eigenschappen van de teststof die de toxische karakteristieken daarvan
kunnen veranderen; en effecten op het voedsel- of waterverbruik of de voedingsstatus van de dieren.

Limiettest

Indien een test bij een dosisniveau van ten minste 1 000 mgjkg lichaamsgewicht/dag en met gebruikmaking
van de procedures die voor deze studie worden beschreven, een niveau zonder schadelijk effect oplevert en
indien toxiciteit op grond van informatie over qua samenstelling aanverwante stoffen niet te verwachten is,
hoeft wellicht niet het uitvoeren van een voiledig onderzoek met gebruikmaking van drie doseringsniveaus
overwogen te worden. De limiettest moet worden uitgevoerd tenzij het blootstellingsniveau van de mens
duidt op de noodzaak een hoger dosisnivesu te vebruiken.

Toediening van de doses

De dieren krijgen gedurende een periode vin 90 dagen, zeven dagen per week, een dosis van de teststof toe-
gediend. Voor elk ander doscringsinterval. by, vijf dagen per week, moet een goede reden zijn. Indien de
teststof via een muaagsonde aan het dier worde toegediend, moet dit in één enkele dosis gebeuren met
gebruikmaking van cen maagbuisje of een veschikte intubatiecanule. De maximale hoeveelheid vloeistof die
in één keer kan worden toegediend, is athankelijk van de grootte van het proefdier. Normaliter moet het
volume zo laag mogelijk worden gehouden. Afuezien van irriterende of bijtende stoffen die normaliter bij
hogere concentratics ergere effecten vertonen. moet de variabiliteit in het voor de proef gebruikte volume
zo klein mogelijk worden gehouden door de concentratie zodanig aan te passen dat bij alle dosisniveaus
een constant volume wordt gewaarborgd.

Wanneer stoffen met de voeding of het drinkwiter worden toegediend, moet erop worden toegezien dat de
hoeveelheden van de teststof niet interfercren met de normale voedings- of waterbalans. Indien de teststof
met de voeding wordt toegediend, kan con constante voedingsconcentratie (ppm) of een constant dosis-
niveau als functie van het lichaamsgewicht van de dieren worden gebruikt; de gekozen methode moet wor-
den gespecificeerd. Indien de stof via een maagsonde wordt tocgediend, moeten de doses dagelijks op vaste
tijdstippen worden gegeven. De doses movien geregeld worden aangepast om een constant dosisniveau als
functie van het lichaamsgewicht van het dier te verkrijgen. Indicn een onderzoek gedurende een periode
van 90 dagen wordt gebruikt als voorstudic van een langdurig chronisch toxiciteitsonderzoek, moet in beide
onderzoeken dezelfde voeding worden gebruikt.

Waarnemingen

De observatieperiode moct ten minste 90 dagen duren. Dieren in satellietgroepen voor latere waarnemingen
moeten nog gedurende cen gepaste periode zonder behandeling worden gehouden om herstel of voortduren
van de toxische effecten te kunnen vaststelien.

De proefdieren mocten ten minste eenmaal per dag worden geobserveerd, bij voorkeur op hetzelfde tijdstip,
waarbij rekening moet worden gehouden met de piekperiode van verwachte effecten na de toediening van
de dosis. De klinische conditie van de diercn moet geregistreerd worden. Ten minste tweemaal per dag, nor-
maliter aan het begin en eind van elke dag. mocten alle dieren worden onderzocht op tekenen van ziekelijk-
heid of sterfte.

Ten minste eenmaal voor de eerste blootstelling (om vergelijkingen op hetzelfde gebied te kunnen trekken)
en eenmalig een week daarna mocten alle dicren aan een witgebreid klinisch onderzoek worden onderwor-
pen. De dieren moeten buiten hun kooi worden geobserveerd, bij voorkeur telkens in een standaardgebied
en op hetzelfde tijdstip. Er moet getracht worden verschillen in de observatiecondities tot een minimum te
beperken. Alle waarzenomen toxiciteitsversc hiinselen moeten zorgvuldig worden geregistreerd, met inbegrip
van het verloop in de tijd. de duur en de crnst ervan. Er dient onder mieer te worden gelet op veranderingen
van huid en vacht. ogen en slijmvliezen, lict voorkomen van secreties en excreties, en autonome activiteiten
(bv. tranenvloed, pilo-crectie, pupilgroote, chnormaal adembalingspatroon). Ook veranderingen in de
manier van lopen, de houding en de reactic op de behandeling alsmede de aanwezigheid van klonische of
tomsche bewegingen, stercotypen (bv. abucimaal poetsgedrag, blijven ronddraaien) of bizar gedrag moeten
geregistreerd worden.
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V66r de toediening van de teststof en ne bedindiging van het onderzoek wordt een oftalmologisch onder-
zoek uitgevoerd, waarbij gebruik wordt geineakt van een oftalmoscoop of een even geschikt apparaat. Dit
onderzoek wordt bij voorkeur op alle dieren verricht, maar ten minste op die in de groepen met het hoge
dosisniveau en in de controlegroepen. Wanneer vogafwijkingen worden vastgesteld, moeten alle dieren wor-
den onderzocht.
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Lichagmsgewicht en voedsel-/waterverbruil

Alle dieren moeten ten minste eenmaal per week worden gewogen. Ook het voedselverbruik moet ten min-
ste wekelijks worden gemeten. Indien e teststof met het drinkwater wordt toegediend, moet ook het water-
verbruik ten minste wekelijks worden cemeten. Het meten van het waterverbruik kan ook worden overwo-
gen bij voedsel- of maagsondeonderzocken, gedurende welke de drinkactiviteit kan veranderen.

Hematologie en klinisch-biochemische bep.ilingen

Van een bepaalde plek moeten blocdnionsters worden genomen die, voorzover van toepassing, onder
gepaste omstandigheden bewaard mocien worden. Aan het einde van de testperiode moeten de monsters
worden genomen vlak vodr het doden van de dieren of als onderdeel van de dodingsprocedure.

Aan het begin van de testperiode mocten de volgende hematologische onderzoeken worden verricht: bepa-
ling van het hematocriet en het hemociobinegehalte, erythrocytentelling, totale en gedifferentieerde telling
van de leukocyten, telling van de blocdplaatjes en meting van een maat voor het stollingsvermogen, zoals
prothrombinetijd of thromboplastinetij. Deze onderzoeken moeten vervolgens om de maand of halverwege
de testperiode ¢n ten slotte aan het einde van de test worden herhaald.

Klinisch-biochemische bepalingen die Bedoeld zijn om wezenlijke toxische effecten in weefsels en met name
effecten op de nier en lever te onderzocken, moeten worden verricht op bloedmonsters die van elk dier
worden genomen aan het begin van de testperiode, om de maand of halverwege de test en ten slotte aan
het einde van de testperiode. Tot de tesigebieden die overwogen moeten worden, behoren elektrolytisch
evenwicht, koolhydramsiofwisseling en de lever- en nierwerking. De keuze van specifieke tests wordt bein-
vloed door waarnemingen van de werking van de teststof. VOor het nemen van de bloedmonsters moet de
dieren gedurende een voor die diersoort yepaste periode voedsel worden onthouden. Tot de aanbevolen
onderzoeken behoren de meting van calcium, fosfor, chloride, natrium, kalium, glucose bij nuchtere toe-
stand, alanineaminotransferase, aspartaataminotransferase, ornithinedecarboxylase, gammaglutamyltrans-
peptidase, ureumstikstof, albumine, blocdcreatinine, totaal bilirubine en totaal serumeiwit.

Ten minste aan het begin, vervolgens halverwege en ten slotte aan het einde van de studie moeten urine-
onderzoeken worden verricht. waarbij de urinemonsters op regelmatige tijdstippen genomen moeten wor-
den. Het volgende moet worden onderzocht: uitzien, volume. osmolaliteit of relatieve dichtheid, pH, eiwit,
glucose en bloced/bloedeellen. Wanneer nodig kunnen hieraan nog parameters worden toegevoegd om het
onderzoek van de waargenomen effecion te verlengen.

Bovendien moet worden overwogen riarkers van algemene weefselbeschadiging te onderzoeken. Andere
bepalingen die nodig kunnen zijn voor ¢en adequate toxicologische evaluatie zijn: analyse van lipiden, hor-
monen, het zuur-base-evenwicht. metiicmoglobine en cholinesteraseremming. Wanneer nodig kunnen hier-
aan nog klinisch-chemische parameters worden toegevoegd om het onderzoek van de waargenomen effec-
ten te verlengen. Deze moeten voor chemische stoffen in bepaalde klassen of per geval geidentificeerd wor-
den.

Algemeen is een flexibele aanpak nodiz. athankelijk van de diersoort en het waargenomen en/of verwachte
effect van een bepaalde stof.

Macroscopische necropsic

Bij alle dieren in de studie moet een voliedige macroscopische necropsie worden uitgevoerd, waaronder een
zorgvuldig onderzoek van het huidoppervlak, alle lichaamsopeningen alsmede de schedelholte, de borstholte
en de buikholte. en de inhoud daarvan. Lever, nieren, bijnieren, testes, epididymides, uterus, ovaria, thymus,
milt, hersenen ¢n het hart van alle dicren (afgezien van stervende enjof tussentijds gedode dieren) moeten
zo nodig ontdaan worden van aanhechiond weefsel, en ze mocten zo spoedig mogelijk na de sectie nat wor-
den gewogen om te voorkomen dat ze u

‘vgen.

De volgende weefsels mocten in een nicdium worden bewaard dat zowel voor het type weefsel als voor het
beoogde latere histopathologische onderzock geschikt is: elk macroscopisch waarneembaar letsel, hersenen
(alle relevante delen, waaronder cerehrum. cerebellum en mergfbrug), ruggenmerg (op drie niveaus: cervi-
caal, middenthoracaal en tumbaal), hy;ofvse, ogen, schildklier, bijschildklier, thymus, slokdarm, speekselklie-
ren, maag, dunne en dikke darmen et in begrip van de eilandjes van Peyer), lever, galblaas, alvleesklier,
nieren, bijnieren. milt. hart, luchtpijp iy longen, aorta, geslachisklieren, uterus, bijbehorende geslachtsorga-
nen, borstklieren van wijfjes. prostaat. wrineblaas, lymfklieren (bij voorkeur één lymfklier op de toedienings-
route en €€n op cen sfstand van de woedicningsroute om svstemische effecten op te vangen), perifere zenuw
(grote beenzenuw of scheenbeen) bij v ovrkeur zeer dicht bij de spier, een beenmergsectie {enfof een vers
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beenmergaspiraat) en huid. Uit de klinische en andere bevindingen kan de noodzaak blijken verder weefsel
te onderzoeken. Ook organen waarvan op buasis van de bekende eigenschappen van de teststof verondersteld
wordt dat ze beschadigd kunnen worden, mocren worden bewaard.

Histopathologisch onderzock

Bij alle dieren in de groep behandeld met het hoouste dosisniveau en bij de dieren in de controlegroep moet
een volledig histopathologisch onderzoek worden verricht op de bewaarde organen en weefsels. Organen en
weefsels die blijken te zijn beschadigd door Jde teststof op het hoogste dosisniveau, moeten in alle groepen
met een lagere dosering worden onderzociit.

Alle macroscopisch waarneembare beschadizingen moeten onderzocht worden.

Bij het histopathologisch onderzock van do dieren in de satellictgroepen moet speciaal worden gelet op die
organen en weefsels waarin effecten blijken te zijn opgetreden bij de andere behandelde groepen.

GEGEVENS EN RAPPORTAGE

GEGEVENS

Er moeten individuele gegevens voor iedvre testgroep worden verstrekt. Bovendien moeten alle gegevens
worden samengevat in tabellen die voor iclure testgroep laten zien: het aantal dieren aan het begin van het
onderzoek, het aantal dieren dat tijdens de tost is gestorven of humaan moest worden gedood en het tijdstip
waarop de dood bij de individuele dieren is inuctreden, het aantal dieren dat toxiciteitsverschijnselen ver-
toont, een beschrijving van de waargenotien toxische effecten, met inbegrip van het verloop in de tijd, de
duur en de ernst van eventuele toxische efiveten, het aantal dicren dat beschadigingen vertoont, de aard van
de beschadigingen en het percentage dieren dat elk type beschadiging vertoont.

Voorzover van toepassing moeten alle waarcenomen resultaten miet behulp van een geschikte en algemeen
erkende statistische methode worden gedvaluverd. De statistische methoden en de te analyseren gegevens
moeten tijdens het ontwerp van het onderiock worden gekozen.

VERSLAG VAN HET ONDERZOEK

In het verslag mocten de volgende gegevens worden opgenomen:

Teststof:
— fysieke aard. zuiverheid en fysico-cheniische eigenschappen,
— identificatiegegevens.,

— medium (waar van toepassing): rechtvaudiving van het gekozen medium wanneer dat geen water is.

Diersoort:
— gebruikte diersoort en stam,
— aantal, leeftijd en geslacht van de diercin.

— herkomst, leelonmstandigheden. voedi:

— gewicht van clk dier aan het begin var de proef.

Proefomstandighcden:
— redenen voor de keuze van het dosisicat.

— details over de samenstelling van de testsiof en voedselbereiding, gerealiseerde concentratie, stabiliteit
en homogeniteit van et preparaat.



— details over de toediening van de toststaf,

— toegepaste, werkelijke doses (mg/ky lichaamsgewicht/dag) en conversiefactor van de teststofconcentratie
{ppm) in het voedselidrinkwater naar de werkelijke dosis, voorzover van toepassing,

— details over de kwaliteit van het voedsel en het drinkwater.

Resultaten:

— lichaamsgewicht en veranderinger in het lichaamsgewicht.
o fal fal

. en waterverbruik.

~— wadr van toepassing voedselver
— gegevens over de toxische reactics noar geslacht en dosis, inclusief toxiciteitsverschijnselen,
— aard, ernst ¢n duur van de klinische waarnemingen (al dan nict reversibel),
— uitgevoerd oftalmologisch onderzoci,
— uitgevoerde hematoloyische ondercocren en alle resultaten,
— uitgevoerde klinisch-biochemische onderzoeken en alle resultaten,
— lichaamsgewicht, orgaangewichten en verhoudingen lichaams-forgaangewicht van gestorven dieren,
— bevindingen bij de necropsie,
— een gedetailleerde beschrijving van alic histopathologische bevindingen,
— indien beschikbaar absorptiegegevens,
— waar van toepassing statistische beliandeling van de resulraten.
i

Bespreking van de resultaten.

Conclusies.
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B.28  SUBCHRONISCHE DERMALE TOXICITEITSTEST

90 DAGEN-TEST MET HERHAALDE DERMALE TOEDIENING AAN KNAAGDIERSOORTEN

METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definities

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzoekmethode

De teststof wordt gedurende een periode van 90 dagen dagelijks in geleidelijk stijgende doseringen bij verscheidene
groepen proefdieren op de huid aangebrache. Er wordt een dosis per groep gebruikt. Gedurende de periode datde |
stof wordt toegediend, worden de dieren dagelijks op tekenen van toxiciteit onderzocht. Op de dieren die tijdens
het onderzoek sterven en die welke aan het eind van de proefnemingen nog in leven zijn, wordt necropsie
verricht.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzoekmethode
Voorbereidingen

Voor het onderzoek worden de dieren ten minste vijf dagen onder dezelfde huisvestings- en voedingsomstandig-
heden gehouden als tijdens de proef. Voor het onderzoek worden gezonde, jonge dieren op willekeurige wijze in de
te behandelen groepen en controlegroepen ingedeeld. Kort voor de proefneming wordt het haar op het ruggedeelte
van de romp van de proefdieren geknipt. Het dier kan ook worden geschoren, maar dit moet dan ongeveer 24 uur
voor de proef worden vitgevoerd. Gewoonlijk zal het dier ongeveer om de week opnieuw moeten worden geknipt
of geschoren. Bij het knippen of scheren van de vacht moet erop worden gelet dat de huid niet wordt beschadigd.
Ten minste 10 % van de lichaamsoppervlakte moet voor de aanbrenging van de teststof worden onthaard. Bij het
bepalen van de oppervlakte die moet worden onthaard, en de afmetingen van het verband moet rekening worden
gehouden met het gewicht van het dier. Bjj proefnemingen met vaste stoffen, die eventueel tot poeder kunnen
worden fijngemalen, moet de teststof voldoende met water of, zo nodig, met een passend medium worden
bevochtigd, zodat de stof goed in contact met de huid komt. Vloeibare teststoffen worden in het algemeen
onverdund gebruikt. De teststof wordt gedurende vijf tot zeven dagen per week dagelijks aangebracht.

Proefomstandigheden
Proefdieren

Er kan gebruik worden gemaakt van volwassen ratten, konijnen of cavia’s, Ook andere diersoorten kunnen
worden gebruikt, maar de noodzaak hiervan moet worden aangetoond. Bij het begin van het onderzoek mag het
gewicht van de dieren niet meer dan 1 20 % van het gemiddelde gewichr afwijken.

Indien een studic naar de subchronische dermale toxiciteit wordt verricht ter voorbereiding op een chronisch
onderzoek, dienen in beide studies dezelfde soort en stam te worden gebruikt.

Aantal en geslacht

Voor ieder dosisniveau moeten ten minste twintig dieren (tien wijfjes en tien mannetjes) met een gezonde huid
worden gebruikt. De vrouwtjes moeten nulliparae zijn en mogen niet drachtig zijn. Indien het de bedoeling is
tussentijds dieren te doden, moet het aantal worden verhoogd met het aantal dieren dat volgens plan voor de
volrooiing van de studie zal worden gedood. Daarnaast kan een satellietgroep van twintig dieren (tien per geslacht)
gedurende 90 dagen met het hoge dosisniveau worden behandeld en nog gedurende 28 dagen na de behandeling
worden geobserveerd om na te gaan of de toxische effecten eventueel verdwijnen, voortduren of vertraagd tot
uiting komen.



Dosisniveaus

Er zijn ten minste drie dosisniveaus vereist, met ecn controle of een mediumcontrole indien een medium wordt
gebruikt, De blootstellingsduur dient ten minste zes uur per dag te bedragen. De teststof moet iedere dag op
dezelfde tijd worden toegediend; op gezette tijden (iedere week of om de veertien dagen) is een correctie vereist om
ervoor te zorgen dat het dosisniveau in verhouding tot het lichaamsgewicht van het dier constant blijft. Afgezien
van de toediening van de teststof, moeten de dieren in de controlegroep op dezelfde wijze worden behandeld als de
dieren in de proefgroep. Indien ter vergemakkelijking van de dosering gebruik wordt gemaakt van een medium,
moet aan de dieren in de mediumcontrolegroep de dosis op dezelfde wijze worden toegediend als aan de dieren in de
behandelde groepen en moet deze dosis even groot zijn als die van de dieren in de groep met het hoogste
dosisniveau. Het hoogste dosisniveau moet leiden tot toxische effecten, maar er mogen geen of weinig sterfgevallen
voorkomen. Bij het laagste dosisniveau mogen geen tekenen van toxiciteit optreden. Wanneer er een bruikbare
schatting van de menselijke blootstelling bestaat, moet het laagste niveau deze overschrijden. In het ideale geval
treden bij het middelste dosisniveau nauwelijks waarneembare toxische effecten op. Bij meer dan één tussendosis
moet het verschil tussen de dosisniveaus zo groot zijn dat een gradatie in toxische effecten wordt verkregen. In de
groep met de geringe dosis en in de tussengroepen alsmede in de controlegroepen mogen mnict veel sterfgevallen
voorkomen, omdat anders een zinvolle evaluatie van de resultaten niet mogelijk is.

Indien toediening van de teststof tot ernstige huidirritatie leidt, moeten de concentraties worden verlaagd, wat
vermindering of uitblijven van andere toxische effecten bij het hoge dosisniveau ot gevolg kan hebben. Indien de
huid ernstig is beschadigd, kan het bovendien noodzakelijk zijn de studie te beéindigen en een nieuwe studie met
lagere concentraties te beginnen.

Hoogste te testen dosis

Indien bij een voorafgaand onderzoek bij een dosisniveau van 1 000 mg/kg of een hoger niveau, dat is gerelateerd
aan het niveau waaraan de mens, voor zover bekend, kan worden blootgesteld, geen toxische effecten optreden,
zijn verdere proeven wellicht niet noodzakelijk.

Observatieperiode

De proefdieren moeten dagelijks worden onderzocht op tekenen van toxiciteit. Het tijdstip waarop de dood
intreedt, het tijdstip waarop de toxiciteitsverschijnselen zich voor het eerst voordoen, en het tijdstip waarop zi}
weer verdwijnen, moeten worden vastgelegd.

Uitvoering

De dieren moeten apart in kooien worden ondergebracht. De dieren worden in het ideale geval gedurende cen
periode van 90 dagen, zeven dagen per week, met de teststof behandeld.

Dieren in satellietgroepen voor latere waarnemingen mocten nog 28 dagen onbehandeld blijven om herstel of
voortduren van de toxische effecten te kunnen vaststellen. De blootstellingsduur moet zes uur per dag
bedragen.

De teststof moet gelijkmatig worden verdeeld over een oppervlakte van ongeveer 10% van de totale
lichaamsoppervlakte. Bij zeer toxische stoffen mag de te bedekken oppervlakte kleiner zijn, maar een zo groot
mogelijke opperviakte moet met ¢en zo dun en gelijkmatig mogelijk aangebrachte laag worden bedekt.

De teststof moet voor de duur van de blootstelling door middel van poreus verbandgaas en niet-irriterend
plakband in contact met de huid blijven. Dit gedeelte van de huid moet op een geschikte wijze nog verder worden
bedekt om het verbandgaas en de teststof op hun plaats te houden en om te verhinderen dat de dieren de teststof
oraal opnemen. Om dit te voorkomen kunnen hulpmiddelen worden gebruikt waarmee de dieren in hun
bewegingsvrijheid worden belemmerd, maar het is niet aan te bevelen de bewegingsvrijheid van de dieren volledig
te beperken.

Aan het eind van de blootstellingsperiode wordt de resterende teststof waar mogelijk met water van de huid
verwijderd of anders door middel van een andere geschikte schoonmaakmethode.

Alle dieren moeten dagelijks worden gecontroleerd; tekenen van toxiciteit moeten samen met het tijdstip waarop
deze voor het eerst zijn opgetreden, de mate en de duur ervan worden genoteerd. Bij het observeren van de dierenin
de kooien moet aandacht worden besteed aan veranderingen in huid en vacht, ogen en slijmvliezen, ademhaling,
bloedsomloop, autonoom en centraal zenuwstelsel, somatomotorische activiteit en gedrag. Het verbruik van voer
moet wekelijks worden gemeten en de dieren moeten iedere week worden gewogen. De dieren moeten regelmatig
worden geobserveerd om te voorkomen dat zij voor de studie verloren gaan als gevolg van oorzaken als
kannibalisme, autolyse van weefsels of verkeerde huisvesting. Na afloop van de onderzoekperiode wordt op alle
overlevende dieren van de behandelde groepen, afgezien van die in de satellietgroepen, necropsie verricht. Indien
stervende dieren worden aangetroffen, moeten zij worden verwijderd; ook op hen wordt necropsie verricht.

Bij alle dieren, met inbegrip van die uit de controlegroep, worden gewoonlijk de volgende onderzoekingen
verricht:

a) Voor de blootstelling aan de teststof en na afloop van het onderzoek dient bij voorkeur bij alle dieren, maar ten
minste bij de groep met de hoge dosis en de controlegroep oogonderzoek met behulp van een cogspiegel of ecn
ander voor dit doel geschikt instrument plaats te vinden. Indien er veranderingen in de ogen worden
vastgesteld, moeten alle dieren worden onderzocht.



b} Aan het einde van de onderzoekperiode vindt een hematologisch onderzoek plaats, dat onder meer omvat:
bepaling van het hematocriet en het hemoglobinegehalte, telling van de erytrocyten, totaaltelling en
gedifferenticerde telling van de leukocyten, alsmede meting van de stollingseigenschappen zoals stollingstijd,
protrombinetijd en tromboplastinetijd, of telling van de bloedplaatjes.

¢) Aan het einde van de onderzoekperiode dienen klinische en biochemische bepalingen op het bloed te worden
verricht. Voor alle scudies in aanmerking komende testen zijn: elektrolytenbalans, koolhydraatstofwisseling,
alsmede de lever- en nierfunctie. De selectic van specifieke testen is afhankelijk van de waarnemingen met
betrekking tot het werkingsmechanisme van de stof. Het onderzoek is eventueel uit te breiden met metingen
van: calcium, fosfor, chloride, natrium, kalium, nuchter glucosegehalte (met cen aan de diersoort aangepaste
periode van vasten), serumglutamaatpyruvaattransaminase (1), serumglutamaatoxaalacetaattransamina-
se (2), ornithinedecarboxylase, gammaglutamyltranspeptidase, ureumstikstof, albumine, bloedcreatinine,
totaal bilirubine en totaal serumproteine.

Voor een goede toxicologische evaluatie kan de bepaling van de lipiden, hormonen, zuur/base-evenwicht,
methemoglobine en cholinesterase-activiteit noodzakelijk zijn. Om het onderzoek van de waargenomen
effecten uit te breiden kan zo nodig verder klinisch-biochemisch onderzoek worden verricht.

d) Routinematig urineonderzoek is alleen vereist wanneer daartoe op grond van de verwachte of waargenomen
toxiciteit een indicatie bestaat.

In het geval van ontoereikende basisgegevens uit het verleden dient de bepaling van hematologische en
Klinisch-biochemische parameters voordat met de dosering wordt begonnen aandacht te krijgen.

Macroscopische necropsie

Op alle dieren moet een volledige macroscopische necropsie worden verricht, waarbij het uitwendige
lichaamsoppervlak, alle lichaamsopeningen, alsmede de schedel-, borst- en buikholte en hun inhoud worden
onderzocht. De lever, nieren, bijnieren en testes moeten zo spoedig mogelijk na de sectie nat worden gewogen om
uitdroging te voorkomen. De volgende organen en weefsels moeten in een geschikt medium worden bewaard voor
eventuee! later histopathologisch onderzoek: alle organen die met het blote oog zichtbare letsels vertonen, hersenen
— inclusief delen van medulla/pons, cortex cerebelli en cortex cerebri, hypofyse, schildklier/bijschildklieren,
thymusweefsel, (luchtpijp), longen, hart, aorta, speekselklieren, lever, milt, nieren, bijnieren, alvleesklier,
geslachtsklieren, secundaire geslachtsorganen, galblaas (indien aanwezig), slokdarm, maag, duodenum, jejunum,
ileum, blinde darm, colon, rectum, urineblaas, representaticve lymfklieren, (vrouwelijke borstklier), (dijbeen-
spieren), perifere zenuwen, (ogen), (borstbeen met beenmerg), (dijbeen — inclusief gewrichtsvlak), (ruggemerg op
drie plaatsen — cervicaal, mediothoracaal en lumbaal) en (traanklieren). (De tussen haakjes vermelde weefsels
hoeven alleen te worden onderzotht als daarvoor aanwijzingen zijn vanwege toxicologische waarnemingen of als
het orgaan is aangetast.)

Histopathologisch onderzoek

a) Op de normale en behandelde huid en de organen en weefsels van alle dieren in de controlegroep en in de groep
die de hoogste dosis heeft ontvangen, moet een volledig histopathologisch onderzoek worden verricht.

b) Alle met het blote oog zichtbare letsels moeten worden onderzocht.
¢) De aangetaste organen dienen in dieren in andere dosisgroepen te worden onderzocht.

d) Bij gebruikmaking van ratten dienen de longen van de dieren in de groep die een lage dosis heeft ontvangen en’
van die in de tussengroep histopathologisch te worden onderzocht op tekenen van infectie, aangezien op deze
manier een goed beeld van de gezondheidstoestand van de dieren wordt verkregen. Verder routinematig
histopathologisch onderzoek is bij de dieren in deze groepen niet vereist, maar moet steeds worden verricht op
de arganen die in de groep die een hoge dosis heeft ontvangen, letsels bleken te vertonen.

¢) Wordt van een satellietgroep gebruik gemaakt, dan moet histopathologisch onderzoek worden verricht op de
weefsels en organen waar bij andere behandelde groepen effecten blijken te zijn opgetreden.

2. GEGEVENS

De volgende gegevens moeten voor iedere proefgroep in tabelien worden samengevat: het aantal dieren bij het
begin van het onderzoek, het aantal dieren dat letsels vertoont, de aard van de letsels en het percentage dieren
waarbij ieder type letsel voorkomt. De resultaten moeten met behulp van een voor dit doel geschikte statistische
methode worden geévalueerd. ledere erkende statistische methode kan hiervoor worden gebruikt.

(') Thans bekend als serumalanineaminotransferase.
(2} Thans bekend als serumaspartaataminotransferase.



3.1

VERSLAGGEVING
Verslag van de proefnemingen

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:
— diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voer, enzovoort;

— proefomstandigheden;

— dosisniveaus (met het eventuele medium) en concentraties;

— waar mogelijk, het dosisniveau waarop geen effect is waargenomen;

— gegevens over de toxische reactie naar geslacht en dosis;

— tijdstip gedurende de studie waarop de dood intreedt of aangeven of dieren tot het einde van de proef in leven
bleven;

— beschrijving van toxische of andere effecten;

— tijdstip waarop een abnormaal verschijnsel werd waargenomen en verloop hiervan;

— gegevens over voer en lichaamsgewicht;

— oftalmologische bevindingen;

— uitgevoerd hematologisch onderzoek en resultaten;

— uitgevoerd klinisch-biochemisch onderzoek en resultaten (resultaten van het urineonderzoek inbegrepen);
— bevindingen van de necropsie;

— gedetailleerde beschrijving van alle histopathologische bevindingen;

— waar toepasselijk, statistische verwerking van de resultaten;

— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatie en interpretatic

Zic Algemene inleiding — Deel B.
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Zie Algemene inleiding — Deel B.
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B.29 SUBCHRONISCHE INHALATIETOXICITEITSTEST

90 DAGEN-TEST MET HERHAALDE INHALATOIRE TOEDIENING AAN KNAAGDIERSOORTEN

METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definities

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzockmethode

Verscheidene groepen proefdieren worden gedurende een periode van 90 dagen dagelijks voor een bepaalde tijd
aan geleidelijk stijgende concentraties van de teststof blootgesteld. Er wordt een concentratie per groep gebruikt.
Indien een medium wordt gebruikt om de juiste concentratie van de teststof in de atmosfeer te bereiken, moct een
mediumcontrolegroep worden gebruikt. Gedurende de periode dat de stof wordt toegediend, worden de dieren
dagelijks op tekenen van toxiciteit onderzocht. Op de dieren die tijdens het onderzoek sterven en die welke aan het
einde van de proefnemingen nog in leven zijn, wordt necropsie verricht.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzoekmethode
Voorbereidingen

Voor het onderzoek worden de dieren ten minste vijf dagen onder dezelfde huisvestings- en voedingsomstandig-
heden gehouden als tijdens de proef. Voor het onderzoek worden gezonde, jonge dieren op willekeurige wijze inde
te behandelen en controlegroepen ingedeeld. Waar nodig wordt een passend medium aan de teststof toegevoegd,
ten einde de juiste concentratie van de teststof in de atmosfeer e bereiken. Indien een medium of andere additieven
worden gebruikt om de dosering te vergemakkelijken, moet daarvan bekend zijn dat zij geen toxische effecten
veroorzaken. Eventueel kan gebruik worden gemaakt van bestaande gegevens.

Proefomstandigheden
Proefdieren

Tenzij er contra-indicaties zijn, wordt de voorkeur gegeven aan rattea. Er dient gebruik te worden gemaakt van
stammen van jonge, gezonde dieren die gewoonlijk in laboratoria worden gebruikr. Bij het begin van het onderzoek
mag het gewicht van de dieren die bij de proeven worden gebruikt, niet meer dan + 20 % van het gemiddelde
gewichrt afwijken. Indien een studie naar de subchronische inhalatietoxiciteit wordt verricht ter voorbereiding op
een langdurig onderzoek, dienen in beide studies dezelfde soort en stam te worden gebruikt.

Aantal en geslacht

ledere testgroep moet uit ten minste twintig dieren (tien wijfjes en ticn mannctjes) bestaan. De vrouwtjes moeten
nulliparae zijn en mogen niet drachtig zijn. Indien het de bedoeling is tussentijds dieren te doden, moet het aantal
worden verhoogd met het aantal dieren dat volgens plan voor de voltooiing van de studie zal worden gedood.
Daarnaast kan een satellietgroep van twintig dieren (tien per geslacht) gedurende 90 dagen met her hoge
concentratieniveau worden behandeld en nog gedurende 28 dagen na de behandeling worden geobserveerd omna
te gaan of de toxische effecten eventueel verdwijnen, voortduren of vertraagd tot uiting komen.



Biootstellingsconcentraties

Er zijn ten minste drie concentraties vereist, met een controle of een mediumcontrole (overeenkomend met de
concentratie van het medium bij het hoogste expositieniveau) indien een medium wordr gebruikt. Afgezien van de
toediening van de teststof, moeten de dieren in de controlegroep op dezelfde wijze worden behandeld als de dieren
in de behandelde groep. De hoogste concentratie moet leiden tot toxische effecten, maar er mogen geen of weinig
sterfgevallen voorkomen. Bij de laagste concentratie mogen geen tekenen van toxiciteit optreden. Wanneer er een
bruikbare schatting van de menselijke blootstelling bestaat, moet de laagste concentratie deze overschrijden. In het
ideale geval treden bij de middelste concentratie nauwelijks waarneembare toxische effecten op. Bij meer dan é&n
russenconcentratie moet het verschil tussen de concentraties zo groot zijn dat een gradatie in toxische effecten
wordt verkregen. In de groep met de geringe concentratie en in de tussenliggende groepen, alsmede in de
controlegroepen mogen niet veel sterfgevallen voorkomen, omdat anders een zinvolle evaluatie van de resultaten
niet mogelijk is.

Duur van de blootstelling

De dagelijkse blootstellingsduur bedraagt zes uur nadat in de verschillende kamers de juiste concentratie is bereikt.
De blootstellingsduur kan eventueel aan specifieke behoeften worden aangepast.

Apparatuur

De dieren worden aan de teststof blootgesteld met behulp van inhalatieapparatuur die zodanig gebouwd moet zijn
dat kan worden gezorgd voor een dynamische luchtdoorstroming van ten minste twaalf luchtverversingen per uur,
cen toereikend zuurstofgehalte en een gelijkmatige verdeling van de teststof in de atmosfeer. Als van een
blootstellingskamer gebruik wordt gemaakt, moet deze op zodanige wijze zijn ontworpen dat de dicren elkaar zo
min mogelijk verdringen en zoveel mogelijk door inhalatie aan de teststof worden blootgesteld. Als algemene regel
voor het verzekeren van een stabiele atmosfeer in de expositickamer geldt dat het totale ,volume” van de
procfdieren niet meer mag bedragen dan 5% van het volume van.de blootstellingskamer. Naar keuze kan de
oro-nasale methode worden toegepast, de kop alleen worden blootgesteld of het gehele lichaam in een
afzonderlijke ruimte worden blootgesteld; met de eerste twee methoden wordt bereikt dat zo min mogelijk van de
teststof via andere wegen in het lichaam wordt opgenomen.

Observatieperiode

De proefdieren moeten tijdens de gehele periode van behandeling en herstel dagelijks op tekenen van toxiciteit
worden onderzocht. Het tijdstip waarop de dood intreedt, het tijdstip waarop de taxiciteitsverschijnselen zich voor
het eerst voordoen, en het tijdstip waarop zij weer verdwijnen, moeten worden vastgelegd.

Uitvoering

De dieren worden gedurende een periode van 90 dagen vijf tot zeven dagen per week aan de teststof blootgesteld.
Dieren in satellietgroepen voor latere waarnemingen moeten nog 28 dagen onbehandeld blijven om herstel of
voortduren van de toxische effecten te kunnen vaststellen. Tijdens de proefnemingen dient de temperatuur op
22 °C (¢ 3 °C) te worden gehouden. In het ideale geval moet de relatieve vochtigheid tussen 30% en 70%
worden gehouden, behalve waar dit nier mogelijk is (bij voorbeld bij het testen van sommige aérosolen).
Gedurende de blootstelling wordt de dieren voedsel en water onthouden.

Er moet gebruik worden gemaakt van een dynamisch inhalatiesysteem met een geschikt systeem voor de
analytische controle van de concentratie. Aanbevolen wordt in een verkennende proef vast te stellen welke
blootstellingsconcentraties voor de proeven het meest geschikt zijn. Het aantal luchtverversingen per uur moet
worden aangepast, zodat in de gehele blootstellingskamer homogene omstandigheden heersen. Het systeem moet
waarborgen dat de omstandigheden bij de proef zo spoedig mogelijk stabiel zijn.

De volgende parameters moeten worden gemeten of gecontroleerd:
a) Gedurende de hele proef het aantal luchtverversingen per uur.

b) De feitelijke concentratie van de teststof in de ademhalingsruimte. Tijdens de dagelijkse blootstelling mag de
concentratie met niet meer dan + 15% van het gemiddelde afwijken. Bij stof- en vloeistofaérosolen is het
mogelijk dat de concentraties niet binnen de gestelde grenzen kunnen worden gehouden; in dat geval kan een
grotere afwijking aanvaardbaar zijn. Tijdens de gehele duur van de studie moeten de dagelijkse concentraties
zo constant mogelijk worden gehouden. Gedurende het werken van de apparatuur voor het genereren van
deeltjes moeten analyses worden uitgevoerd van de deeltjesgrootte, ten einde de stabiliteit van het aérosol vast
te stellen. Tijdens de blootstelling moet zo dikwijls als dit noodzakelijk is een analyse worden uitgevoerd om de
stabiliteitsconsistentie van de verdeling van de deeltjesgrootte te bepalen.

¢) Temperatuur en vochtigheid.

d) Tijdens en na de blootstelling worden waarnemingen gedaan die voor elk dier afzonderlijk systematisch
worden geregistreerd. Alle dieren moeten dagelijks worden geobserveerd; tekenen van toxiciteit moeten samen
met het tijdstip waarop deze voor het eerst zijn opgetreden, de mate en de duur ervan worden vastgelegd. Bij het
observeren van de dieren in de kooien wordt in ieder geval aandacht besteed aan veranderingen in huid en
vacht, ogen, slijmvliezen, ademhaling, bloedsomloop, autonoom en centraal zenuwstelsel, somatomotorische
activiteit en gedrag. Wekelijks moet het verbruik van voer worden gemeten en mocten de dieren worden
gewogen. De dieren moeten regelmatig worden geobserveerd om te vermijden dat ze voor de studie verloren



gaan als gevolg van corzaken als kannibalisme, autolyse van weefsels of verkeerde huisvesting. Na afloop van
de onderzoekperiode wordt op alle overlevende dieren van de behandelde groepen, afgezien van de dierenin de
satellietgroep, necropsie verricht. Wanneer stervende dieren worden aangetroffen, moeten zij worden
verwijderd; ook op hen wordt necropsie verricht.

Bij alle dieren, met inbegrip van die uit de controlegroep, worden gewoonlijk de volgende onderzoekingen
verricht:

a) Voor expositie aan de teststof en na afloop van het onderzoek dient bij voorkeur bij alle dieren, maar ten minste
bij de groep met de hoge dosis en de controlegroep oogonderzoek met behulp van een oogspicgel of een ander
voor dit doel geschikt instrument plaats te vinden. Indien er veranderingen in de ogen worden vastgesteld,
moeten alle dieren worden onderzocht. )

o

Aan het einde van de onderzoekperiode vindt een hemarologisch onderzoek plaats, dat onder meer omvat:
bepaling van het hematocriet en het hemoglobinegehalte, telling van de erytrocyten, totaaltelling en
gedifferentieerde telling van de leukocyten, alsmede meting van de stollingseigenschappen zoals stollingstijd,
protrombinetijd en tromboplastinetijd, of telling van de bloedplaatjes.

¢) Aan het einde van de onderzockperiode dienen klinische en biochemische bepalingen op het bloed te worden
verricht. Voor alle studies in aanmerking komende testen zijn: elektrolytenbalans, koolhydraatstofwisseling,
alsmede de lever- en nierfunctie. De selectie van specifieke testen is afhankelijk van de waarnemingen met
betrekking tot het werkingsmechanisme van de stof. Het onderzoek is eventueel uit te breiden met metingen
van: calcium, fosfor, chloride, natrium, kalium, nuchter glucosegehalte (met een aan de diersoort aangepaste
periode van vasten), serumglutamaatpyruvaattransaminase ('), serumglutamaatoxaalacetaattransamina-
se (2), ornithinedecarboxylase, gammaglutamyltranspeptidase, ureumstikstof, albumine, bloedcreatinine,
totaal bilirubine en totaal serumproteine. Voor een goede toxicologische evaluatie kan de bepaling van de
lipiden, hormonen, zuur/base-evenwicht, methemoglobine en cholinesterase-activiteit noodzakelijk zijn. Om
het onderzock van de waargenomen effecten verder uit te breiden, kan zo nodig verder klinisch-biochemisch
onderzoek worden verricht.

d) Routinematig urineonderzoek is alleen vereist wanneer daartoe op grond van de verwachte of waargenomen
toxiciteit een indicatie bestaat.

In het geval van ontoereikende basisgegevens uit het verleden dient de bepaling van hematologische en
klinisch-biochemische parameters voordat met de tocdiening wordt begonnen aandacht te krijgen.

Macroscopische necropsie

Op alle dieren moet een volledige macroscopische necropsie worden verricht, waarbij het uitwendige
lichaamsoppervlak, alle lichaamsopeningen, alsmede de schedel-, borst- en buikholte en hun inhoud worden
onderzocht. De lever, nieren, bijnieren en testes moeten zo spoedig mogelijk na de sectie nat worden gewogen om
uitdroging te voorkomen. De volgende organen en weefsels moeten in een geschikt medium worden bewaard voor
eventueel later histopathologisch onderzoek: alle organen die met het blote oog zichtbare letsels vertonen, longen
— die in hun geheel mocten worden verwijderd, gewogen en behandeld met een geschikt fixatief om ervoor te
zorgen dat de longstructuur intact blijft (perfusie meteen fixatief wordt als een doeltreffende methode beschouwd),
weefsels van de nasopharynx, hersenen — inclusief delen van medulla/pons, cortex cerebelli en cortex cerebri,
hypofyse, schildklier/bijschildklieren, thymusweefsel, luchtpijp, hart, aorta, speekselklieren, lever, milt, nieren,
bijnieren, alvleesklier, geslachtsklieren, uterus, (secundaire geslachtsorganen), (huid), galblaas (indien aanwezig),
slokdarm, maag, duodenum, jejunum, ileum, blinde darm, colon, rectum, urineblaas, representatieve lymfklie-
ren, (vrouwelijke borstklier), (dijbeenspieren), perifere zenuwen, (ogen), borstbeen met beenmerg, (dijbeen —
inclusief gewrichtsvlak), (ruggemerg op drie plaatsen — cervicaal, mediothoracaal en lumbaal) en (traanklieren).
(De tussen haakjes vermelde weefsels hoeven alleen te worden onderzocht als daarvoor aanwijzingen zijn vanwege

toxicologische waarnemingen of als het orgaan is aangetast.)
el

Histopathologisch onderzoek

a}) Op de ademhalingswegen en andere organen weefsels van alle dieren in de controlegroep en de groep die de
hoogste dosis heeft ontvangen, moet een volledig histopathologisch onderzoek worden verricht.

b) Alle met het blote oog zichtbare letsels moeten worden onderzocht.
¢) De aangetaste organen dienen in dieren in andere dosisgroepen te worden onderzocht.

d} Delongen van de dieren in de groep die een lage dosis heeft ontvangen, envan die in de tussengroep dienen ook
histopathologisch te worden onderzocht, aangezien op deze manier een goed beeld van de gezondheidstoe-
stand van de dieren wordt verkregen. Verder routinematig histopathologisch onderzoek is bij de dieren in deze
groepen als vaste regel niet vereist, maar moet steeds worden verricht op de organen die in de groep die een hoge
dosis heeft ontvangen, letsels bleken te vertonen.

€) Wordt van een satellietgroep gebruik gemaakt, dan moet histopathologisch onderzoek worden verricht op de
weefsels en organen waar bij andere behandelde groepen effecten blijken te zijn opgetreden.

() Thans bekend als serumalanineaminotransferase.
(2) Thans bekend als serumaspartaataminotransferase.



3.1,

3.2,

GEGEVENS

De volgende gegevens moeten voor iedere proefgroep in rabellen worden samengevat: het aantal dieren bij het
begin van het onderzoek, het aantal dieren dat letsels vertoont, de aard van de letsels en het percentage dieren
waarbij ieder type letsel voorkomt. De resultaten moeten met behulp van een voor dit doel geschikte statistische
methode worden geévalueerd. ledere erkende statistische methode kan hiervoor worden gebruikt.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefnemingen

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:
— diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voer, enz.;
-— proefomstandigheden:

Beschrijving van de blootstellingsapparatuur: met inbegrip van ontwerp, type, afmetingen, luchtbron, systeem
voor het bereiden van stof- en vioeistofaérosolen, methoden voor het conditioneren van de lucht, behandeling
van de afgewerkte lucht en wijze waarop de dieren tijdens de proeven in een blootstellingskamer zijn
ondergebracht als deze wordt gebruikt. Er moet een beschrijving worden gegeven van de apparatuur voor het
meten van de temperatuur, de vochtigheid en, in voorkomend geval, de stabiliteit van de concentratie en de
deeltjesgrootte van de aérosolen.

Gegevens betreffende de blootstelling: deze moeten in tabelvorm worden gerangschikt en worden voorzien van
gemiddelde waarden en een maat voor de variabiliteit (bij voorbeeld standaarddeviatie). Zij dienen te
omvatten:

a) het aantal luchtverversingen per uur in de inhalatieapparatuur;
b) temperatuur en vochtigheid van de luche;

¢) nominale concentraties (de totale hoeveelheid teststof die de inhalatieapparatuur wordt binnengeleid,
gedeeld door het luchtvolume);

d) aard van het eventuele medium;
e) feitelijke concentraties van de teststof in de ademhalingsruimte van de dieren;

f) mediaan van de deeltjesgrootte {in voorkomend geval).
— gegevens over de toxische reactie naar geslacht en concentratic;
— waar mogelijk her dosisniveau waarop geen effect is waargenomen,;

— tijdstip gedurende de studie waarop de dood intreedt of aangeven of dieren tot het einde van de proef in leven
bleven;

— beschrijving van toxische of andere effecten; niveau waarop de concentratie geen effect heeft;

— tijdstip waarop een abnormaal verschijnsel werd waargenomen en verloop hiervan;

— gegevens over voer en lichaamsgewicht;

— oftalmologische bevindingen;

— uitgevoerd -hematologisch onderzoek en resultaten;

— uitgevoerd klinisch-biochemisch onderzoek en resultaten (resultaten van het urineonderzoek inbegrepen);
— bevindingen van de necropsie;

— gederailleerde beschrijving van alle histopathologische bevindingen;

— waar toepasselijk, statistische verwerking van de resultaten;

— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatic en interpretatie

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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Zie Algemene inleiding — Deel B.
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1.4,
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B.30 CHRONISCHE TOXICITEITSTEST
METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definities

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van dc onderzockmethode

De teststof wordt normaal gesproken zeven dagen per week langs een geschikte weg aan verscheidene groepen
proefdicren gedurende een groot deel van hun levensduur toegediend. Er wordt een dosis per groep gebruikt.
Tijdens en na de blootstelling aan de teststof worden de proefdieren dagelijks op tekenen van toxiciteit
onderzocht.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzockmethodc
Voorbereidingen

Voor het onderzoek worden de dieren ten minste vijf dagen onder dezelfde huisvestings- en voedingsomstandig-
heden gehouden als tijdens de proef. Voor het onderzock worden gezonde, jonge dieren op willekeurige wijze in de
te behandelen en controlegroepen ingedeeld.

Proefomstandigheden
Proefdieren

Er wordt de voorkeur gegeven aan ratten. Op grond van de resultaten van eerder uitgevoerd onderzoek mogen ook
andere diersoorten (knaagdicren of niet-knaagdieren) worden gebruikt. Er dient gebruik te worden gemaakt van
stammen van jonge, gezonde dieren die gewoonlijk in laboratoria worden gebruikt. Met de dosering dient zo
spoedig mogelijk na het verspenen te worden begonnen.

Bij het begin van het onderzoek mag het gewicht van de dieren niet meer dan + 20 % van het gemiddelde gewicht
afwijken. Indien een studie naar de subchronische orale toxiciteit is uitgevoerd ter voorbereiding op een chronisch
toxiciteitsonderzoek, dienen in beide studies dezelfde soort en stam te worden gebruikt.

Aantal en geslacht

Bij knaagdieren moeten voor ieder dosisniveau en de paralielle controlegroep ten minste 40 dieren (20 wijfjes en 20
mannetjes) worden gebruikt. De wijfjes moeten nulliparae zijn en mogen niet drachtig zijn. Indien het de bedoeling
is tussentijds dieren te doden, moet het aantal worden verhoogd met het aantal dieren dar volgens plan voor de
voltooiing van de studie zal worden gedood.

In het geval van niet-knaagdieren kan worden volstaan met een kleiner aantal dieren, doch ten minste vier per
geslacht per groep.

Dosisniveaus en frequentie van de blootstelling

Naast de parallelle controlegroep dienen ten minste drie dosisniveaus te worden gebruikt. Het hoogste dosisniveau
moet leiden tot duidelijke tekenen van toxiciteit, zonder dat het evenwel leidt tot overmatige sterfte onder de
dieren. Bij het laagste dosisniveau mogen geen tekenen van toxiciteit optreden.



De wssenliggende doses moeten worden gekozen in een gebied halverwege tussen de hoge en de lage dosis.

Bij de keuze van de dosisniveaus dient rekening te worden gehouden met de gegevens uit eerder uitgevoerd
toxiciteitsonderzoek.

De frequentie van de blootstelling is normaliter dagelijks. Indien de teststof in het drinkwater wordt toegediend of
met het voer wordt gemengd, dient dit steeds beschikbaar te zijn.

Controlegroepen

Er dient gebruik te worden gemaakt van een parallelle controlegroep die, afgezien van de blootstelling aan de
teststof, in elk opzicht identiek is aan de behandelde groepen.

In speciale omstandigheden, zoals bij inhalatiestudies met aérosolen of bij het gebruik van een emulgator van
niet-gekarakteriseerde biologische activiteit in orale studies, dient ook een negatieve controlegroep te worden
gebruikt. De negatieve controlegroep wordt op dezelfde wijze behandeld als alle andere proefdieren, met dien
verstande dat deze controlegroep niet aan de teststof of een medium moet worden blootgesteld.

"Toedieningsweg

Toediening geschiedt voornamelijk oraal of via inhalatie. De keuze van de toedieningsweg hangt af van de fysische
en chemische eigenschappen van de teststof en de meest waarschijnlijke blootstellingsweg bij de mens.

Toediening via de huid levert aanzienlijke praktische problemen op. Chronische systemische toxiciteit die het
resultaat is van opname via de huid, kan normaal gesproken worden afgeleid vit de resultaten van de orale testen de
mate van absorptie via de huid, die kan worden afgeleid uit eerder uitgevoerd onderzoek naar de percutane
toxiciteit.

Orale studies

Indien de teststof in het maag-darmkanaal wordt geresorbeerd, en de blootstelling van de mens onder meer langs
orale weg plaatsvindt, verdient orale toediening de voorkeur, tenzij er contra-indicaties zijn.

De dieren moeten de teststof toegediend krijgen in hun voer, opgelost in het drinkwater of in capsules. In het ideale
geval dient de dosis zeven dagen per week dagelijks te worden toegediend, omdat bij dosering gedurende vijf dagen
per week het dier zich in de tijd dat geen dosis wordt toegediend, eventueel herstelt of de toxiciteitsverschijnselen
verdwijnen, waardoor de resultaten en de evaluatie daarvan kunnen worden beinvloed. Voornamelijk uit
praktische overwegingen echter wordt dosering gedurende vijf dagen per week aanvaardbaar geacht,

Inhalatiestudies

Aangezien bij inhalatiestudies de technische problemen ingewikkelder zijn dan bij andere toedieningswegen het
geval is, volgen hieronder meer gedetailleerde aanwijzingen met betrekking tot deze wijze van toediening. In
specificke situaties vormt intratracheale instillatie wellicht een deugdelijk alternatief.

Bij chronische blootstellingen baseert men zich gewoonlijk op de verwachte praktijksituatie in de industrie, in welk
geval de dieren vijf dagen per week gedurende zes uur na het bereiken van de juiste concentratie in de
blootstellingskamer worden blootgesteld (onderbroken blootstelling), of op een mogelijke blootstelling in het
milieu, in welk geval de dieren zeven dagen per week gedurende 22 tot 24 uur per dag worden blootgesteld
(continue expositie), met ongeveer een uur voor het voederen van de dieren (iedere dag op dezelfde tijd) en het
schoonmaken van de kamer. In beide gevallen worden de dieren gewoonlijk blootgesteld aan een vaste concentratic
van teststoffen. Een belangrijk verschil tussen onderbroken en continue expositie is dat er bij de eerste een periode
van zeventien tot achttien uur is, waarin de dieren zich van de effecten van elke dagelijkse expositie kunnen
herstellen; gedurende de weekeinden is deze herstelperiode nog langer.

De keuze tussen onderbroken of continue blootstelling hangt af van de doeleinden van het onderzoek en van de na
te bootsen situatie bij de mens. Bepaalde technische moeilijkheden verdienen echter de aandacht. Zo kunnen
bijvoorbeeld de voordelen van continue expositie voor het simuleren van de milieucondities wegvallen in verband
met de noodzaak de dieren tijdens de blootstelling te eten en te drinken te geven, en de behoefte aan meer
gecompliceerde (en betrouwbaardere) aérosol- en gasgeneratietechnieken en meettechnieken.

Blootstellingskamers

De dieren worden aan de teststoffen blootgesteld in inhalatiekamers die zodanig gebouwd moeten zijn dar kan
worden gezorgd voor een dynamische luchtdoorstroming van ten minste twaalf luchtverversingen per uur, een
toereikend zuurstofgehalte en een gelijkmatige verdeling van de teststof in de armosfeer. De controle- en
blootstellingskamers dienen qua structuur identick te zijn, zodat, behalve waar het de blootstelling aan de
teststoffen aangaat, in alle opzichten vergelijkbare blootstellingsomstandigheden gewaarborgd zijn. Binnen de
kamer wordt over het algemeen een geringe onderdruk gehandhaafd om te voorkomen dat de teststof naar buiten
lekt. De kamers dienen zodanig te zijn ontworpen dat de dieren elkaar zo min mogelijk verdringen. Als algemene
regel voor het verzekeren van een stabiele atmosfeer in de blootstellingskamer geldt dat het totale volume van de
proefdieren niet meer mag bedragen dan 5% van het volume van de kamer.



De volgende parameters moeten worden gemeten of gecontroleerd:

i) Luchtdoorstroming: het aantal verversingen per uur in de kamer dient bij voorkeur continu te worden
gemeten,

i) Tijdens de dagelijkse blootstelling mag de concentratie met niet meer dan + 15% van het gemiddelde
afwijken. Tijdens de gehele duur van de studie moeten de dagelijkse concentraties zo constant mogelijk worden
gehouden.

iii) Temperatuur en vochtigheid: voor knaagdieren moet de temperatuur op 22 °C (£ 2 °C)ende vochtigheid in
de kamer op 30 tot 70 % worden gehouden, behalve wanneer water wordt gebruikt om de teststof in de
atmosfeer van de expositickamer te verstuiven. Beide waarden dienen bij voorkeur continu te worden
gemeten.

iv) Metingen van de deeltjesgrootte: wanneer de atmosfeer vioeibare of vaste aérosolen bevat, moet de verdeling
van de deeltjesgrootte worden bepaald. De aérosoldeeltjes dienen een zodanige afmeting te hebben dat zij voor
de gebruikte proefdieren in te ademen zijn. Monsters van de atmosfeer in de kamer dienen te worden genomen
op ademhalingshoogte van de dieren. Het luchtmonster dient representatief te zijn voor de verdeling van de
deeltjes waaraan de dieren zijn blootgesteld en dient, op gravimetrische basis, alle aérosoldeeltjes te bevarten,
zelfs wanneer een groot gedeelte daarvan niet in te ademen is. Gedurende de werking van de apparatuur voor de
verstuiving van de aérosoldeeltjes moeten regelmatig analyses worden uitgevoerd van de deeltjesgrootte, ten
einde de stabiliteit van het aérosol na te gaan, en daarna tijdens de blootstelling zo vaak als nodig is om de
stabiliteit van de verdeling van de deeltjesgrootte waaraan de dieren zijn blootgesteld, te bepalen.

Duur van het onderzoek

De toedieningsperiode dient ten minste twaalf maanden te bedragen.

Uitvoering
Waarnemingen

Ten minste éénmaal per dag dient een zorgvuldig klinisch onderzoek te worden verricht. ledere dag moeten
aanvullende waarnemingen worden gedaan, waarbij ervoor moet worden gezorgd dat er zo weinig mogelijk dieren
voor het onderzoek verloren gaan, bijvoorbeeld door necropsie te verrichten op dood aangetroffen dieren of deze
gekoeld te bewaren en afzondering of opoffering van zwakke of stervende dieren. Er moeten zorgvuldige
waarnemingen worden gedaan, ten einde het optreden en ontwikkelen van alle toxische effecten te ontdekken en
ervoor te zorgen dat er zo min mogelijk dieren verloren gaan als gevolg van ziekte, autolyse of kannibalisme.

Klinische tekenen, waaronder ook neurologische en oculaire veranderingen en sterfte, maeten voor alle dieren
worden vastgesteld. Het tijdstip waarop de toxische verschijnselen, met inbegrip van verdachte rumoren, voor het
eerst optreden, en de ontwikkeling ervan, dienen te worden vastgelegd.

Gedurende de eerste dertien weken van het onderzoek dient het lichaamsgewicht van elk dier afzonderlijk eenmaal
per week te worden vastgelegd; daarna ten minste om de vier weken. Gedurende de eerste dertien weken van het
onderzoek dient het verbruik van voer wekelijks te worden bepaald; daarna om de drie maanden, tenzij wijzigingen
in de gezondheidstoestand of het lichaamsgewicht van het dier anders voorschrijven.

Hematologisch onderzoek

Een hematologisch onderzoek (bij voorbeeld hemoglobinegehalte, hematocriet, totaal aantal rode bloedli-
chaampijes, totaal aantal witte bloedlichaampies, bloedplaatjes of andere metingen van de stollingseigenschappen)
dient te worden verricht na drie maanden, zes maanden en vervolgens om de zes maanden en aan het einde van het
onderzock op bloedmonsters van alle nict-knaagdieren en van tien ratten per geslacht uit alle groepen. Indien
mogelijk dienen deze monsters telkens afkomstig te zijn van dezelfde ratten. Bij niet-knaagdieren dient bovendien
véor de test een monster te worden genomen.

Indien op grond van klinische waarnemingen wordt vermoed dat de gezondheidstoestand van de dieren tijdens het
onderzoek achteruitgaat, dient bij de betrokken dieren een differentiéle telling van bloedcellen te worden
uitgevoerd.

Een differentiéle telling van bloedcellen wordt uitgevoerd op monsters afkomstig van de dieren in de hoogste
dosisgroep en de controlegroep. Bij de daaropvolgende lagere groep(en) worden alleen differentiéle tellingen van
bloedcellen verricht als er tussen de hoogste groep en de controlegroepen een groot verschil bestaat of als daartoe
op grond van het pathologisch onderzoek een indicatie wordt gegeven.

Urineonderzock

Van alle niet-knaagdieren en van tien ratten per geslacht uit alle groepen, indien mogelijk van dezelfde ratten en
met dezelfde tussenpozen als bij het bloedonderzoek, moeten met het oog op een analyse urinemonsters worden
genomen. In het geval van knaagdieren dienen bij de afzonderlijke dicren of op een samengevoegd monster per
geslacht per groep de volgende bepalingen te worden verricht:

— uiterlijk: volume en dichtheid voor de afzonderlijke dieren;



— eiwit, glucose, ketonen, occult bloed (semi-kwantitatief);
en

— microscopie van sediment (semi-kwantitatief).

Klinische biochemie

Ongeveer om de zes maanden en aan het einde van het onderzoek worden bloedmonsters voor klinisch-bioche-
mische metingen genomen bij alle niet-knaagdieren en bij tien ratten per geslacht uit alle groepen, indien mogelijk
steeds bij dezelfde rarten. Bij niet-knaagdieren dient bovendien voor het onderzoek een monster te worden
genomen. Uit deze monsters wordt het plasma bereid, waarop de volgende bepalingen worden verricht:

— totaal eiwitgehalte;
— albuminegehalte;

— leverfunctietesten (zoals alkalische fosfataseactiviteit, glutamaatpyruvaattransaminase(’ Jactiviteit en gluta-
maatoxaalacetaattransaminase(?)activiteit), gammaglutamyltranspeptidase, ornithinedecarboxylase;

— koolhydraarstofwisseling, zoals nuchrer glucosegehalte van het bloed;

— nierfunctietesten zoals ureumstikstof in het bloed.

Macroscopische necropsie

Op alle dieren, ook die welke tijdens het experiment stierven of gedood werden toen zij stervende waren, moet een
volledig macroscopisch onderzoek worden verricht. Van alle dieren moeten, voordat zij gedood worden,
bloedmonsters worden genomen voor differentiéle tellingen van bloedcellen. Alle met het blote oog zichtbare
letsels, tumoren of letsels waarvan wordt aangenomen dat het tumoren zijn, dienen te worden bewaard. Getracht
moet worden om de macroscopische waarnemingen te correleren aan de microscopische bevindingen.

Alle organen en weefsels dienen voor microscopisch onderzoek te worden bewaard. Gewoonlijk zijn dat de
volgende organen en weefsels: hersenen () (medulla/pons, cortex cerebelli, cortex cerebri), hypofyse, schildklier
(met bijschildklieren), thymus, longen (met luchtpijp), hart, aorta, speckselklieren, lever (3), milt, nieren,
bijnieren, slokdarm, maag, duodenum, jejunum, ileum, blinde darm, colon, rectum, uterus, urineblaas,
lymfklieren, alvleesklier, geslachtsklieren (?), secundaire geslachtsorganen, vrouwelijke borstklier, huid, spieren,
perifere zenuwen, ruggemerg (cervicaal, thoracaal, lumbaal), borstbeen met beenmerg, dijbeen {met gewricht) en
ogen. Vullen van de longen en urineblaas met een fixatief is de beste manier om deze weefsels te bewaren. Bij
inhalatiestudies is het vullen van de longen van wezenlijk belang voor een goed histopathologisch onderzoek. Bij
speciale studies zoals inhalatiestudies dient de gehele tractus respiratorius te worden onderzocht, inclusief neus,
pharynx en larynx.

Indien nog ander klinisch onderzoek wordt verricht, dient de daaruit verkregen informatie véér het microscopisch
onderzoek beschikbaar te zijn, omdat dit voor de patholoog belangrijke aanwijzingen kan bevatten.

Histopathologie

Alle zichtbare veranderingen, in het bijzonder tumoren en andere letsels in enig orgaan, dienen microscopisch te
worden onderzocht. Daarnaast verdient het aanbeveling nog de volgende onderzoekingen te verrichten:

a) Microscopisch onderzoek van alle bewaarde organen en weefsels met een volledige beschrijving van alle
geconstateerde letsels bij:

1. alle dieren die tijdens het onderzoek stierven of werden gedood;

2. alle dieren uit de groep met de hoogste dosis en de controlegroepen.

b) Organen en wecfsels die afwijkingen vertonen die veroorzaakt (kunnen) zijn door de teststof, worden ook bij
de lagere dosisgroepen onderzocht.

¢) Mocht uit het experiment blijken dat de normale levensduur van de dieren aanzienlijk wordt verkort of dater
effecten geinduceerd worden die een toxische reactie zouden kunnen beinvloeden, dan moet de eerstvolgende
lagere dosisgroep worden onderzocht zoals hierboven beschreven.

d) Voor een juiste beoordeling van de betekenis van de bij de blootgestelde dieren waargenomen veranderingen is
bekendheid met het voorkomen van letsels die bij de gebruikee dierstam gewoonlijk voorkomen (onder
dezelfde laboratoriumomstandigheden, dat wil zeggen controlegegevens uit het verleden) onontbeerlijk.

(*) Thans bekend als serumalanineaminotransferase.

(2) Thans bekend als scrumspanaataminotransfcrase.

(3) Deze organen, afkomstig van tien dieren per geslacht per groep voor knaagdieren en van alle niet-knaagdieren, alsmede de schildklier (met
bijschildklicren) voor alle niet-knaagdieren, dienen te worden gewogen.



3.2.

GEGEVENS

De volgende gegevens moeten voor iedere proefgroep in tabellen worden samengevat: het aantal dieren bij het
begin van het onderzoek, het aantal dieren dat letsels vertoont, en het percentage dieren waarbij ieder type letsel
voorkomt. De resultaten moeten met behulp van een voor dit doel geschikte statistische methode worden
geévalueerd. Iedere erkende statistische methode kan hiervoor worden gebruikt.

VERSLAGGEVING
Verslag van de proefnemingen

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:
— diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voer, enzovoort;
— procfomstandigheden:

Beschrijving van de blootstellingsapparatuur:

Met inbegrip van ontwerp, type, afmetingen, luchtbron, systeem voor het bereiden van stof- en vloeistof-
aérosolen, methode voor het conditioneren van de lucht, behandeling van de afgewerkte lucht en wijze waarop
de dieren tijdens de proeven in een blootstellingskamer zijn ondergebracht als deze wordt gebruikt. Er moet een
beschrijving worden gegeven van de apparatuur voor het meten van de temperatuur, de vochtigheid en, in
voorkomend geval, de stabiliteit van de concentratie en de deeltjesgrootte van de aérosolen.

Gegevens betreffende de blootstelling:

Deze moeten in tabelvorm worden gerangschikt en voorzien worden van gemiddelde waarden en een maat voor
de variabiliteit (bij voorbeeld standaarddeviatie). Ze dienen te omvatten:

a) het aantal Juchtverversingen per uur in de inhalatieapparatuur;
b) temperatuur en vochtigheid van de lucht;
)

nominale concentraties (de totale hoeveelheid teststof die de inhalaticapparatuur wordt binnengeleid,
gedeeld door het luchtvolume);

d) aard van het eventuele medium;
e) feitelijke concentraties van de teststof in het ademhalingsgebied van de dieren;
f) mediaan van de deeltjesgrootte (in voorkomend geval).

— dosisniveaus (met het eventuele medium) en concentraties;
— gegevens over de toxische reactie naar geslacht en dosis;
—- dosis- of concentratieniveau waarop geen effect is waargenomen;

— tijdstip gedurende het onderzoek waarop de dood intreedt of aangeven of dieren tot het einde van de proef in
leven bleven;

— beschrijving van toxische of andere effecten;

— tijdstip waarop een abnormaal verschijnsel werd waargenomen en verloop hiervan;
~ gegevens over voer en lichaamsgewicht;

— oftalmologische bevindingen;

— uitgevoerd hematologisch onderzoek en alle resultaten;

— uitgevoerd klinisch-biochemisch onderzoek en alle resultaten (met inbegrip van resultaten van het urineon-
derzoek);

— bevindingen van de necropsie;

— gedetailleerde beschrijving van alle histopathologische bevindingen;
— statistische verwerking van de resultaten, waar dat mogelijk is;

— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatie en interpretatie

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definities

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzoeckmethode

De teststof wordrt in geleidelijk stijgende doseringen of concentraties aan verscheidene groepen drachtige
proefdieren tocgediend gedurende ten minste dat deel van de dracht waarin de organogenese plaatsvindt. Er wordt
een dosis per groep gebruikt. Kort voor de vermoedelijke werpdatum wordt het moederdier gedood, de
baarmoeder verwijderd en de inhoud ervan onderzocht. Deze onderzoekmethode heeft betrekking op de embryo-
en foetotoxiciteit.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Reschrijving van de onderzoekmethode
Voorbereidingen

Voor het onderzoek worden gezonde, jonge, volwassen en nog niet eerder gedekte wijfjes van vergelijkbare leeftijd
en grootte gedurende ten minste vijf dagen aan de laboratoriumomstandigheden gewend, waarna men ze laat paren
met mannetjes waarvan vaststaat dat zij vruchtbaar zijn. Na inseminatic worden de dieren op willekeurige wijze in
de te behandelen groepen ingedeeld. De bevruchting kan geschieden via paring of kunstmatige inseminatie. Kort na
de implantatie en gedurende de hele periode van organogenese wordt de teststof dagelijks aan de vrouwtjes
toegediend. Daags voor de worp worden de foetussen door middel van hysterectomie verlost en onderzocht op
viscerale en skeletafwijkingen, met inbegrip van groeivertraging, vertraagde beenvorming en intestinale
bloedingen.

Proefomstandigheden
Proefdieren

De gewoonlijk gebruikte diersoorten zijn de rat, de muis, de hamster en het konijn. Rat en konijn verdienen de
voorkeur. Er dient gebruik te worden gemaakt van gewoonlijk in laboratoria gebruikie stammen. De
vruchtbaarheid van de stam mag niet te laag zijn en de stam moet voor wat betreft de reactie op teratogenen
gekarakteriseerd zijn. De dieren moeten apart in kooien worden ondergebracht.

Aantal en geslachrt

Voor ieder dosisniveau zijn ten minste twintig drachtige ratren, muizen of hamsters, dan wel twaalf drachtige
konijnen vereist. Dit om ervoor te zorgen dat er voldoende worpen en'jongen zijn om de teratogene eigenschappen
van de stof te kunnen beoordelen.

Dosisniveaus

Er dienen ten minste drie dosisgroepen en een controlegroep te worden gebruikt. Wanneer de teststof in een
medium wordt toegediend, is ook een mediumcontrolegroep vereist. Wordt van een medium gebruik gemaakt, dan
moeten de toxicologische eigenschappen ervan bekend zijn; het mag niet teratogeen zijn en ook geen effecten op de
reproduktie hebben. Afgezien van de toediening van de teststof moeten de dieren in de controlegroep(en) op



dezelfde wijze worden behandeld als de dieren in de proefgroep. Tenzij de fysisch/chemische of biologische
eigenschappen van de stof dat niet toelaten, moet het hoogste dosisniveau in het ideale geval leiden tot enige
duidelijk zichtbare rekenen van toxiciteit bij het moederdier, zoals een gering gewichtsverlies, maar het aantal
sterfgevallen onder de moederdieren mag niet meer dan 10 % bedragen. Bij het laagste dosisniveau mogen geen
waarneembare, aan de teststof toe te schrijven effecten optreden. De tussenliggende doses moeten geometrisch
tussen het hoge en lage dosisniveau worden verdeeld.

Hoogste te testen dosis

Als er in het geval van stoffen met een lage toxiciteit bij een dosisniveau van ten minste 1 000 mg/kg geen tekenen
van embryotoxiciteit of teratogeniteit optreden, zijn proeven met andere dosisniveaus wellicht niet noodzakelijk.
Als er bij een dosis van minder dan 1 000 mg/kg duidelijke tekenen van toxiciteit bij het moederdier (zoals
hierboven omschreven) optreden, maar geen nadelige effecten op het embryo, zijn proeven met andere
dosisniveaus wellicht niet noodzakelijk.

Blootstellingsduur

Dag 0 bij de proef is de dag waarop een vaginale plug en/of sperma wordt waargenomen {waar mogelijk). De
doseringsperiode moet samenvallen met de periode van organogenese. Voor de rat en de muis is dat de zesde toten
met de vijftiende dag, voor de hamster de zesde tot en met de veertiende en voor het konijn de zesde tot en met de
achttiende. Indien als dag O de dag van paring of kunstmatige inseminatie wordt aangehouden, moet bij de
vermelde tijden een dag worden opgeteld. Een andere methode is, de dosering tot ongeveer één dag voor de
vermoedelijke werpdatum voort te zetten.

Observatieperiode

Ten minste eenmaal per dag dient een zorgvuldig klinisch onderzoek te worden verricht. Daarnaast dienen
dagelijks waarnemingen te worden verricht en de nodige maatregelen te worden genomen om ervoor te zorgen dat
zo min mogelijk dieren voor de studie verloren gaan.

Uitvoering

De teststof wordt oraal via een maagsonde toegediend. De teststof moet elke dag op ongeveer hetzelfde tijdstip
worden toegediend.

De vrouwelijke proefdieren worden gedurende de toepasselijke behandelingsperiode dagelijks met de teststof
behandeld. Voor de bepaling van de dosis kan worden uitgegaan van het gewicht van de wijfjes bij het begin van de
toediening van de stof; ook kunnen de dieren, gezien de snelle gewichtstoename tijdens de dracht, op gezette tijden
worden gewogen en kan de dosering worden gebaseerd op het laatst vastgestelde gewich. Tekenen van toxiciteit
moeten, zodra zij worden waargenomen, samen met het tijdstip waarop deze voor het eerst zijn opgetreden, de
mate en de duur van de toxiciteit worden vastgelegd. Wijfjes die tekenen van abortus of partus praematurus
vertonen, moeten worden gedood en aan een grondig macroscopisch onderzoek worden onderworpen. De dieren
moeten na de behandeling worden geobserveerd tot ongeveer een dag voor de worp; zo wordt het grootste deel van
de drachttijd bestreken, maar worden complicaties bij de interpretatie van de resultaten, die zich als gevolg van een
natuurlijke geboorte zouden kunnen voordoen, vermeden. Bij het observeren van de dieren in de kooien moet
onder meer aandacht worden besteed aan veranderingen in huid en vacht, ogen en slijmvliezen, ademhaling,
bloedsomloop, autonoom en centraal zenuwstelsel, somatomotorische activiteit en gedrag. Het verbruik van voer
moet wekelijks worden gemeten; de dieren moeten wekelijks worden gewogen.

Necropsie

Als het moederdier tijdens of aan het einde van het onderzoek sterft, moet het macroscopisch worden onderzocht
op eventuele structurele afwijkingen of pathologische veranderingen die van invloed kunnen zijn geweest op de
dracht. Onmiddellijk na de dood dient de uterus te worden verwijderd en deinhoud ervan te worden onderzocht op
dode embryo’s of foetussen en het aantal levende foetussen. Doorgaans is het mogelijk de tijd waarop de dood in
utero is ingetreden, te schatten. Bij ratten en konijnen kan het aantal corpora lutea worden bepaald. Het geslacht
van de foetussen moet worden bepaald en zij moeten afzonderlijk worden gewogen, waarna de gewichten worden
opgetekend zodat daaruit het gemiddelde foetale gewicht kan worden afgeleid. Na verwijdering dient elke foetus
uitwendig te worden onderzocht. Bij ratten, muizen en hamsters moet een derde tot de helft van elke worp worden
geprepareerd en onderzocht op skeletafwijkingen, terwijl het resterende gedeelte van elke worp moet worden
geprepareerd en onderzocht op afwijkingen aan de zachte weefsels, een en ander met gebruikmaking van de voor
dat doel geschikte methoden. Bij konijnen moet elke foetus door middel van zorgvuldige sectie worden onderzocht
op viscerale afwijkingen en vervolgens op skeletafwijkingen.

GEGEVENS

De volgende gegevens moeten voor iedere proefgroep in tabellen worden samengevat: het aantal dieren bij het
begin van het onderzoek, het aantal dar drachtig werd, het aantal en de percentages levende foetussen en foetussen
miet afwijkingen aan de zachte weefsels of het skelet, en de relatie daarvan tot het nest waaruit zij komen. De
resultaten moeten met behulp van een voor dit doel geschikre statistische methode worden geévalueerd. ledere
algemeen erkende statistische methode kan hiervoor worden gebruikt.



3.1.

3.2,

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefnemingen

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:

diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voer, enzovoort;
proefomstandigheden;

dosisniveaus {met het eventuele medium) en concentraties;

gegevens over de toxische reactie naar dosis;

waar mogelijk, het dosisniveau waarop geen effect is waargenomen;

tijdstip gedurende de studie waarop de dood intreedt of aangeven of dieren tot het einde van de proef in leven
bleven;

beschrijving van toxische of andere effecten;

tijdstip waarop een abnormaal verschijnsel werd waargenomen en verloop hiervan;

gegevens over voer en lichaamsgewicht;

duur van de dracht en gegevens over de worp (gegevens uit het verleden inbegrepen);

gegevens over de foetussen (levend/dood, geslacht, afwijkingen aan de zachte weefsels en het skelet);

gegevens over de worp (levend/dood, geslacht, voor elke worp afwijkingen aan de zachte weefsels en het
skelet);

statistische verwerking van de resultaten?
bespreking van de resultaten;

interpretatie van de resultaten.

Evaluatie en interpretatic

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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Zie Algemene inleiding — Deel B.
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B.32 CARCINOGENITEITSONDERZOEK

METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definities

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzoekmethode

De teststof wordt normaal gesproken zeven dagen per week langs een geschikte weg aan verscheidene groepen
proefdieren gedurende een groot deel van hun levensduur toegediend. Er wordt een dosis per groep gebruikt.
Tijdens en na de blootstelling aan de teststof worden de proefdieren dagelijks op tekenen van toxiciteit onderzocht,
met name op zich ontwikkelende tumoren.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzoekmethode

Voor het onderzoek worden de dieren ten minste vijf dagen onder dezelfde huisvestings- en voedingsomstandig-
heden gehouden als tijdens de proef. Voor het onderzoek worden gezonde, jonge dieren op willekeurige wijze in de
te behandelen en controlegroepen ingedeeld.

Proefdieren

Er wordt de voorkeur gegeven aan ratten. Op grond van de resultaten van eerder uitgevoerd onderzoek mogen ook
andere diersoorten (knaagdieren of niet-knaagdieren) worden gebruikt. Er dient gebruik te worden gemaakt van
stammen van jonge, gezonde dieren die gewoonlijk in laboratoria worden gebruikt en met de dosering dient zo
spoedig mogelijk na het spenen te worden begonnen.

Bij het begin van het onderzoek mag het gewicht van de dieren niet meer dan + 20 % van het gemiddelde gewicht
afwijken. Indien een studie naar de subchronische orale toxiciteit is uitgevoerd ter voorbereiding op cen chronisch
toxiciteitsonderzoek, dienen in beide studies dezelfde soort en stam te worden gebruikt.

Aantal en geslacht

Voor ieder dosisniveau en de parallelle controlegroep moeten ten minste 100 dieren (50 wijfjes en 50 mannetjes)
worden gebruikt, De wijfies moeten nulliparae zijn en mogen niet drachtig zijn. Indien het de bedoeling is
tussentijds dieren te doden, moet het aantal worden verhoogd met het aantal dieren dat volgens plan voor de
voltooiing van de studie zal worden gedood.

Dosisniveaus en frequentie van blootstelling

Naast de parallelle controlegroep dienen ten minste drie dosisniveaus te worden gebruikt. Het hoogste dosisniveau
moet leiden tot tekenen van minimale toxiciteit, zoals een lichte achteruitgang van de gewichtstoename (minder
dan 10 %), zonder dat daardoor de normale levensduur als gevolg van andere effecten dan tumoren aanzienlijk
worde verkort.

Bij de laagste dosis mogen de normale groci, ontwikkeling en levensduur van het dier niet worden verstoord en
mogen geen tekenen van toxiciteit optreden. In het algemeen dient deze dosis niet lager te zijn dan 10 % van de
hoogste dosis.



De tussenliggende doses mocten worden gekozen in een gebied halverwege tussen de hoge en de lage dosis.

Bij de keuze van de dosisniveaus dient rekening te worden gehouden met de gegevens uit cerder uitgevoerd
toxiciteitsonderzoek.

De frequentic van de blootstelling is normaliter dagelijks. Indien de teststof in het drinkwater wordt toegediend of
met het voer wordt gemengd, dient dit steeds beschikbaar te zijn.

Controlegroepen
Er dient gebruik te worden gemaakt van een parallelle controlegroep die, afgezien van de blootstelling aan de
teststof, in elk opzicht identiek is aan de behandelde groepen.

In speciale omstandigheden, zoals bij inhalatiestudies met aérosolen of bij gebruik van een emulgator mert
onbekende biologische activiteit via de orale weg, dient ook van een extra controlegroep gebruik te worden
gemaakr, waarbij het medium wordt weggelaten.

Toedieningsweg

De drie belangrijkste toedieningswegen zijn de orale, de dermale en de inhalatieweg. De keuze van de
toedieningsweg hangt af van de fysische en chemische eigenschappen van de teststof en de meest waarschijnlijke
blootstellingsroute bij de mens.

Orale studies

Indien de teststof in het maag-darmkanaal wordt geresorbeerd en de blootstelling van de mens onder meer langs de
orale weg geschiedr, verdient orale toediening de voorkeur, tenzij er contra-indicaties zijn. De dieren moeten de
teststof toegediend krijgen in hun voedsel, opgelost in het drinkwater of in capsules.

In het ideale geval dient de dosis zeven dagen per week dagelijks te worden toegediend, omdat bij dosering
gedurende vijf dagen per week hec dier zich in de tijd dat geen dosis wordt toegediend eventueel herstelt of de
toxiciteitsverschijnselen verdwijnen, waardoor de resultaten en de evaluatie daarvan kunnen worden beinvioed.
Voornamelijk uit praktische overwegingen echter wordt dosering gedurende vijf dagen per week aanvaardbaar
geacht.

Dermale studies

Dermale blootstelling door het aanbrengen van de teststof op de huid kan worden gekozen om een belangrijke
blootstellingsweg bij de mens te simuleren en als model voor de inductie van huidletsels.

Inhalatiestudies

Aangezien bij inhalatiestudies de technische problemen ingewikkelder zijn dan bij andere toedieningswegen het
geval is, volgen hieronder meer gedetailleerde aanwijzingen met betrekking op deze wijze van toediening. In
specificke omstandigheden is intratracheale instillatie wellicht een deugdelijk alternatief.

Bij chronische blootstellingen baseert men zich gewoonlijk op de verwachte prakrijksituatie in de industrie, in welk
geval de dieren vijf dagen per week gedurende zes uur na het bereiken van de juiste concentratie in de
blootstellingskamer worden blootgesteld (onderbroken blootstelling), of op een mogelijke blootstelling in het
milieu, in welk geval de dieren zeven dagen per week gedurende 22 tot 24 uur per dag worden blootgesteld
(continue blootstelling), met ongeveer een uur voor het voederen van de dieren (iedere dag op dezelfde tijd) en het
schoonmaken van de kamer. In beide gevallen worden de dieren doorgaans blootgesteld aan een vaste concentratie
van teststoffen. Een belangrijk verschil tussen onderbroken en continue blootstelling is dat er bij de eerste een
periode van zeventien tot achttien uur is waarin de dieren zich van de effecten van elke dagelijkse blootstelling
kunnen herstellen; gedurende de weekeinden is deze herstelperiode nog langer.

De keuze tussen onderbroken of continue blootstelling hangt af van de docleinden van het onderzoek en van de na
te bootsen omstandigheden bij de mens. Bepaalde technische moeilijkheden verdienen echter de aandacht. Zo
kunnen bij voorbeeld de voordelen van continue blootstelling voor het nabootsen van de milieucondities wegvallen
in verband met de noodzaak de dieren tijdens de blootstelling te eten en te drinken te geven, en de behoefte 2aan meer
gecompliceerde en betrouwbare aérosol- en gasgeneratietechnicken en meettechnieken.

Blootstellingskamers

De dieren worden aan de teststoffen blootgesteld in inhalatiekamers die zodanig gebouwd moeten zijn dat kan
worden gezorgd voor een dynamische tuchtdoorstroming van ten minste rwaalf luchtverversingen per uur, een
toereikend zuurstofgehalte en een gelijkmatige verdeling van de teststof in de atmosfeer. De controle- en
blootstellingskamers moeten qua structuur identick zijn, zodar, behalve waar het de blootstelling aan de teststoffen
betreft, in alle opzichten vergelijkbare blootstellingsomstandigheden gewaarborgd zijn. Binnen de kamer wordt



over het algemeen een geringe onderdruk gehandhaafd om te voorkomen dat de teststof naar buiten lekt. De
blootstellingskamers moeten zodanig zijn ontworpen dat de dieren elkaar zo min mogelijk verdringen. Als
algemene regel voor het verzeKeren van een stabiele atmosfeer in de blootstellingskamer geldt dat het totale volume
van de proefdieren niet meer mag bedragen dan 5% van het volume van de kamer.

De volgende parameters moeten worden gemeten of gecontroleerd:

i) Luchtdoorstroming: het aantal luchtverversingen per uur in de kamer dient bij voorkeur continu te worden
gemeten.

ii) Tijdens de dagelijkse blootstelling mag de concentratie met niet meer dan + 15% van het gemiddelde
afwijken. Tijdens de gehele duur van de studie moeten de dagelijkse concentraties zo constant mogelijk worden
gehouden.

iii) Temperatuur en vochtigheid: voor knaagdieren dient de temperatuur op 22 °C (£ 2 °C)en de vochtigheid in
de kamer op 30 tot 70% te worden gehouden, behalve wanneer water wordt gebruikt om de teststof in de
atmosfeer van de blootstellingskamer te verstuiven, Beide waarden dienen bij voorkeur continu te worden
gemeten.

z

Metingen van de deeltjesgrootte: wanneer de armosfeer vloeibare of vaste aérosolen bevat, dient de verdeling
van de decltjesgrootte te worden bepaald. De aérosoldeeltjes dienen een zodanige afmeting te hebben dat zij
voor de gebruikte proefdieren in te ademen zijn, Monsters van de atmosfeer in de kamer dienen te worden
genomen op ademhalingshoogte van de dieren. Het luchmmonster dient representatief te zijn voor de verdeling
van de deeltjes waaraan de dieren zijn blootgesteld en dient, op gravimetrische basis, alle aérosoldeeltjes te
bevatten, zelfs wanneer een groot gedeelte daarvan niet in te ademen is. Gedurende de werking van de
apparatuur voor het verstuiven van deeltjes moeten regelmatig analyses worden uitgevoerd van de
deeltjesgrootte, ten einde de stabiliteit van de aérosol na te gaan, en daarna tijdens de blootstelling zo vaak als
nodig is om de stabiliteit van de verdeling van de deeltjesgrootte waaraan de dieren zijn blootgesteld te
bepalen.

Duur van het onderzoek

Een carcinogeniteitstest beslaat het grootste deel van de normale levensduur van de proefdieren. Bij muizen en
hamsters dient het onderzoek na achttien maanden te worden beéindigd, bij ratten na 24 maanden; voor bepaalde
dierstammen met een langere levensduur en/of een laag percentage spontane tumoren dient de studie te worden
beéindigd na 24 maanden bij muizen en hamsters en na 30 maanden bij ratten. Een dergelijk uitgebreid onderzoek
kan echter worden beéindigd wanneer het aantal overlevende dieren in de groep mer de laagste dosis of in de
controlegroep 25 % bedraagt. Indien blijkt dat de geslachten duidelijk verschillend reageren, dienen de geslachten
afzonderlijk te worden beschouwd. Als alleen dieren in de groep met de hoogste dosis vroegtijdig sterven en dit
duidelijk aan toxiciteit te wijten is, betekent dit niet dac het onderzoek moet worden beéindigd, mits de toxische
verschijnselen bij de andere groepen geen problemen veroorzaken. Wil een negatief testresultaat aanvaardbaar
zijn, dan mag niet meer dan 10% van een groep voor het experiment verloren gaan als gevolg van autolyse,
kannibalisme of huisvestingsproblemen, en moet het percentage overlevende dieren in alle groepen na achttien
maanden voor muizen en hamsters en na 24 maanden voor ratten ten minste 50 % bedragen.

Uitvoering
Waarnemingen

De dieren moeten dagelijks in de kooien worden geobscrveerd. Daarbij moet aandacht worden besteed aan
veranderingen in huid en vacht, ogen en slijmvliezen, alsmede ademhaling, bloedsomloop, het autonome en
centrale zenuwstelsel, somatomotorische activiteit en gedrag.

De dieren moeten regelmatig worden geobserveerd om te voorkomen dat zij voor de studie verloren gaan als gevolg
van oorzaken als kannibalisme, autolyse van weefsels of het op verkeerde wijze in de kooien stoppen. Indien
stervende dieren worden aangetroffen, moeten zij worden verwijderd; op hen wordt necropsie verricht.

Voor alle dieren dienen de klinische tekenen en sterfte te worden vastgelegd. Bijzondere aandacht moet worden
besteed aan zich ontwikkelende tumoren; van elke met het blote oog zichtbare of voelbare tumor moeten het
tijdstip waarop deze voor het eerst is opgetreden, de plaats, de afmetingen, het uiterlijk en het verloop worden
opgetekend.

Gedurende de eerste dertien weken van het onderzoek dient het verbruik van voer (en water wanneer de teststof in
het drinkwater wordt toegediend) wekelijks te worden gemeten; daarna ongeveer om de drie maanden, tenzij
wijzigingen in de gezondheidstoestand of het lichaamsgewicht van het dier anders voorschrijven.

Gedurende de eerste dertien weken van het onderzoek dient het lichaamsgewicht voor elk dier afzonderlijk eens per
week te worden vastgelegd; daarna ten minste om de vier weken.
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Klinisch onderzoek
Hematologie

Als op grond van de observatie van de dieren in de kooien wordt vermoed dat de gezondheidstoestand van de dieren
tijdens het onderzoek achteruit gaat, dient bij de betrokken dieren een differentiéle telling van bloedcellen te
worden uitgevoerd.

Na twaalf maanden, achttien maanden en voordat de dieren worden gedood, moet voor alle dieren een
bloeduirstrijk worden gemaake. Er wordt een differentiéle telling van bloedcellen verricht op monsters afkomsting
van de dieren in de groep met de hoogste dosis en de controlegroepen. Als het op grond van deze gegevens, met
name die welke zijn verkregen v66r het doden van de dieren, of de gegevens van het pathologisch onderzoek nodig
mocht blijken, moeten ook differentiéle tellingen van bloedcellen worden verricht voor de eerstvolgende lagere
dosisgroep{en}.

Macroscopische necropsie

Op alle dieren, ook die welke tijdens het onderzoek stierven of werden gedood toen zij stervende waren, dient een
volledige macroscopische necropsie te worden verricht. Alle met het blote oog zichtbare tumoren of letsels waarvan
wordt aangenomen dat het tumoren zijn, dienen te worden bewaard.

De volgende organen en weefsels dienen in een geschikt medium voor eventueel later histopathologisch onderzoek
te worden bewaard: alle met het blote oog zichtbare letsels, hersenen (met inbegrip van delen van medulla/pons,
cortex cerebelli en cortex cerebri), hypofyse, schildklier/bijschildklieren, thymusweefsel, luchtpijp en longen,
hart, aorta, speekselklieren, lever, milt, nieren, bijnieren, alvleesklier, geslachtsklieren, uterus, secundaire
geslachtsorganen, huid, slokdarm, maag, duodenum, jejunum, ileumn, blinde darm, colon, rectum, urineblaas,
representatieve lymfklieren, vrouwelijke barstklier, dijbeenspieren, perifere zenuwen, borstbeen met beenmerg,
dijbeen (met inbegrip van gewrichtsvlak), ruggemerg op drie plaatsen {cervicaal, mediothoracaal en lumbaal) en
ogen.

Vullen van de longen en urineblaas met een fixatief is de beste manier om deze weefsels te bewaren. Bij
inhalatiestudies is het vullen van de longen een eerste vereiste voor een goed histopathologisch onderzock. Bij
inhalatiestudies dient de gehele tractus respiratorius te worden bewaard, inclusief neusholte, pharynx en
larynx.

Histopathologie

a) Erdienteen volled{g histopathologisch onderzoek te worden verricht op de organen en weefsels van alle dieren
die sterven of tijdens het onderzoek worden gedood en alle dieren in de controlegroep en de groep met de hoge
doss.

b) Verder dienen alle met het blote oog sichtbare tumoren of letsels waarvan wordt vermoed dat het tumoren zijn,
bij alle groepen histopathologisch te worden onderzocht.

¢) Indien er een aanzienlijk verschil bestaat in de incidentie van neoplastische letsels tussen de groep met de
hoogste dosis en de controlegroep, dient een histopathologisch onderzoek te worden uitgevoerd op het bewuste
orgaan of weefsel bij de andere dosisgroepen.

d) Als her aantal overlevende dieren in de grocp met de hoogste dosis aanmerkelijk kleiner is dan in de
controlegroep, moet de eerstvolgende lagere dosisgroep volledig worden onderzocht.

¢) Indien bij de hoogste dosisgroep blijkt dat er toxische of andere effecten geinduceerd werden die van invloed
zouden kunnen zijn op de neoplastische respons, dient de ecrstvolgende lagere dosisgroep volledig te worden
onderzocht.

GEGEVENS

De volgende gegevens moeten voor iedere proefgroep in tabellen worden samengevat: het aantal dieren bij het
begin van het onderzoek, het aantal dieren waarbij tijdens het onderzoek tumoren zijn ontdekt, het tijdstip waarop
deze zijn ontdekt, en het aantal dieren dat, na te zijn gedood, tumoren blijkt te hebben. De resultaten moeten met
behulp van een voor dit doel geschikte statistische methode worden geévalueerd. ledere erkende statistische
methode kan hiervoor worden gebruike.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefnemingen

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:

— diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voer, enzovoort;
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— proefomstandigheden:

Beschrijving van de blootstellingsapparatuur:

Met inbegrip van ontwerp, type, afmetingen, luchtbron, systeem voor het bereiden van stof- en vloeistof-
aérosolen, methode voor het conditioneren van de lucht, behandeling van de afgewerkte lucht en wijze waarop
de dieren tijdens de proeven in een blootstellingskamer zijn ondergebracht als deze wordt gebruikt. Er moet een
beschrijving worden gegeven van de apparatuur voor het meten van de temperatuur, de vochtigheid en, in
voorkomend geval, de stabiliteit van de concentratie en de decltjesgrootte van de aérosolen.

Gegevens betreffende de blootstelling:

Deze moeten in tabelvorm worden gerangschikt en worden voorzien van gemiddelde waarden en een maat voor
de variabiliteit (bij voorbeeld standaarddeviatie). Ze dienen te omvatten:

a) het aantal luchtverversingen per uur in de inhalatieapparatuur;
b) temperatuur en vochtigheid van de lucht;

¢) nominale concentraties (de totale hoeveelheid teststof die de inhalatieapparatuur wordt binnengeleid,
gedeeld door het luchtvolume);

d) aard van het eventuele medium;
¢) feitelijke concentraties van de teststof in het ademhalingsgebicd van de dieren;

f) mediaan van de deeltjesgrootte (in voorkomend geval);
— dosisniveaus (met het eventuele medium) en concentraties;
— gegevens over de tumorincidentie naar geslacht, dosis en type tumor;

— tijdstip gedurende het onderzoek waarop de dood intreedt of aangeven of dieren tot het eind van de proef in
leven bleven;

— gegevens over de toxische reactie naar geslacht en dosis;

— beschrijving van toxische of andere effecten;

— tijdstip waarop een abnormaal verschijnsel werd waargenomen en verloop hiervan;

— gegevens over voedsel en lichaamsgewicht;

— resultaten van hematologisch onderzoek;

— bevindingen van de necropsie;

— gedetailleerde beschrijving van alle histopathologische bevindingen;

— statistische verwerking van de resultaten met een beschrijving van de gebruikte methoden;
— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatie en interpretati¢

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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Zie Algemene inleiding — Deel B.
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GECOMBINEERDE CHRONISCHE TOXICITEIT/CARCINOGENITEITSTEST
METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definities

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzockmethode

Doel van een gecombineerd onderzoek naar de chronische toxiciteit en carcinogeniteit is, na langdurige en
herhaalde blootstelling de chronische en carcinogene effecten van een stof bij een zoogdiersoort te bepalen.

Hiertoe worden de voor het carcinogeniteitsonderzoek gebruikte groepen aangevuld met ten minste cen te
behandelen satellietgroep en een controlesatellietgroep. De voor de satellietgroep met de hoogste dosis gebruikte
dosis mag hoger zijn dan die welke voor de hoge dosisgroep in het carcinogeniteitsonderzoek wordt gebruikt. De
dieren in het carcinogeniteitsonderzoek worden op algemene toxiciteit en carcinogene reactie onderzocht. De
dieren in de behandelde satellietgroep worden onderzocht op algemene toxiciteit.

De teststof wordt normaal gesproken gedurende zeven dagen per week langs een geschikte toedieningsweg aan
verscheidene groepen proefdieren gedurende het grootste deel van hun levensduur toegediend. Er wordt een dosis
per groep gebruike. Tijdens en na blootstelling aan de teststof worden de proefdieren dagelijks op tekenen van
toxiciteit en zich ontwikkelende tumoren onderzoche.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzockmethode

Voor het onderzoek worden de dieren gedurende ten minste vijf dagen onder dezelfde huisvestings- en
voedingsomstandigheden gehouden als tijdens de proef. Voor het onderzock worden gezonde, jonge dicren’ op
willekeurige wijze in te behandelen en controlegroepen ingedeeld.

Proefdieren

Er wordt de voorkeur gegeven aan ratten. Op grond van de resultaten van ecrder uitgevoerd onderzock mogen ook
andere diersoorten (knaagdieren of niet-knaagdieren) worden gebruikt. Er dient gebruik te worden gemaakt van
stammen van jonge, gezonde dieren die gewoonlijk in laboratoria worden gebruikt en met de dosering dient zo
spoedig mogelijk na het verspenen te worden begonnen.

‘

Bij het begin van het onderzoek mag het gewicht van de dieren niet meer dan + 20 % van her gemiddelde gewiche
afwijken. Indien een studie naar de subchronische toxiciteit is uitgevoerd ter voorbereiding op een chronisch
toxiciteitsonderzoek, dienen in beide studies dezelfde soort en stam te worden gebruikt.

Aantal en geslacht

Er dient gebruik te worden gemaakt van beide geslachten. Voor ieder dosisniveau en de parallelle controlegroep
moeten ten minste 100 dieren (50 wijfjes en 50 mannetjes) worden gebruikt. De wijfijes moeten nulliparae zijn en
mogen niet drachtig zijn. Indien het de bedoeling is tussentijds dicren te doden, moet het aantal worden verhoogd
met het aantal dieren dat volgens plan voor de voltooiing van de studie zal worden gedood.

De behandelde satellietgroep(en) voor de evaluatie van pathologische verschijnselen (behalve tumoren), moet(en)
20 dieren van elk geslacht omvatten, terwijl de satellietcontrolegroep tien dieren van elk geslacht dient te
omvatten.



Dosisniveaus en frequentie van blootstelling

Voor carcinogeniteitstesten dienen, naast de parallelle controlegroep, ten minste drie dosisniveaus te worden
gebruikt. Het hoogste dosisniveau moet leiden tot tekenen van minimale toxiciteit, zoals een lichte achteruitgang
van de gewichtstoename (minder dan 10 %), zonder dat daardoor de normale levensduur van het dier als gevolg
van andere effecten dan tumoren aanzienlijk wordt bekort.

Bij de laagste dosis mogen de normale groei, ontwikkeling en levensduur van het dier niet worden verstoord en
mogen geen tekenen van toxiciteit optreden. In het algemeen dient deze dosis niet lager te zijn dan 10 % van de
hoogste dosis.

De tussenliggende doses moeten worden gekozen in een gebied halverwege tussen de hoge en de lage dosis.

Bij de keuze van de dosisniveaus dient rekening te worden gehouden met de gegevens uit eerder uitgevoerd
toxiciteitsonderzoek,

Voor het onderzoek naar de chronische toxiciteit worden nog andere behandelde groepen en een controlesatel-
lietgroep bij het onderzoek betrokken. De hoge dosis voor de dieren in de behandelde satellietgroep dient zo te
worden gekozen dat er duidelijke tekenen van toxiciteit optreden.

De frequentie van de blootstelling is normaliter dagelijks. Indien de teststof in het drinkwater wordt toegediend of
met het voer wordt gemengd, dient dit steeds beschikbaar te zijn.

Controlegroepen

Er dient gebruik te worden gemaakt van een parallelle controlegroep die, afgezien van de blootstelling aan de
teststof, in elk opzicht identiek is aan de behandelde groepen.

In speciale omstandigheden, zoals bij inhalatiestudies met aérosolen of het gebruik van een emulgator met
onbekende biologische activiteit via de orale weg, dient ook een aanvullende controlegroep te worden gebruikt die
niet aan het medium wordt blootgesteld.

Toedieningsweg

De drie belangrijkste toedieningswegen zijn de orale, de dermale en de¢ inhalatieweg. De keuze van de
toedieningsweg hangt af van de fysische en chemische eigenschappen van de teststof en de meest waarschijnlijke
blootstellingsroute bij de mens.

Orale studies

Indien de teststof in het maag-darmkanaal wordt geresorbeerd en de blootstelling van de mens onder meer langs de
orale weg geschiedt, verdient orale toediening de voorkeur, tenzij er contra-indicaties zijn. De dieren moeten de
teststof toegediend krijgen in hun voedsel, opgelost in het drinkwater of via capsules. In het ideale geval dient de
dosis zeven dagen per weck dagelijks te worden toegediend, omdat bij dosering gedurende vijf dagen per week het
dier zich in de tijd dat geen dosis wordt toegediend, eventueel herstelt of de toxiciteitsverschijnselen verdwijnen,
waardoor de resultaten en de evaluatie daarvan kunnen worden beinvioed. Voornamelijk uit praktische
overwegingen echter wordt dosering gedurende vijf dagen per week aanvaardbaar geacht.

Dermale studies

Dermale blootstelling door het aanbrengen van de teststof op de huid kan worden gekozen om een belangrijke
blootstellingsroute bij de mens na te bootsen en als model voor de inductie van huidletsels. '

Inhalatiestudies

Aangezien bij inhalatiestudies de technische problemen ingewikkelder zijn dan bij andere toedieningswegen het
geval is, volgen hieronder meer gedetailleerde aanwijzingen met betrekking tot deze wijze van toediening.
Intratracheale instillatie is in specifieke omstandigheden wellicht een deugdelijk alternatief.

Bij chronische blootstellingen baseert men zich gewoonlijk op de verwachte praktijkomstandigheden in de
industrie, in welk geval de dieren vijf dagen per week gedurende zes uur na het bereiken van de juiste concentratie in
de blootstellingskamer worden blootgesteld {onderbroken blootstelling), of op een mogelijke expositie in het
milieu, in welk geval de dieren zeven dagen per week gedurende 22 tot 24 uur per dag worden blootgesteld
(continue blootstelling), met ongeveer een uur voor het voederen van de dieren (iedere dag op dezelfde tijd) en het
schoonmaken van de kamers. In beide gevallen worden de dieren doorgaans blootgesteld aan een vaste
concentratie van teststoffen. Een belangrijk verschil tussen onderbroken en continue blootstelling is dat er bij de
eerste een periode van zeventien tot achttien uur is, waarin de dieren zich van de effecten van elke dagelijkse
expositie kunnen herstellen; gedurende de weekeinden is deze herstelperiode nog langer.



De keuze tussen onderbroken of continue blootstelling hangt af van de doeleinden van het onderzock en van de na
te bootsen blootstellingsomstandigheden bij de mens. Bepaalde technische moeilijkheden verdienen echter de
aandacht. Zo kunnen bij voorbeeld de voordelen van continue blootstelling bij het nabootsen van de
milieucondities wegvallen in verband met de noodzaak de dieren tijdens de blootstelling te eten en te drinken te
geven, en de behoefte aan meer gecompliceerde en betrouwbare aérosol- en gasgeneratietechnieken en
meettechnieken.

Blootstellingskamers

De dieren worden aan de teststoffen blootgesteld in inhalatiekamers die zodanig gebouwd moeten zijn dat kan
worden gezorgd voor een dynamische luchtdoorstroming van ten minste twaalf luchtverversingen per uur, een
toereikend zuurstofgehalte en een gelijkmatige verdeling van de teststof in de atmosfeer. De controle- en
blootstellingskamers moeten qua structuur identiek zijn, zodat, behalve waar het de blootstelling aan de teststoffen
betreft, in alle opzichten vergelijkbare blootstellingsomstandigheden gewaarborgd zijn. Binnen in de kamer wordt
over het algemeen een geringe onderdruk gehandhaafd om te voorkomen dat de teststof naar buiten lekt. De
kamers dienen zodanig tc zijn ontworpen dat de dieren elkaar zo min mogelijk verdringen. Als algemene regel voor
het verzekeren van een stabiele atmosfeer in de blootstellingskamer geldt dat het totale volume van de proefdieren
niet meer mag bedragen dan 5% van het volume van de kamer.

De volgende parameters moeten worden gemeten of gecontroleerd:

i) Luchtdoorstroming: het aantal luchtverversingen per uur in de kamer dient bij voorkeur continu te worden
gemeten.

ii) Tijdens de dagelijkse blootstelling mag de concentratie met niet meer dan = 15% van het gemiddelde
afwijken. Tijdens de gehele duur van de studie moeten de dagelijkse concentraties zo constant mogelijk worden
gehouden.

iii) Temperatuur en vochtigheid: voor knaagdieren dient de temperatuur op 22 °C (£ 2 °C)ende vochtigheid in
de kamer op 30 tot 70 % te worden gehouden, behalve wanneer water wordt gebruikt om de teststof in de
atmosfeer van de blootstellingskamer te verstuiven. Beide waarden dienen bij voorkeur continu te worden
gemeten.

Metingen van de deeltjesgrootte: wanneer de atmosfeer vloeibare of vaste aérosolen bevat, dient de verdeling
van de deeltjesgrootte te worden bepaald. De aérosoldeeltjes dienen een zodanige afmeting te hebben dat zij
voor de gebruikte proefdieren in te ademen zijn. Monsters van de atmosfeer dienen te worden genomen op
ademhalingshoogte van de dieren. Het luchtmonster dient representatief te zijn voor de verdeling van de
deeltjes waaraan de dieren zijn blootgesteld en dient, op gravimetrische basis, alle gesuspendeerde
aérosoldeeltjes te bevatten, zelfs wanneer een groot gedeelte van de aérosoldeeltjes niet in te ademen is.
Gedurende de werking van de apparatuur voor de verstuiving van deeltjes moeten regelmatig analyses worden
uitgevoerd van de deeltjesgrootte, ten einde de stabiliteit van de aérosol na te gaan, en daarna tijdens de
blootstelling zo vaak als nodig is om de stabiliteit van de verdeling van de deeltjesgrootte waaraan de dieren zijn
blootgesteld, te bepalen.

=

Duur van het onderzoek

Het gedeelte van het onderzoek dat betrekking heeft op de carcinogeniteit, beslaat het grootste deel van de normale
levensduur van de proefdieren. Het onderzoek dient te worden beéindigd na achttien maanden voor muizen en
hamsters en 24 maanden voor ratten; voor bepaalde dierstammen met een langere levensduur en/of een laag
percentage spontane tumoren dient de studie te worden beéindigd na 24 maanden voor muizen en hamsters en na
30 maanden voor ratten. Een dergelijk uvitgebreid onderzoek mag evenwel worden beéindigd wanneer het aantal
overlevende dieren in de groep met de laagste dosis of in de controlegroep 25 % bedraagt. Indien blijkt dat de
geslachten duidelijk verschillend reageren, dienen de geslachten afzonderlijk te worden beschouwd. Als alleen
dieren in de groep met de hoogste dosis voortijdig sterven en dit duidelijk aan toxiciteitte wijten is, betekent dit niet
dat de studie moet worden beéindigd, mits de toxische verschijnselen bij de andere groepen geen problemen
opleveren. Wil een negatief testresultaat aanvaardbaar zijn, dan mag niet meer dan 10 % van een groep voor het
experiment verloren gaan als gevolg van autolyse, kannibalisme of huisvestingsproblemen, en moct het percentage
overlevende dieren in alle groepen na achttien maanden voor muizen en hamsters en na 24 maanden voor ratten ten
minste 50 % bedragen.

De satellietgroepen van 20 behandelde dieren per geslacht en de tien controledieren per geslacht die worden
gebruikt voor de chronische toxiciteitstests, dienen ten minste twaalf maanden te worden onderzocht. Deze dieren
dienen te worden gedood met het oog op een beoordeling van de door de teststof veroorzaakte pathologie, waarbij
geriatrische veranderingen geen rol mogen spelen.

Uitvoering
Waarnemingen

De dieren moeten dagelijks in hun kooien worden geobserveerd. Daarbij dient aandacht te worden geschonken aan
veranderingen in huid en vacht, ogen en slijmvliezen, alsmede ademhaling, bloedsomloop, het autonome en
centrale zenuwstelsel, somatomotorische activiteit en gedrag.



Op gezette tijden dienen de dieren in de behandelde satellietgroep(en) klinisch te worden onderzocht.

De dieren moeten regelmatig worden geobserveerd om te voorkomen dat zij voor het onderzoek verloren gaan als
gevolg van oorzaken als kannibalisme, autolyse van weefsels of het op verkeerde wijze in kooien stoppen. Indien
stervende dieren worden aangetroffen, dienen deze te worden verwijderd; op hen wordt necropsie verricht.

Voor alle dieren moeten de klinische tekenen, inclusief neurologische en oculaire veranderingen, alsmede de sterfte
worden vastgelegd. Bijzondere aandacht moet worden besteed aan zich ontwikkelende tumoren; het tijdstip
waarop toxische verschijnselen voor het eerst optreden, en het verloop ervan dienen te worden opgetekend; van
elke met het blote oog zichtbare of voelbare tumor moeten het tijdstip waarop deze voor het eerst is opgetreden, de
plaats, de afmetingen, het uiterlijk en het verloop worden opgetekend.

Hert verbruik van voer (en water wanneer de teststof in het drinkwater wordt toegediend) dient gedurende de eerste
dertien weken van het onderzoek wekelijks te worden gemeten en vervolgens ongeveer om de drie maanden, tenzij
wijzigingen in de gezondheidstoestand of het lichaamsgewicht van het dier anders voorschrijven.

Gedurende de eerste dertien weken van het onderzoek dient het lichaamsgewicht voor elk dier afzonderlijk eens per
week te worden vastgelegd; daarna ten minste om de vier weken.

Kilinisch onderzoek
Hematologie

Een hematologisch onderzoek (bij voorbeeld hemoglobinegehalte, hematocriet, totaal aantal rode bloedlichaamp-
jes, totaal aantal witte bloedlichaampijes, bloedplaatjes of andere meringen van de stollingseigenschappen) dient te
worden verricht na drie maanden, zes maanden en vervolgens om de zes maanden en aan het eind van het
onderzoek op bloedmonsters van tien ratten per geslacht uit alle groepen. Indien mogelijk dienen deze monsters
telkens afkomstig te zijn van dezelfde ratten.

Indien op grond van de observatie van de dieren in de kooien wordt vermoed dat de gezondheidstoestand van de
dieren tijdens het onderzoek achteruitgaat, dient bij de betrokken dieren een differentiéle telling van bloedcellen te
worden uitgevoerd.

Een differentiéle telling van bloedcellen wordt uitgevoerd op monsters afkomstig van de dieren in de hoogste
dosisgroep en de controlegroep. Bij de daaropvolgende lagere groep(en) worden alleen differentiéle tellingen van
bloedcellen verricht als er tussen de hoogste groep en de controlegroepen een groot verschil bestaat of als daartoe
op grond van het pathologisch onderzoek een indicatie wordt gegeven.

Urineonderzoek

Er diencn unrinemonsters te worden genomen van tien ratten per geslacht uit alle groepen, indien mogelijk met
dezelfde tussenpozen als bij het bloedonderzock hierboven. In het geval van knaagdieren dienen bij de
afzonderlijke dicren of op een samengevoegd monster per geslacht per groep de volgende bepalingen te worden
verricht:

— uiterlijk: volume en dichtheid voor de afzonderlijke dieren;
— eiwit, glucose, ketonen, occult bloed (semi-kwantitatief);
en

— microscopie van sediment (semi-kwantitatief).

Klinische biochemie

Ongeveer om de zes maanden en aan het eind van het onderzoek worden bloedmonsters voor klinisch-bioche-
mische metingen genomen bij alle niet-knaagdieren en bij tien ratten per geslacht uit alle groepen, indien mogelijk
steeds bij dezelfde ratten. Bij niet-knaagdieren dient bovendien voor het onderzoek een monster te worden
genomen. Uit deze monsters wordt het plasma bereid waarop de volgende bepalingen worden verricht: .

-~ totaal eiwitgehalte;
— albuminegehalte;

— leverfunctictesten (zoals alkalische fosfataseactiviteit, glutamaatpyruvaattransaminase(!)activiteit en gluta-
maatoxaalacetaattransaminase(?)activiteit), gammaglutamyltranspeptidase, ornithinedecarboxylase;

— koolhydraatstofwisseling, zoals nuchter glucosegehalte van het bloed;
— nierfunctietesten zoals ureumstikstof in het bloed.

(1) Thans bekend als serumalanineaminotransferase.
(?) Thans bekend als serumaspartaataminotransferase.



3.1

Macroscopische necropsie

Op alle dieren, ook die welke tijdens het experiment stierven of gedood werden toen zij stervende waren, moet een
volledig macroscopisch onderzock worden verricht. Van alle dieren moet, voordat zij gedood worden, een
bloedmonster worden genomen voor differentiéle tellingen van bloedcellen. Alle met het blote oog zichtbare
tumoren of letsels waarvan wordt aangenomen dat het tumoren zijn, dienen te worden bewaard. Getracht moet
worden om de macroscopische waarnemingen te correleren aan de microscopische bevindingen.

Alle organen en weefsels dienen voor microscopisch onderzoek te worden bewaard. Gewoonlijk zijn dat de
organen en weefsels: hersenen () (medulla/pons, cortex cerebelli, cortex cerebri), hypofyse, schildklier (met
bijschildklieren), thymus, longen (met luchtpijp), hart, aorta, speekselklieren, lever (1), milt, nieren (%),
bijnieren ('), slokdarm, maag, duodenum, jejunum, ileumn, blinde darm, colon, rectum, uterus, urineblaas,
lymfklieren, alvleesklier, geslachtsklieren (1), secundaire geslachtsorganen, vrouwelijke borstklier, huid, spieren,
perifere zenuwen, ruggemerg (cervicaal, thoracaal, lumbaal), borstbeen met beenmerg, dijbeen (met gewricht)en -
ogen.

Vullen van de longen en urineblaas met een fixatief is de beste manier om deze weefsels te bewaren. Bij
inhalatiestudies is het vullen van de longen van wezenlijk belang voor een goed histopathologisch onderzoek. Bij
speciale studies zoals inhalatiestudies dient de gehele tractus respiratorius te worden onderzocht, met inbegrip van
neus, pharynx en larynx.

Indien nog ander klinisch onderzoek worde verricht, dient de daaruit verkregen informatie voor het microscopisch
onderzoek beschikbaar te zijn, omdac dit voor de patholoog belangrijke aanwijzingen kan bevatten.

Histopathologie

Voor het gedeelte van het onderzoek dat betrekking heeft op de chronische toxiciteit:

Alle bewaarde organen van alle dieren uit de satellietgroep met de hoge dosis en de controlegroep moeten uitvoerig
worden onderzocht. Als in de satellietgroep met de hoogste dosis sprake is van pathologische verschijnselen die
door de teststof worden veroorzaakt, moeten de aangetaste organen van alle andere dieren in alle andere
behandelde satellietgroepen en die uit de behandelde groepen in het gedeclte van het onderzoek dat op de
carcinogeniteit betrekking heeft, aan het cind van het onderzoek aan een volledig en uitvoerig histologisch
onderzoek worden onderworpen.

Voor het gedeelte van het onderzoek dat betrekking heeft op de carcinogeniteit:

a) Er dient een volledig histopathologisch onderzock te worden uitgevoerd op de organen en weefsels van alle
dieren die tijdens het onderzoek sterven of worden gedood, en alle dieren uit de controlegroepen en de groep
met de hoge dosis.

b) Bij alle groepen moeten alle, in enig orgaan voorkomende, met het blote oog zichtbare tumoren of letsels
waarvan wordt vermoed dat het tumoren zijn, worden onderzocht.

¢) Indien er tussen de hoge-dosisgroep en de controlegroepen cen aanzienlijk verschil bestaat in de incidentie van
neoplastische letsels, dient een histopathologisch onderzoek te worden verricht op het orgaan of weefsel in
kwestie bij de andere dosisgroepen.

d) Als het aantal overlevende dieren in de groep met de hoogste dosis aanmerkelijk kleiner is dan in de
controlegroep, moet de eerstvolgende lagere dosisgroep volledig worden onderzocht.

¢) Indien bij de hoogste dosisgroep blijkt dat er toxische of andere effecten geinduceerd worden die van invloed
zouden kunnen zijn op de neoplastische respons, dan dient de eerstvolgende lagere dosisgroep volledig te
worden onderzocht.

GEGEVENS

De volgende gegevens moeten voor iedere proefgroep in tabellen worden samengevat: het aantal dieren bij het
begin van het onderzoek, het aantal dieren waarbij tijdens het onderzoek tumoren of toxische effecten zijn ontdekt,
het tijdstip waarop deze zijn ontdekt, en het aantal dieren waarbij, nadat deze zijn gedood, tumoren zijn
aangetroffen. De resultaten moeten met behulp van een voor dit doel geschikte statistische methode worden
geévalueerd. ledere erkende statistische methode kan hiervoor worden gebruike.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefnemingen

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:

— diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voer, enzovoort;

(1) Deze organen, afkomstig van tien dieren per geslacht per groep voor knaagdieren, dienen te worden gewogen.



3.2.

— proefomstandigheden:

Beschrijving van de blootstellingsapparatuur:

Met inbegrip van ontwerp, type, afmetingen, luchtbron, systeem voor het bereiden van stof- en vloeistofaé-
rosolen, methode voor het conditioneren van de lucht, behandeling van de afgewerkte lucht en wijze waarop de
dieren tijdens de proeven in een blootstellingskamer zijn ondergebracht als deze wordt gebruikt. Er moet een
beschrijving worden gegeven van de apparatuur voor het meten van de temperatuur, de vochrigheid en, in
voorkomend geval, de stabiliteit van de concentratie en de deeltjesgrootte van de aérosolen.

Gegevens betreffende de blootstelling:

Deze moeten in tabelvorm worden gerangschikt en worden voorzien van gemiddelde waarden en een maat voor
de variabiliteit (bij voorbeeld standaarddeviatie). Ze dienen te omvatten:

a) het aantal luchtverversingen per uur in de inhalatieapparatuur;
b) temperatuur en vochtigheid van de luchg;

¢) nominale concentraties (de totale hoeveelheid teststof die de inhalatieapparatuur wordt binnengeleid,
gedeeld door het luchtvolume);

d) aard van het eventuele medium;
e) feitelijke concentraties van de teststof in het ademhalingsgebied van de dieren;

f) mediaan van de deeltjesgrootte (in voorkomend geval).
— dosisniveaus (met het eventuele medium) en concentraties;
— gegevens over de tumorincidentie naar geslacht, dosis en type tumor;

— tijdstip gedurende het onderzoek waarop de dood intreedt of aangeven of dieren tot het eind van de proef in
leven bleven (ook voor de satellietgroep);

— gegevens over de toxische reactie naar geslacht en dosis;

— beschrijving van toxische of andere effecten;

— tijdstip waarop een abnormaal verschijnsel werd waargenomen en verloop hiervan;

— oftalmologische bevindingen;

— gegevens over voedsel en lichaamsgewicht;

— resultaten van hematologisch onderzoek;

— resultaten van klinisch-biochemisch onderzoek (resultaten van het urineonderzoek inbegrepen);
— bevindingen van de necropsie;

— gedetailleerde beschrijving van alle histopathologische bevindingen;

— statistische verwerking van de resultaten met een beschrijving van de gebruikte methoden;
— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatie en interpretatic

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definities

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzockmethode

De teststof wordt in geleidelijk stijgende doseringen aan verscheidene groepen mannelijke en vrouwelijke dieren
toegediend. Aan de mannetjes dient de teststof gedurende de groei en gedurende ten minste één volledige
spermatogene cyclus (ongeveer 56 dagen bij de muis en 70 dagen bij de rat) toegediend te worden, ten einde
eventuele, door de teststof veroorzaakte nadelige effecten op de spermatogenesc aan het licht te brengen.

Aan de vrouwelijke ouderdieren (P-generatie) moet de teststof ten minste gedurende twee volledige oestruscycli
worden toegediend, ten einde eventuele door de teststof veroorzaakte nadelige effecten op de oestrus aan hetlicht te
brengen. Vervolgens laat men de dieren paren. Gedurende de paartijd wordt de teststof aan beide geslachten
toegediend; daarna alleen aan de wijfjes gedurende de dracht en de zoogtijd. Bij toediening van de teststof via
inhalatie zal de methode op een aantal punten moeten worden aangepast.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzoekmethode
Voorbereidingen

Voor het onderzoek worden gezonde, jonge dieren op willekeurige wijze in de te behandelen en controlegroepen
ingedeeld. Voor het onderzoek worden de dieren ten minste vijf dagen onder dezelfde huisvestings- en
voedingsomstandigheden gehouden als tijdens de proef. Aanbevolen wordt de teststof in het voedsel of drinkwater
toe te dienen. Ook andere toedieningswegen komen in aanmerking. De teststof moet bij alle dieren voor de gehele
duur van het experiment op dezelfde manier worden toegediend. Indien een medium of andere additieven worden
gebruikt om de dosering te vergemakkelijken, moet ervan bekend zijn dat zij geen toxische effecten
veroorzaken.

Toediening geschiedt gedurende zeven dagen per week.

Proefdieren

Selectie van de soort

Er wordt de voorkeur gegeven aan rateen of muizen. Stammen met een lage vruchtbaarheid dienen niet te worden
gebruikt. Er dient gebruik te worden gemaakt van gezonde dieren die nog niet eerder aan experimenten zijn
onderworpen. Van de proefdieren dienen soort, stam, geslacht, gewicht en/of leeftijd bekend te zijn.

Voor een juiste beoordeling van de vruchrbaarheid dienen zowel de mannetjes als de wiifjes te worden onderzocht.
Alle behandelde en controledieren dienen gespeend te zijn voordat met de dosering wordt begonnen.

Aantal en geslacht

Elke behandelde en controlegroep dient zoveel dieren te bevatten dater steeds ongeveer 20 drachtige wijfjes zijn die
op ongeveer hetzelfde tijdstip verwacht worden te werpen.

Dit om te komen tot voldoende drachten en nakomelingen om een zinvolle evaluatie te kunnen maken van de
mogelijke effecten van de stof op de yruchtbaarheid, de dracht en het gedrag van de moeder bij de dieren van de

oudergeneratie en het zogen; de groei en de ontwikkeling van de F,-generatie vanaf de conceptie tor aan de
spening.



yroetomstandigheden

Voer en water dienen ad.libitum te worden verstrekt, Vlak voor de partus moeten de drachtige wiifjes apart in
speciale hokken worden ondergebracht; eventueel kan nestmateriaal worden verstreke.

Dosisniveaus

_Er dienen ten minste drie dosisgroepen en een controlegroep te worden gebruikt. Indien bij de toediening van de

teststof van een medium gebruik wordt gemaakt, dient dit aan de controlegroep in het hoogste gebruikte volume

toegediend te worden. Indien een teststof leidt tot een verminderde voeropname of -absorptie, dan kan het
noodzakelijk zijn een parallelle controlegroep te gebruiken. In het ideale geval moet het hoogste dosisniveau bij de
ouderdieren leiden tot toxische verschijnselen, maar niet tot sterfte, tenzij zulks op grond van de fysisch-chemische
cigenschappen of de biologische effecten van de teststof onmogelijk is. In het ideale geval moeten de tussenliggende
doses leiden tot minimale toxische effecten die aan de teststof zijn toe te schrijven, en mag de lage dosis niet tot enige
waarneembare nadelige effecten bij de ouders of de nakomelingen leiden. Wanneer de teststof via een maagsonde
of in capsules wordt toegediend, moet de aan elk dier toegediende dosis gcbascerd zijn op het lichaamsgewicht van
het dier en wekelijks aan het gewijzigde lichaamsgewicht worden aangepast. Bij drachtige wiifies kan de dosis
desgewenst gebaseerd worden op het lichaamsgewicht op dag nul of dag zes van de drachr.

Hoogste te testen dosis

Indien stoffen met een lage toxiciteit bij een dosisniveau van ten minste 1 000 mg/kg het voortplantingsvermogen
op generlei wijze blijkt te zijn verstoord, zijn studies bij andere dosisniveaus wellicht niet noodzakelijk. Indien vit
een voorafgaand onderzoek bij het hoge dosisniveau waarbij duidelijke tekenen van toxiciteit bij het moederdier
voorkomen geen nadelige effecten op de vruchtbaarheid blijken, zijn studies bij andere dosisniveaus wellicht niet
noodzakelijk.

Uitvoering van het onderzoek
Tijdschema

Met de dagelijkse toediening van de teststof aan de mannelijke ouderdieren dient te worden begonnen wanneer
deze vijf a negen weken oud zijn, nadat zij zijn gespeend en gedurende ten minste vijf dagen aan de
proefomstandigheden zijn gewend. Bij ratten wordt de teststof gedurende tien weken v66r de paartijd toegediend
{bij muizen gedurende acht weken). De mannetjes kunnen hetzij aan het einde van de paartijd worden gedood en
onderzacht, hetzij op hun vocr met de teststof in leven worden gehouden voor de eventuele voortbrenging van een
tweede nest en dan enige tijd voor het eind van het onderzoek worden gedood en onderzocht. Bij vrouwelijke
ouderdieren dient met de dosering na ten minste vijf dagen van gewenning aan de procfomstandighcdcn te worden
begonnen en deze dient ten minste twee weken te hebben geduurd véor de paring plaatsvindt. De dagelijkse
toediening van de teststof aan de vrouwelijke ouderdieren dient te worden voortgezet gedurende de hele paringstijd
van drie weken, de dracht en tot aan het spenen van de nakomelingen van de eerste generatic. Er dient aandacht te
worden geschonken aan wijzigingen in het doseringsschema op grond van andere beschikbare informatie over de
teststof, zoals inductie van het teststofmetabolisme of bioaccumulatie.

Paring

Bij studies naar de repro‘duktictoxiciteit kan men hetzij één mannctje met &n wijfie (1:1) of één mannetje met twee
wijfjes (1:2) laten paren.

In het eerste geval (1:1) wordt één wijfje bij hetzelfde mannetje geplaatst rotdat het drachtig is of er drie weken zijn
verstreken. Elke ochtend worden de wijfjes onderzocht op de aanwezigheid van sperma of vaginale plugs. Dag nul
van de dracht is de dag waarop een vaginale plug of sperma wordt aangetroffen, waarbij rekening wordt gehouden
met de spermatogenese.

Bij de paartjes waarbij de paring mislukt, dient te worden nagegaan wat de oorzaak van deze kennelijke
onvruchtbaarheid is. Dit kan onder meer geschieden door de dieren nogmaals te laten paren, maar dan met vader-
of moederdicren van bewezen vruchtbaarheid, door microscopisch onderzock van de voortplantingsorganen en
onderzoek van de oestruscyclus of de spermatogenese.

Nestgrootte

De dieren waaraan gedurende het vruchtbaarheidsonderzoek de teststof wordt toegediend, worden in de

gelegenheid gesteld normaal te werpen en hun jongen tot de speentijd groot te brengen. De nestgrootte wordt
hierbij niet gcstandaardisecrd.

Als standaardisatic wel gebeurt, dan wordt voorgesteld als volgt tewerk te gaan. Tussen de cerste en de vierde dag
na de geboorte kan de grootte van elk nest worden aangepast door het teveel aan jongen, via selectie, uit het nestte
nemen om uiteindelijk vier mannetjes en vier wijfjes per nest over te houden.

Indien het aantal mannetjes of wijfjes niet voldoende is om er per nest vier van elk geslacht over te houden, kan
worden volstaan met een gedeeltelijke aanpassing (bij voorbeeld vijf mannetjes en drie wijfjes). Een en ander is niet
van toepassing op nesten met minder dan acht jongen.



3.1.

Waarnemingen

Gedurende de hele onderzoekperiode wordt elk dier ten minste cenmaal per dag geobserveerd. Met de teststof
samenhangende veranderingen in het gedrag, tekenen van een moeilijke of langdurige geboorte en alle tekenen van
toxiciteit, inclusief sterfte, dienen te worden vastgelegd. Gedurende de tijd die aan de paring voorafgaat en de
paartijd dient het verbruik van voer wekelijks te worden gemeten. Tijdens de dracht kan het verbruik van voer
eventueel dagelijks worden gemeten. Na het werpen en tijdens de zoogtijd dient het verbruik van voer (en van water
indien de tesestof met het drinkwater wordt toegediend) te worden gemeten op dezelfde dag als de nesten worden
gewogen. De mannelijke en vrouwelijke ouderdieren moeten worden gewogen op-de eerste dag dat zij de teststof
krijgen toegediend en daarna eenmaal per week. Deze waarnemingen moeten voor elk volwassen dier afzonderlijk
worden vastgelegd.

De drachttijd dient te worden berekend vanaf dag nul van de dracht. Elke worp dient zo spoedig mogelijk na de
geboorte te worden onderzocht, ten cinde het aantal en geslacht van de jongen vast te stellen, alsmede het aantal
dood- en levendgeboren jongen en de aanwezigheid van met het blote oog zichtbare afwijkingen.

Dode jongen en jongen dic op de vierde dag worden gedood, dienen te worden bewaard en op eventuele
afwijkingen te worden onderzocht. De levende jongen moeten worden geteld en de nesten moeten worden gewogen
op de ochtend na de geboorte, op de vierde en de zevende dag en vervolgens wekelijks tot het eind van het
onderzoek, wanneer de dieren afzonderlijk dienen te worden gewogen. De bij de moederdieren en nakomelingen
waargenomen lichamelijke of gedragsafwijkingen dienen te worden opgetekend.

Pathologie
Necropsie

Wanneer er ouderdieren tijdens het onderzoek worden gedood of sterven, dienen zij macroscopisch te worden
onderzocht op eventuele structurele afwijkingen of pathologische veranderingen, waarbij speciaal aandacht moet
worden geschonken aan de voortplantingsorganen. Dode of stervende jongen moeten op afwijkingen worden
onderzocht.

Histopathologie

Van alle ouderdicren moeten de eierstokken, uterus, cervix, vagina, testes, epididymides, zaadblaasjes, prostaat,
coagulans afscheidende klier, de hypofyse en aangetaste organen voor microscopisch onderzoek worden bewaard.
In het geval dat deze organen nog niet bij andere onderzoeken, waarbij herhaalde doseringen zijn toegediend, zijn
onderzocht, dienen zij microscopisch te worden onderzocht bij alle dieren uit de hoogste dosisgroep en de
controlegroep en de dieren die tijdens het onderzoek sterven.

De organen die bij deze dieren afwijkingen vertonen, dienen vervolgens bij alle andere ouderdieren te worden
onderzocht. In deze gevallen dienen alle weefsels die met het blote oog zichtbare pathologische veranderingen
vertonen, microscopisch te worden onderzocht, Zoals hierboven reeds werd gesuggereerd, kunnen de
voortplantingsorganen van dieren waarvan wordt vermoed dat zij onvruchtbaar zijn, aan een microscopisch
onderzoek worden onderworpen.

GEGEVENS

De volgende gegevens moeten voor iedere proefgroep in tabellen worden samengevat: het aantal dieren bij het
begin van het onderzoek, het aantal vruchtbare mannetjes, het aantal drachtige wijfjes, de aard van de
veranderingen en het percentage dieren dat elk type verandering vertoont.

Indien mogelijk, moeten alle numerieke resultaten met behulp van een voor dit doel geschikte statistische methode
worden geévalueerd. ledere algemeen crkende statistische methode kan hiervoor worden gebruikt.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefnemingen

In het verslag moeten, indien mogelijk, ook de volgende gegevens worden opgenormen:
— gebruikte diersoort/stam;

— gegevens over de toxische reactie naar geslacht en dosis, met inbegrip van vruchtbaarheid, dracht en
levensvatbaarheid;
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— tijdstip gedurende het onderzoek waarop de dood intreedt of aangeven of dieren tot de tijd waarop zij volgens
plan zouden worden gedood of tot het einde van de proef in leven bleven;

— tabel met het gewicht van elke worp, het gemiddelde gewicht van de jongen en het gewicht van elk jong
afzonderlijk aan het eind van het onderzoek;

— toxische of andere effecten op de reproduktie, het nageslacht, postnatale groei, enzovoort;
— dag waarop een abnormaal verschijnsel werd waargenomen en verloop hiervan;

— gegevens over het lichaamsgewicht van de ouderdieren;

— bevindingen van de necropsie;

— gedetailleerde beschrijving van eventuele microscopische bevindingen;

— statistische verwerking van de resultaten, waar dat van toepassing is;

— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatie en interpretatie

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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B.35  REPRODUKTIETOXICITEITSONDERZOEK OVER TWEE GENERATIES

METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Definities

Zie Algemene inleiding — Deel B.

Referentiestoffen

Geen,

Principe van de onderzoekmethode

De teststof wordt in geleidelijk stijgende doseringen aan verscheidene groepen mannelijke en vrouwelijke
proefdieren toegediend. Aan de mannelijke ouderdieren (P-generatie) dient de teststof te worden toegediend
gedurende de groei en gedurende ten minste één volledige spermatogene cyclus (ongeveer 56 dagen bij de muis en
70 dagen bij de rat), ten einde eventuele door de teststof veroorzaakre nadelige effecten op de spermatogenese aan
het licht te brengen. Aan de vrouwelijke ouderdieren (P-generatie) moet de teststof gedurende ten minste twee
volledige oestruscycli worden toegediend, ten einde eventuele door de teststof veroorzaakte nadelige effecten op de
oestrus aan het licht te brengen. Na het spenen van de F,-generatie words de toediening van de teststof bij deze
nakomelingen voortgezet en wel gedurende de groei tot aan hun volwassenheid, gedurende de paring en de
voortbrenging van een tweede generatie tot het tijdstip waarop de tweede generatie wordt gespeend. Bij toediening
van de teststof via inhalatie zal de methode op een aantal punten moeten worden aangepast.

Kwaliteitscriteria

Geen.

Beschrijving van de onderzoekmethode
Voorbereidingen

Voor het onderzoek worden gezonde dieren op willekeurige wijze in te behandelen en controlegroepen ingedeeld.
Voor het onderzoek worden de ouderdieren gedurende ten minste vijf dagen onder dezelfde huisvestings- en
voedingsomstandigheden gehouden als tijdens de proef. Aanbevolen wordr de teststof in het voedsel of drinkwater
toc te dienen, Ook andere toedieningswegen komen in aanmerking. De teststof moer bij alle dieren voor de gehele
duur van het experiment op dezelfde manier worden tocgediend. Indien een medium of andere additieven worden
gebruikt om de dosering te vergemakkelijken, moet ervan bekend zijn dat zij geen toxische effecten veroorzaken.
Toediening geschiedt gedurende zeven dagen per week.

Proefdieren: Selectie van de soort
Er wordt de voorkeur gegeven aan ratten of muizen.

Stammen met cen lage vruchtbaarheid dienen niet te worden gebruikt. Er dient gebruik te worden gemaakt van
gezonde ouderdieren die nog niet eerder aan experimenten zijn onderworpen. Van de proefdieren dienen soort,
stam, geslacht, gewicht en/of leeftijd bekend te zijn.

Voor een juiste beoordeling van de vruchtbaarheid dienen zowel de mannetjes als de wijfjes te worden onderzocht.
Alle behandelde en controledieren dienen gespeend te zijn voordat met de doseting wordt begonnen.

Aancal en geslacht

Elke behandelde en controlegroep dient zoveel dieren te bevatten dar er steeds ongeveer 20 drachtige wijfjes zijn
die op ongeveer-hetzelfde tijdstip verwacht worden: te werpen. Dit om te komen tot voldoende drachten en
nakomelingen om een zinvolle evaluatie te kunnen maken van de mogelijke effecten van de teststof op de



vruchtbaarheid, de dracht en het gedrag van de moeder, het zogen, de groei en de ontwikkeling van de F;-generatie
vanaf de conceptie tot aan de geslachtsrijpheid, alsmede de ontwikkeling van de tweede generatie tot aan het
spenen.

Proefomstandigheden

Voer en water dienen ad libitum te worden verstrekt. Vlak voor de partus moeten de drachtige wijfjes apart in
speciale kooien worden ondergebracht; eventueel kan nestmateriaal worden verstrekt.

Dosisniveaus

Er moeten ten minste drie dosisgroepen en een controlegroep worden gebruikt. Indien bij de toediening van de
teststof van een medium gebruik wordt gemaakt, dient dit aan de controlegroep in het hoogste gebruikte volume
toegediend te worden. Indien een teststof leidt tot een verminderde voeropname of -absorptie, kan het gebruik van
een parallelle controlegroep nodig zijn. In het ideale geval dient het hoogste dosisniveau bij de ouderdieren te leiden
tot toxische verschijnselen, maar niet tot sterfte, tenzij zulks op grond van de fysisch-chemische eigenschappen of
de biologische effecten van de teststof niet mogelijk is. In het ideale geval dienen de tussenliggende doses te leiden
tot minimale aan de teststof toe te schrijven effecten en dient de laagste dosis bij de ouderdieren of de nakomelingen
niet tot enige waarneembare nadelige effecten te leiden. Wanneer de teststof via een maagsonde of in capsules
wordt toegediend, moet de aan elk dier toegediende dosis gebaseerd zijn op het lichaamsgewicht van het dier en
wekelijks worden aangepast. Bij drachtige wijfjes kan de dosis desgewenst worden gebaseerd op het
lichaamsgewicht op dag nul of dag zes van de dracht,

Hoogste te testen dosis

Indien bij stoffen met een lage toxiciteir bij een dosisniveau van ten minste 1 000 mg/kg het voortplantingsver-

mogen op generlei wijze blijke te zijn verstoord, zijn studies bij andere dosisniveaus wellicht niet noodzakelijk.

voorkomen geen nadelige effecten op de vruchtbaarheid blijken, zijn studies bij andere dosisniveaus wellicht niet
noodzakelijk.

Ustvoering van bet onderzoek
Tijdschema

Met de dagelijkse toediening van de teststof aan de mannelijke ouderdieren dient te worden begonnen wanneer
deze vijf 4 negen weken oud zijn, nadat zij zijn gespeend en gedurende ten minste vijf dagen aan de
proefomstandigheden zijn gewend. Bij ratten wordt de teststof gedurende tien weken véér de paartijd toegediend
(bij muizen gedurende acht weken). De mannetjes kunnen aan het eind van de paartijd worden gedood en
onderzocht, of op hun voer met de teststof in leven worden gehouden voor de eventuele voortbrenging van een
tweede nest en dan enige tijd voor het eind van het onderzoek worden gedood en onderzocht.

Bij vrouwelijke ouderdieren dient met de dosering na ten minste vijf dagen van gewenning aan de proefomstan-
digheden te worden begonnen en deze dient ten minste twee weken te hebben geduurd vé6r de paring plaatsvindt.

over de teststof, zoals inductie van het teststofmetabolisme of bioaccumulatie,

De dosering bij de dieren van de eerste generatie begint nadat zij zijn gespeend en eindigt wanneer zi) worden
gedood.

Paring

Bij studies naar de reproduktietoxiciteit kan men hetzij één mannetje met één wijfje (1:1) of één mannetje met twee
wijfjes (1:2) laten paren.

In het cerste geval moet één wijfje bij hetzelfede mannetje worden geplaatst totdat het drachtig is of er 3 weken zijn
verstreken. Elke ochtend worden de wijfjes onderzocht op de aanwezigheid van sperma of vaginale plugs. Dag nul
van de dracht is de dag waarop een vaginale plug of sperma wordt waargenomen. Rekening houdend met de
spermatogenese dient men de nakomelingen van de cerste generatie pas te laten paren wanneer zij ten minste elf
weken (muizen) of dertien weken (ratten) oud zijn. Voor de paring van de nakomelingen van de eerste generatie
worden uit elk nest willekeurig een mannetje en een wijfje gekozen, die men dan kruist met een jong uit een ander
nest van dezelfde dosisgroep, ten cinde de tweede generatie te verkrijgen. Mannetjes en wijfjes van de eerste
generatie die niet voor de paring zijn gebruike, worden na het spenen gedood.



De paartjes waarbij de paring mislukt, dienen te worden onderzocht om de oorzaak van de kennelijke
onvruchtbaarheid te bepalen. Dit kan onder meer geschieden door de dieren nogmaals te laten paren, maar dan met
andere vader- of moederdieren van bewezen vruchtbaarheid, door microscopisch onderzoek van de voortplan-
tingsorganen en door onderzoek van de oestruscycli of de spermatogenese.

Nestgrootte

De dieren waaraan gedurende het vruchtbaarheidsonderzoek de teststof wordt toegediend, krijgen de gelegenheid
normaal te werpen en hun jongen tot de speentijd groot te brengen. De nestgrootte wordt hierbij niet
gestandaardiseerd.

Als standaardisatie wel gebeurt, dan wordt voorgesteld als volgt tewerk te gaan. Tussen de cerste en de vierde dag
na de geboorte kan de grootte van elk nest worden aangepast door het teveel aan jongen, via selectie, uit het nest te
nemen om waar mogelijk 4 mannetjes en 4 wijfjes per nest over te houden. Wanneer het aantal mannelijke of
vrouwelijke jongen niet toereikend is om er per nest vier van elk geslacht over te houden, kan worden volstaan met
gedeeltelijke aanpassing (bij voorbeeld vijf mannetjes en drie wijfjes). Een en ander is niet van toepassing op nesten
mer minder dan acht jongen. Aanpassing van de nesten van de tweede generatie geschiedr op dezelfde
manier.

Waarnemingen

Gedurende de hele onderzoekperiode wordt elk dier ten minste eenmaal per dag geobserveerd. Met de teststof
samenhangende veranderingen in het gedrag, tekenen van een mocilijke of langdurige geboorte en alle tekenen van
toxiciteit, met inbegrip van sterfte, dienen te worden vastgelegd. Gedurende de tijd die aan de paring voorafgaaten
de paartijd zelf dient het verbruik van voer wekelijks te worden gemeten. Tijdens de dracht kan het verbruik van
voer eventueel dagelijks worden gemeten. Na het werpen en tijdens de zoogtijd dient het verbruik van voer te
worden gemeten op dezelfde dag als de nesten worden gewogen. De ouderdieren (P en F,) dienen te worden
gewogen op de eerste dag dat zij de teststof krijgen toegediend en daarna eenmaal per week. Deze waarnemingen
dienen voor elk volwassen dier afzonderlijk te worden vastgelegd.

De drachttijd dient te worden berekend vanaf dag nul van de dracht. Elke worp dient zo spoedig mogelijk na de
geboorte te worden onderzocht ten einde het aantal en het geslacht van de jongen vast te stellen, alsmede het aantal
dood- en levendgeboren jongen en de aanwezigheid van met het blote oog zichtbare afwijkingen.

Dode jongen en jongen die op de vierde dag worden gedood, diencn te worden bewaard en op mogelijke
afwijkingen te worden onderzocht. De levende jongen moeten worden geteld en de nesten moeten worden gewogen
op de ochtend na de geboorte, op de vierde en de zevende dag en vervolgens wekelijks tot het eind van het
onderzoek, wanneer de dieren afzonderlijk dienen te worden gewogen. Bij de moederdieren of de nakomelingen
waargenomen lichamelijke of gedragsafwijkingen dienen te worden opgetekend. )

Pathologie
Necropsie

Alle ouderdieren (P) en de volwassen dieren van de eerste generatie (F, ) dienen te worden gedood wanneer zij voor
de bepaling van reproduktie-effecten niet langer nodig zijn. Nakomelingen van de eerste generatie die niet voor
paring zijn geselecteerd, en alle nakomelingen van de tweede generatie dienen te worden gedood wanneer zij
gespeend zijn.

Ale ouderdieren (P en F,) dienen, wanneer zij worden gedood of tijdens het onderzoek sterven, microscopisch te
worden onderzocht op eventuele structurele afwijkingen of pathologische veranderingen, waarbij ‘speciaal
aandacht moet worden geschonken aan de organen van het voortplantingssysteem. Dode of stervende jongen
dienen op afwijkingen te worden onderzocht.

Histopathologie

Van alle voor paring geselecteerde P- en Fj-dieren moeten de eierstokken, uterus, cervix, vagina, testes,
epididymides, zaadblaasjes, coagulans afscheidende klier, de prostaat, hypofyse en aangetaste organen worden
bewaard voor eventueel microscopisch onderzoek. In het geval dat deze organen nog niet bij andere onderzoeken
waarbij herhaalde doseringen zijn toegediend zijn onderzocht, dienen zij microscopische te worden onderzocht bij
alle ouderdicren en dieren van de eerste generatie die voor paring zijn geselecteerd (zowe] uit de hoogste dosisgroep
als vit de controlegroep), alsmede bij de dieren die tijdens het onderzoek sterven. De organen die bij deze dieren
afwijkingen vertonen, dienen bij dieren uit de andere dosisgroepen te worden onderzochs. In deze gevallen dienen
alle weefsels die met het blote oog zichtbare pathologische veranderingen vertonen, microscopisch te worden
onderzocht, Zoals hierboven reeds werd gesuggereerd, kunnen de voortplantingsorganen van dieren waarvan
wordt vermoed dar zij onvruchrbaar zijn, aan een microscopisch onderzoek worden onderworpen.



3.1.

3.2.

GEGEVENS

De volgende gegevens moeten voor iedere proefgroep in tabellen worden samengevat: het aantal dieren bij het
begin van het onderzoek, het aantal drachtige dieren, de aard van de veranderingen en het percentage dieren dat elk
type verandering vertoont.

Indien mogelijk, moeten de numerieke resultaten met behulp van een voor dit doel geschikte statistische methode
worden geévalueerd. ledere algemeen erkende-statistische methode kan hiervoor worden gebruikt.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefnemingen

In het verslag moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:

gebruikre diersoort/stam;

gegevens over de toxische reactie naar geslacht en dosis, met inbegrip van vruchtbaarheid, dracht en
levensvatbaarheid;

tijdstip gedurende het onderzoek waarop de dood intreedt of aangeven of dieren tot het einde van de proef in
leven bleven;

tabel met het gewicht van elke worp, het gemiddelde gewicht van de jongen en het gewicht van elk jong
afzonderlijk aan het eind van het onderzoek;

toxische of andere effecten op de reproduktie, het nageslacht, postnatale groei, enzovoort;
dag waarop een abnormaal verschijnsel werd waargenomen en verloop hiervan;

gegevens over het lichaamsgewicht van de ouderdieren en de dieren van de eerste generatie die voor paring zijn
geselecteerd;

bevindingen van de necropsie;
gedetailleerde beschrijving van eventuele microscopische bevindingen;
statistische verwerking van de resultaten, waar dat van toepassing is;
bespreking van de resultaten;

interpretatie van de resultaten.

Evaluatie en interpretatie

Zie algemene inleiding — Deel B.

LITERATUUR

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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B.36 TOXICOKINETIEK
METHODE

Inleiding

Zie Algemene inleiding — Decl B.

Definities

Zie Algemene inleiding — Decl B.

Referentiestoffen

Geen.

Principe van de onderzoekmethode

De teststof wordt langs een geschikte weg toegediend. Naar gelang van het doel van het anderzock kan de stof in
¢én enkele dosis of in, over een bepaalde periode herhaalde, doses aan een of meer groepen proefdieren worden
toegediend. Daarna worden de teststof en/of metabolieten, afhankelijk van het soort onderzoek, bepaald in
lichaamsvocht, weefsel en excreta.

Het onderzoek kan worden uitgevoerd met radioactief gemerkte of niet-gemerkte vormen van de teststof. Indien
radioactiviteit wordt gebruikt, moet de radioactieve isotoop zodanig in de molecule van de stof zijn ingebouwd dat
een maximum aantal gegevens over het metabolisme van de verbinding wordt verkregen.

Kwaliteitscriteria

Geen,

Beschrijving van de onderzoekmethode
Voorbereidingen

Voor het onderzoek worden gezonde, jonge, volwassen dieren gedurende ten minste vijf dagen aan de
laboratoriumomstandigheden gewend. Véor het onderzoek worden de dieren op willekeurige wijze in de te
behandelen groepen ingedeeld. In speciale omstandigheden kunnen zeer jonge, drachtige of van tevoren
behandelde dieren worden gebruikr.

Proefomstandigheden
Proefdieren

Toxicokinetisch onderzoek kan op een of meer geschikte diersoorten worden uirgevoerd waarbij rekening moet
worden gehouden met de soorten die zijn gebruikt of zullen worden gebruike bij ander toxicologisch onderzoek van
dezelfde teststof. Indien een knaagdier wordt gebruikt voor een test mag het gewicht niet meer dan + 20 % van het
gemiddelde gewicht afwijken.

Aantal en geslacht

Voor onderzoek naar de absorptie en de uitscheiding zijn ten minste vier dieren in elke dosisgroep vereist. Er hoeft
geen voorkeur te worden gegeven aan cen bepaald geslacht, maar in sommige omstandigheden kan het nodig zijn
beide geslachten te onderzoeken. Indien zich verschillen in reacties voordoen afhankelijk van het geslacht moeten
vier dieren van elk geslacht worden getest. In het geval van onderzock met niet-knaagdieren kan worden volstaan
met een kleiner aantal dieren.



Indien de weefseldistributie wordt onderzocht, moet voor de grootte van de groep bij de aanvang van het
onderzoek rekening worden gehouden met het aantal op elk tijdstip te doden dieren en het aantal te onderzoekén
tijdstippen.

Indien het metabolisme wordt onderzocht, wordt de grootte van de groep bepaald door hetgeen voor het
onderzoek nodig is.

Voor studies waarbij met meervoudige doseringen wordt gewerkt of waarbij op meerdere tijdstippen wordt
onderzocht, dient voor de grootte van de groep rekening te worden gehouden met het aantal tjdstippen en het
aantal te doden dieren, waarbij het aantal evenwel niet kleiner mag zijn dan twee. De groep moet voldoende groot
zijn om de opname, het plateau en de eliminatie (als dat van roepassing is) van de teststof en/of metabolieten op
aanvaardbare wijze te karakteriseren.

Dosisniveaus

Indien één enkele dosis wordt toegediend zijn ten minste twee dosisniveaus vereist. Er dient een lage dosis te
worden gebruikt waarbij geen toxische effecten worden waargenomen en een hoge dosis waarbij zich toxische
effecten of veranderingen in de toxicokinetische parameters voordoen.

Indien herhaalde dosering wordt toegepast, zal de lage dosis meestal volstaan, maar in bepaalde omstandigheden
kan eveneens een hoge dosis noodzakelijk zijn.

Toedieningsweg

Voor toxicokinetische studies moet dezelfde toedieningsweg worden gebruikt en waar dat van toepassing is
herzelfde medium als gebruikt wordt of zal worden gebruikt voor het andere toxiciteitsonderzoek. De teststof
wordt gewoonlijk oraal tocgediend met behulp van een maagsonde of in het voer, aangebracht op de huid of
gedurende bepaalde perioden aan groepen testdieren toegediend door inhalatie. Intravencuze toediening kan
nuttig zijn om de relatieve opname via de andere wegen te bepalen. Bovendien kan korr na de intraveneuze
toediening van een stof nuttige informatie worden verkregen over het distributiepatroon.

Er dient rekening te worden gehouden met mogelijke interferenties van het medium met de teststof. Ook dient
aandacht te worden gegeven aan verschillen in opname tussen de toediening van de teststof met behulp van een
maagsonde en in het voer en aan de noodzaak om de dosis nauwkeurig te bepalen, met name wanneer de teststof in
het voer wordt toegediend. -

Observatieperiode

Alle proefdieren moeten dagelijks worden geobserveerd. Tekenen van toxiciteit en andere relevante klinische
verschijnselen moeten samen met het tijdstip waarop deze voor het eerst zijn opgetreden, de mate en de duur ervan
worden genoteerd.

Ustvoering

Nadat de proefdieren zijn gewogen, wordt de teststof via een geschikte weg toegediend. Indien dat belangrijk
wordt geacht, kunnen de dicren voor het toedienen van de teststof worden gevast.

Absorptie

De opnamesnelheid en de opgenomen hoeveelheid van de toegediende stof kunnen aan de hand van verschillende
methoden worden beoordeeld, met en zonder referentiegroep (1), bij voorbeeld:

— bepaling van de hoeveelheid teststof en/ of metabolieten in excreta, zoals urine, gal, uitwerpselen, uitgeademde
lucht en in het karkas resterende stof;

— vergelijking van de biologische reactie (bij voorbeeld acute toxiciteitsstudies) tussen de proefgroep en controle-
en/of referentiegroepen;

— vergelijking van de hoeveelheid via de nieren uitgescheiden stof en/of metabolieten in testgroep en
referentiegroepen;

— bepaling van de oppervlakte onder de plasmaconcentratie/tijdcurve van de teststof en/of metabolieten en
vergelijking met gegevens van een referentiegroep.

(') In deze methode is een referentiegroep een grocp waarbij de teststof via een andere weg wordt tocgediend waarbij zeker is dat de dosis volledig
wordt geresorbeerd.



3.1.

Distributie

Momenteel zijn twee methoden beschikbaar. Een ervan of beide kunnen worden gebruikt voor de analyse van
distributiepatronen:

— met behulp van autoradiografie van het hele lichaam worden nuttige kwalitatieve gegevens verkregen,

— het doden van dieren op verschillende tijdstippen na de blootstelling en het bepalen van de concentratie en de
hoeveelheid teststof en/of metabolteten in wecfsels en organen leveren kwantitatieve gegevens.

Uitscheiding

Bij uitscheidingsstudies worden urine, uitwerpselen en uitgeademde lucht en, in bepaalde gevallen, gal verzameld.
De hoeveelheid teststof en/of metabolieten in deze excreta dient op diverse tijdstippen na blootstelling te worden
gemeten totdat circa 95 % van de toegediende dosis is uitgescheiden of gedurende zeven dagen, wat zich het eerst
voordoet.

In speciale gevallen kan her nodig zijn rekening te houden met de uitscheiding van de teststof in de melk van
zogende proefdieren.

Metabolisme

Ten einde de omvang en het patroon van het metabolisme van de teststof te bepalen, dienen de biologische
monsters met behulp van geschikte technicken te worden geanalyseerd. Indien vragen uit voorafgaand
toxicologisch onderzoek moeten worden opgelost, dient de moleculaire structuur van de metabolieten te worden
gekarakteriseerd en moeten geschikte metabolismewegen worden voorgesteld. Het kan nuttig zijn onderzoek in
vitro te verrichten om gegevens te verkrijgen over het metabolismepatroon.

Nadere gegevens over het verband tussen metabolisme en toxiciteit kunnen worden verkregen door biochemische
studies, zoals het bepalen van effecten op de enzymesystemen die het metabolisme veroorzaken, uitputting van
endogene niet-eiwit sulfhydrylverbindingen en de binding van de stof aan macromoleculen.

GEGEVENS

Naargelang van het soort onderzock dienen de gegevens in tabellen te worden samengevat en zoveel mogelijk te
worden ondersteund met grafische voorstellingen. Voor elke testgroep dienen, wanneer dat van toepassing is, de
gemiddelde en statistische variatie van metingen met betrekking tot tijd, dosering, weefsels en organen te worden
vermeld. De mate van absorptie, de hoeveelheid en de snelheid van uitscheiding moeten met geschikte methoden
worden bepaald. Wanneer onderzoek naar het metabolisme wordt verricht, dient de moleculaire structuur van de
geidentificeerde metabolieten te worden opgegeven en moeten eventuele metabolismewegen worden voorge-
steld.

VERSLAGGEVING

Verslag van de proefneming

Naar gelang van het soort onderzoek moeten, indien mogelijk, in het verslag de volgende gegevens worden
opgenomen:

— diersoort, stam, herkomst, leefomstandigheden, voer, enzovoort;
— kenmerken van de eventueel gebruikte gemerkte materialen;

— gebruikte dosisniveaus en intervallen;

— toedieningsweg{en) en eventueel gebruikt medium;

— waargenomen toxische en andere effecten;

— methoden voor het opsporen van de teststof en/ of metabolieten in biologische monsters, met inbegrip van de
uitgeademde lucht;

— rangschikking van metingen in tabelvorm naar geslacht, dosis, regime, tijdstip, weefsels en organen;



3.2.

— gegevens over de mate van opname en uitscheiding in de tijd;

— methoden voor de omschrijving en opsporing van metabolieten in biologische monsters;
— methoden voor biologische metingen met betrekking tot het metabolisme;

— voorgestelde wegen voor metabolisme;

— bespreking van de resultaten;

— interpretatie van de resultaten.

Evaluatie en interpretatie

Zie Algemene inleiding — Deel B.

LITERATUUR

Zie Algemene inleiding — Deel B.
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1.5.1.

DINGEN NA ACUTE BLOOTSTELLING

METHODE
Inleiding

Bij de bepaling en evaluatie van de toxische effecten van stoffen is het van belang rekening te
houden met het vermogen van sommige soorten stoffen om specificke typen neurotoxiciteit te
veroorzaken die niet met andere toxiciteitstesten kunnen worden aangetoond. Bij sommige orga-
nische fosforverbindingen is waargenomen dat vertraagde neurotoxiciteit optreedt; deze stoffen
moeten worden beschouwd als kandidaten voor evaluatie.

Door screening in vitro kan worden nagegaan welke stoffen vertraagde polyneuropathie kunnen
veroorzaken; negatieve uitkomsten vormen echter geen bewijs dat de teststof nict neurotoxisch is.

Zie ook de algemenc inleiding deel B.

Definities

Organische fosforverbindingen omvatten ongeladen organische esters, thioesters of anhydriden
van organische fosforzuren, organische fosforzuren of organische fosforamidezuren of van
verwante fosforthiozuren, fosforthiozuren of fosforthioamidezuren, of andere stoffen die de

vertraagde neurotoxiciteit kunnen veroorzaken die soms bij stoffen uit deze klasse wordt waarge-
nomen.

Vertraagde neurotoxiciteit is een syndroom dat gepaard gaat met het langdurig vertraagde begin
van ataxie, distale axonopathieén in het ruggemerg en perifere zenuwen en inhibitic ¢n veroude-
ring van NTE (neuropathy target esterase) in zenuwweefsel.

Referentiestoffen

Een referentiestof kan worden getest met een positieve controlegroep om aan te tonen dat de
respons van geteste diersoorten onder laboratoriumomstandigheden niet significant is veranderd.

Een voorbeeld van een vaak toegepaste neurotoxicum is tri-o-tolylfosfaat (CAS 78-30-8, EINECS
201-103-5, CAS-naam: fosforzuur, tris(2,methylfenyljester), ook bekend als tri-o-kresylfosfaat.

Principe van de testmethode

De teststof wordt oraal in één enkele dosis toegediend aan hennen die, zo nodig, beschermd zijn
tegen acute cholinerge effecten. De dieren worden gedurende 21 dagen geobserveerd op abnor-
maal gedrag, ataxie en verlammingsverschijnselen. Bij willckeurig geselecteerde hennen uit elke
groep worden, gewoonlijk 24 en 48 uur na de toediening, biochemische bepalingen verricht, met
name op inhibitic van NTE. Ecnentwintig dagen na de toediening worden de resterende hennen
gedood en wordt histopathologisch onderzoek verricht aan geselecteerd zenuwweefsel.

Beschrijving van de testmethode

Voorbereidingen

Gezonde jonge volwassen hennen die geen storende virusinfecties of medicatie hebben en die een
normale gang vertonen worden aselect verdeeld over behandelde en controlegroepen en ten
minste gedurende vijf dagen voor de aanvang van het onderzoek geacclimatiseerd aan de laborato-

riumomstandigheden.

De kooien of verblijven moeten z6 ruim zijn, dat de hennen vrij kunnen bewegen en dat de gang
van de dieren makkelijk kan worden waargenomen.

Het toedienen van de teststof gebeurt gewoonlijk langs orale weg door middel van een maags-
onde, gelatinecapsules of een vergelijkbare methode Vloeistoffen kunnen onverdund of opgelost in
een geschikt vehiculum zoals maisolie worden toegediend. Vaste stoffen mocten waar mogelijk
worden opgelost omdat grote hoeveelheden vaste stof in gelatinccapsules mogelijk nict helemaal
worden geresorbeerd. Van ecn niet-waterig vehiculum dienen de toxische cigenschappen bekend
te zijn. Als dit niet zo is moeten deze voor de aanvang van de proef worden bepaald.



1.5.2
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1.5.24.

1.5.2.5.

1.5.3.

1.5.3.1.

Proefomstandigheden
Proefdieren

Het gebruik van jonge volwassen leghennen (Gallus gallus domesticus) van 8-12 maanden wordt
aanbevolen. Er moet gebruik worden gemaakt van rassen en stammen van normale grootte en de
hennen moeten zijn gefokt onder omstandigheden die vrij bewegen mogelijk maken.

Aantal en geslacht

Als aanvulling op de behandelde groep moet een controlegroep (vehiculum) en een positieve
controlegroep worden gebruikt. De controlegroep (vehiculum) wordt op dezelfde wijze behandeld
als de behandelde groep; alleen het toedienen van de teststof wordt achterwege gelaten.

Jedere groep vogels moet uil zoveel hennen bestaan dat er ten minste zes kunnen worden gedood
voor biochemische bepalingen (telkens drie op twee tijdstippen) en zes de observatieperiode van
21 dagen kunnen overleven ten behoeve van pathologisch onderzoek.

Als positieve controle kan een gelijktijdig geobserveerde groep worden gebruikt of een groep uit
een recent verricht onderzoek. De groep moet uit ten minste zes hennen bestaan die worden
behandeld met cen stof waarvan bekend is dat deze een vertraagd neurotoxische werking heeft.
Drie hennen zijn bestemd voor biochemisch onderzoek en drie voor pathologisch onderzoek.
Aangeraden wordt om gegevens uit eerdere onderzoeken periodiek aan te vullen. Als een essen-
ticel onderdeel van de proef door het uitvoerend laboratorium wordt veranderd (bij voorbeeld
stam, voedsel, behuizing), moeten nieuwe positieve controlegegevens worden ontwikkeld.

Dosisniveaus

Om het dosisniveau in het hoofdonderzoek vast te stellen moet een vooronderzoek worden
verricht met een voldoende aantal hennen en dosisniveaugroepen. Er dient, om een juist dosisni-
veau voor de hoofdstudie te kunnen vaststellen, normaal gesproken enige mortaliteit op de treden
in deze voorstudie. Om echter sterfte ten gevolge van acute cholinerge effecten te voorkomen, kan
atropine of een ander preventief middel, waarvan bekend is dat het nict interfereert met
vertraagde neurotoxische reacties, worden toegediend. Voor het vaststellen van de maximale niet-
letale dosis van teststoffen kan een aantal verschillende methoden worden gebruikt (zie methode
B.1bis). Gegevens uit eerdere onderzaeken bij de hen of andere toxicologische gegevens kunnen
ook nuttig zijn bij de keuze van de dosis.

Het dosisniveau van de teststof in de hoofdstudie moet zo hoog mogelijk liggen, rekening
houdend met de resultaten van de voorstudie en de bovengrens van 2 000 mg/kg lichaamsge-
wicht. Als er tussentijdse mortaliteit optreedt mag dit cr niet toe leiden dat er te weinig
proefdieren overblijven voor biochemisch (6) en pathologisch (6) onderzoek na 21 dagen. Ter
voorkoming van sterfte door acute cholinerge effecten kan atropine of een ander preventief
middel worden tocgediend waarvan bekend is dat het niet interfercert met vertraagde neuro-
toxische reacties.

Limiettest

Als een test op een dosisniveau van ten minste 2 000 mg/kg lichaamsgewicht/dag bij gebruikma-
king van de beschreven procedures voor dit onderzoek geen waarneembare toxische effecten geeft
en als dit, door gegevens van proeven met structureel verwante stoffen, ook niet verwacht mag
worden, kan een onderzoek waarbij van een hogere dosering gebruik wordt gemaakt achterwege
blijven. De limiettest is van toepassing tenzij blootstelling bij mensen een hogere dosering nood-
zakelijk maakt.

Observaticperiode
De observatieperiode dient 21 dagen te zijn.

Procedure

Na toediening van een preventief middel om sterfte ten gevolge van acute cholinerge effecten te
voorkomen, wordt de teststof in één cnkele dosis toegediend.

Algemecne observatie

Het observeren moet onmiddellijk na het toedienen beginnen. Alle hennen moeten gedurende de
eerste twee dagen enkele malen per dag worden geobserveerd en daarna ten minste eenmaal per
dag over een periode van 21 dagen of toidat de dieren worden gedood. Alle tekenen van toxiciteit
moeten worden geregistreerd, zoals tijdstip van aanvang, soort, ernst en duur van abnormaal
gedrag. Ataxie moet worden gemeten op ten schaalverdeling met ten minste vier niveaus en er
moet worden gelet op verlammingsverschijnselen. De hennen die zijn geselecteerd voor patho-
logie mocten ten minste tweemaal per week uit de kooi worden genomen voor een periode van
gedwongen motorische activiteit, zoals het beklimmen van een ladder, o het observeren van
minimale toxische effecten te vergemakkelijken. Stervende dieren en dieren die hevige stress of
pijn vertonen moeten, zodra dit wordt opgemerkt, worden verwijderd, op humane wijze worden
gedood en worden geobduceerd.



1.5.3.2.

1.5.3.3.

1.53.4

1.5.3.5.

Lichaamsgewicht

Alle dieren worden vlak voor het toedienen van de teststof en daarna minstens éénmaal per week
gewogen.

Biochemie

Zes hennen die willekeurig uit iedere behandelde en vehiculumcontrolegroep worden gekozen en
drie hennen uit de positieve controlegroep (als die tegelijkertijd wordt onderzocht) moeten binnen
een paar dagen na toediening worden gedood. De hersenen en het lumbale ruggemerg worden
geprepareerd en onderzocht op NTE-remmende effecten. Verder kan het nuttig zijn om weefsel
van de nervus ischiadicus voor hetzelfde doel te prepareren en te onderzoeken. Meestal worden
van de controlegroep en alle behandelde groepen na 24 uur drie vogels gedood en na 48 uur nog
eens drie, terwijl de drie hennen van de positieve controlegroep na 24 uur worden gedood. Als de
waarneming van klinische verschijnselen van toxiciteit (vaak op grond van het begin van choli-
nerge verschijnselen) er op duidt dat de toxische stof zeer langzaam wordt uitgescheiden, kan het
aan te bevelen zijn om op twee tijdstippen tussen 24 uur en maximaal 72 uur na toediening
weefsel van drie vogels te verzamelen.

Bepaling van acetylcholesterinase (AChE) kan ook bij deze monsters worden uitgevoerd als dat
nodig lijkt. Er kan echter spontane reactivering van ACKE in vivo optreden; dit kan leiden tot
onderschatting van de remmende werking van de teststof op AChE.

Marcroscopische necropsie

Bij macroscopische necropsie van alle (volgens plan of omdat ze stervend waren) gedode dieren
moet onder meer het uiterlijk van de hersenen en het ruggemerg worden onderzocht.

Histopathologisch onderzoek

Zenuwweefsel van dieren die de observatieperiode hebben overleefd en niet gebruikt zijn voor
biochemisch onderzoek, moet microscopisch worden onderzocht. Het weefsel moet in situ
worden gefixeerd door perfusietechnieken. Ondere andere moeten preparaten worden gemaakt
van de kleine hersenen (ongeveer haiverwege de lengte-as), het verlengde merg, het ruggemerg en
perifere zenuwen. De preparaten van het ruggemerg moeten worden genomen uit het bovenste
cervicaal segment, het midden van de thoracale regio en de lumbo-sacrale regio. Ook moeten er
preparaten van het distale deel van de nervus tibialis, de vertakkingen hiervan naar de musculus
gastrocnemius en van de nervus ischiadicus worden genomen. De preparaten moeten worden
gekleurd met de juiste voor myeline en axonen specifieke kleurstoffen.

GEGEVENS

Indien negatieve resultaten worden behaald met betrekking tot de parameters van deze methoden
(biochemie, histopathologie en gedragsobservatie) is in het algemeen verder testen op vertraagde
neurotoxiciteit niet nodig. Bij onduidelijke of dubbelzinnige resultaten voor deze parameters kan

verdere evaluatie nodig zijn.

Er moeten individuele gegevens worden verstrekt. Verder moeten alle resultaten in tabelvorm
worden gepresenteerd, waarbij voor iedere testgroep het aantal dieren bij aanvang moet worden
vermeld, het aantal dicren dat laesies of gedrags- of biochemische effecten vertoont, het soort en
de ernst van deze laesies of effecten en het percentage dieren dat een bepaalde laesie of een
bepaald effect in een bepaalde mate vertoont.

De bevindingen van dit onderzoek moeten worden ge€valueerd wat betreft het voorkomen, de
ernst en de correlatie van gedrags-, biochemische en histopathologische effecten en ieder ander
waargenomen effect bij de behandelde en de controlegroepen.

Numerieke resultaten mocten worden geinterpreteerd met behulp van geschikte en algemeen
geaccepteerde statistische methoden. De gebruikte statistische methoden moeten bij het ontwerp
van het onderzock worden gekozen.



RAPPORTAGE

Verslag van de proefnemingen

In het rapport moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:

proefdieren:

— gebruikte stam;

— aantal en leeftijd van de dieren;

— herkomst, behuizing, enz;

— individueel gewicht van de dieren bij het begin van de proef.

Proefomstandigheden:

— bijzonderheden over de bereiding van de teststof, de stabiliteit en homogeniteit, waar dat van
toepassing Is;

— motivering van de keuze van het vehiculum;

— bijzonderheden over de toediening van de teststof;

— bijzonderheden over voedsel en water;

— motivering van de dosiskeuze;

— specificatie van de toegediende doses, met inbegrip van bijzonderheden over het vehiculum,
het volume en de fysische vorm van het toegediende materiaal;

— naam van het eventueel toegediende preventieve middel en gegevens over de wijze van toedie-
ning.

Resultaten:

gegevens over het lichaamsgewicht,

gegevens over de toxische respouns, uitgesplitst naar groep, met inbegrip van de mortaliteit;
aard, ernst en duur van de klinische observaties (al of niet reversibel);

een gedetailleerde beschrijving van de biochemische methoden en bevindingen;
necropsieverslagen;

ecen gedetailleerde beschrijving van alle histopathologische bevindingen;

statistische bewerking van de resultaten, indien van toepassing.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies.

LITERATUUR
Deze methode komt overeen met TG 418 van de OESO.
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14.1.

1.4.2.

1.4.2.1.

BIJ HERHAALDE TOEDIENING (28 DAGEN)

METHODE
Inleiding

Bij de bepaling en evaluatie van de toxische effecten van stoffen is het van belang rekening te
houden met het vermogen van sommige soorten stoffen om specifieke typen neurotoxiciteit te
veroorzaken die niet met andere toxiciteitstesten kunnen worden aangetoond. Bij sommige orga-
nische fosforverbindingen is waargenomen dat vertraagde neurotoxiciteit optreedt; deze stoffen
moeten worden beschouwd als kandidaten voor evaluatie.

Door screening in vitro kan worden nagegaan welke stoffen vertraagde polyneuropathie kunnen
veroorzaken; negatieve uitkomsten vormen echter geen bewijs dat de teststof niet neurotoxisch is.

Deze 28-daagse test op vertraagde neurotoxiciteit geeft informatie over mogelijke gevaren voor de
gezondheid die zich kunnen voordoen bij herhaalde blootstelling gedurende een beperkte tijd en
over de relatie tussen dosis en respons. Tevens kan op grond van de test een schatting worden
gemaakt van een dosis zonder waargenomen schadelijke effecten, hetgeen van nut kan zijn bij het
vaststeilen van veiligheidseisen bij blootstelling.

Zie ook de algemene inleiding deel B.

Definities

Organische fosforverbindingen omvatten ongeladen organische esters, thioesters of anhydriden
van organische fosforzuren, organische fosforzuren of organische fosforamidezuren of van
verwante fosforthiozuren, fosforthiozuren of fosforthioamidezuren, of andere stoffen die de

vertraagde neurotoxiciteit kunnen veroorzaken die soms bij stoffen uit deze klasse wordt waarge-
nomen.

Vertraagde neurotoxiciteit is een syndroom dat gepaard gaat met het langdurig vertraagde begin
van ataxie, distale axonopathieén in het ruggemerg en perifere zenuwen en inhibitic en veroude-
ring van NTE (neuropathy target esterase) in zenuwweefse].

Principe van de testmethode

Aan hennen wordt dagelijks, gedurende 28 dagen, oraal een dosis van de teststof toegediend. De
dieren worden tot 14 dagen na de laatste dosis tenminste eenmaal per dag geobserveerd op abnor-
maal gedrag, ataxie en verlammingsverschijnselen. Bij willekeurig geselecteerde hennen uit elke
groep worden, gewoonlijk 24 en 48 uur na de laatste toediening, biochemische bepalingen
verricht, met name op inhibitie van NTE. Twee weken na dec laatste dosis worden de resterende
hennen gedood en wordt histopathologisch onderzock verricht aan geselecteerd zenuwweefsel.

Beschrijving van de testmethode

Voorbereidingen

Gezonde jonge volwassen hennen die geen storende virusinfecties of medicatie hebben en die ecn
normale gang vertonen worden aselect verdeeld over behandelde en controlegroepen en ten
minste gedurende vijf dagen voor de aanvang van het onderzoek geacclimatiscerd aan de laborato-

riumomstandigheden.

De kooien of verblijven moeten 20 ruim zijn, dat de hennen vrij kunnen bewegen en dat de gang
van de dieren makkelijk kan worden waargenomen.

Het toedienen van de teststof moet iedere dag plaatsvinden, zeven dagen per week, bij voorkeur
door middel van een maagsonde of gelatinecapsules. Vloeistoffen kunnen onverdund of opgelost
in een geschikt vehiculum zoals majsolie worden toegediend. Vaste stoffen mocten waar mogelijk
worden opgelost omdat grote hoeveelheden vaste stof in gelatinecapsules mogelijk niet helemaal
worden geresorbeerd. Van een niet-waterig vehiculum dienen de toxische eigenschappen bekend
te zijn. Als dit niet zo is moeten deze voor de aanvang van de procf worden bepaald.

Proefomstandigheden

Proefdieren

Het gebruik van jonge volwassen leghennen (Gallus gallus domesticus), 8-12 maanden oud, wordt
aanbevolen. Er moet gebruik worden gemaakt van gangbare rassen en stammen van normale
grootte en de hennen moeten zijn gefokt onder omstandigheden die vrij bewegen mogelijk

maken.



1.42.2.

1.4.2.3.

1.4.2.4.

1.4.2.5.

1.4.3.

1.4.3.1.

1.43.2.

1.4.3.3.

Aantal en geslacht

In het algemeen moeten ten minste drie behandelde groepen en een controlegroep (vehiculum)
worden gebruikt. De controlegroep (vehiculum) wordt op dezelfde wijze behandeld als de behan-
delde groep; alleen het toedienen van de testof wordt achterwege gelaten.

ledere groep vogels moet uit zoveel hennen bestaan dat er ten minste zes kunnen worden gedood
voor biochemische bepalingen (telkens drie op twee tijdstippen) en zes de observatieperiode van
14 dagen na de behandeling kunnen overleven ten behoeve van pathologisch onderzoek.

Dosisniveaus

De keuze dosisniveaus moet worden gemaakt met inachtneming van de resultaten van een acute
test op vertraagde neurotoxiciteit en alle andere beschikbare gegevens over toxiciteit of kinetica
van de teststof. Het hoogste dosisniveau moet gekozen worden met het doel toxische effecten te
veroorzaken, bij voorkeur vertraagde neurotoxiciteit, zonder dat deze leiden tot sterfte of duidelijk
lijden. Daarna moet een dalende reeks dosisniveaus gekozen worden om het verband tussen dosis
en respons aan te tonen en bij het laagste niveau te komen tot een dosis zonder waargenomen
schadelijke effecten.

Limiettest

Als een test op een dosisniveau van ten minste 1000 mg/kg lichaamsgewicht/dag bij gebruikma-
king van de beschreven procedures voor dit onderzoek geen waarneembare toxische effecten geeft
en als dit, door gegevens van proeven met structureel verwante stoffen, ook niet verwacht mag
worden, kan een onderzoek waarbij van een hogere dosering gebruik wordt gemaakt achterwege
blijven. De limiettest is van toepassing tenzij de verwachte blootstelling bij mensen een hogere
dosering noodzakelijk maakt.

Observatieperiode

Alle dieren moeten ten minste eenmaal per dag worden geobserveerd gedurende de periode van
blootstelling en 14 dagen daarna of totdat ze worden geobduceerd.

Procedure

De teststof wordt gedurende een periode van 28 dagen dagelijks (zeven dagen per week) aan de
proefdieren toegediend.

Algemene observaties

Het observeren moet onmiddellijk na de eerste toediening beginnen. Alle hennen moeten gedu-
rende de periode van 28 dagen waarop de stof wordt toegediend en gedurende 14 dagen daarna of
totdat ze worden gedood, tenminste eenmaal per dag worden geobserveerd. Alle tekenen van toxi-
citeit moeten worden geregistreerd, zoals tijdstip van aanvang, soort, ernst en duur. Waarnemingen
moeten onder meer, maar niet alleen, het observeren van abnormaal gedrag inhouden. Ataxie
moet worden gemeten op een schaalverdeling met ten minste vier niveaus en er moct worden
gelet op verlammingsverschijnselen. De hennen moeten ten minste tweemaal per week uit de
kooi worden genomen voor een periode van gedwongen motorische activiteit, zoals het
beklimmen van een ladder, om het observeren van minimale toxische effecten te vergemakkelij-
ken. Stervende dieren die hevige stress of pijn vertonen moeten, zodra dit wordt opgemerkt,
worden verwijderd, op humane wijze worden gedood en worden geobduceerd.

Lichaamsgewicht

Alle dieren worden vlak voor het toedienen van de teststof en daarna minstens éénmaal per week

gewogen.
Biochemie

Zes hennen die willekeurig uit iedere behandelde en vehiculumcontrolegroep worden gekozen
moeten binnen een paar dagen na toediening van de laatste dosis worden gedood. De hersenen en
het lumbale ruggemerg worden gepreparcerd en onderzocht op NTE-remmende effecten. Verder
kan het nuttig zijn om weefsel van de nervus ischiadicus voor hetzelfde doel (NTE) te prepareren
en te onderzoeken. Meestal worden van de controlegroep en alle behandelde groepen drie vogels
24 uur en drie vogels 48 uur na de laatste dosis gedood. Als gegevens van het acute onderzoek of
andere (bij voorbeeld toxicokinetische) onderzocken er op duiden dat het doden na de laatste
dosis beter op een ander tijdstip kan gebeuren, dan moet dat tijdstip aangehouden worden en de
motivering worden gedocumenteerd.
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Bepaling van acetylcholesterinase (AChE) kan ook bij deze monsters worden uitgevoerd als dat
nodig lijkt. Er kan echter spontane reactivering van AChE in vivo optreden; dit kan leiden tot
onderschatting van de remmende werking van de teststof op AChE.

Macroscopische necropsie

Bij macroscopische necropsie van alle (volgens plan of omdat ze stervend waren) gedode dieren
moet onder meer het uiterlijk van de hersenen en het ruggemerg worden onderzocht.

Histopathologisch onderzoek

Zenuwweefsel van dieren die de observatieperiode hebben overleefd en niet gebruikt zijn voor
biochemisch onderzoek, moet microscopisch worden onderzocht. Het weefsel moet in situ
worden gefixeerd door perfusietechnicken. Onder andere moeten preparaten worden gemaakt van
de kleine hersenen (ongeveer halverwege de lengte-as), het verlengde merg, het ruggemerg en
perifere zenuwen. De preparaten van het ruggemerg moeten worden genomen uit het bovenste
cervicaal segment, het midden van de thoracale regio en de lumbo-sacrale regio. Ook moeten er
preparaten van het distale deel van de nervus tibialis, de vertakkingen hiervan naar de musculus
gastrocnemius en van de nervus ischiadicus worden genomen. De preparaten moeten worden
gekleurd met de juiste voor myeline en axonen specifieke kleurstoffen. In eerste instantie moet
microscopisch onderzoek worden verricht op de geprepareerde weefsels van alle dieren uit de
controlegroep en de groep met de hoogste dosis. Als er aanwijzingen zijn voor effecten in de
groep met de hoogste dosering, moeten ook dieren uit de groepen met lagere doseringen worden
onderzocht.

GEGEVENS

Indien negatieve resultaten worden behaald met betrekking tot de parameters van deze methode
(biochemie, histopathologie en gedragsobservatie) is in het algemeen verder testen op vertraagde
neurotoxiciteit niet nodig. Bij onduidelijke of dubbelzinnige resultaten voor deze parameters kan
verdere evaluatie nodig zijn.

Er moeten individuele gegevens worden verstrekt. Verder moeten alle resultaten in tabelvorm
worden gepresenteerd, waarbij voor iedere testgroep moeten worden vermeld het aantal dieren bij
aanvang, het aantal dieren dat laesies of gedrags- of biochemische effecten vertoont, het soort en
de ernst van deze laesies of effecten en het percentage dieren dat een bepaalde laesie of een
bepaald effect in een bepaalde mate vertoont.

De bevindingen van dit onderzoek moeten worden geévalucerd wat betreft het voorkomen, de
ernst en de correlatie van gedrags-, biochemische en histopathologische effecten en ieder ander
waargenomen effect bij de behandelde en de controlegroepen.

Numerieke resultaten moeten worden geinterpreteerd met behulp van geschikte en algemeen
geaccepteerde statistische methoden. De te gebruiken statistische methoden moeten bij het
ontwerp van het onderzoek worden gekozen.

RAPPORTAGE
Verslag van de proefnemingen

In het rapport moeten, indien mogelijk, de volgende gegevens worden opgenomen:

Proefdieren:

— gebruikte stam;

— aantal en leeftijd van de dieren;
-— herkomst, behuizing, enz;

— individueel gewicht van de dieren bij het begin van de proef.

Proefomstandigheden:

— bijzonderheden over de bereiding van de teststof, de stabiliteit en homogeniteit, waar van
toepassing;

— motivering van dc keuze van het vehiculum;

— bijzonderheden over de toediening van de teststof;

— bijzonderheden over voedsel en water;

— motivering van de dosiskeuze;

— specificatie van de toegediende doses, met inbegrip van bijzonderheden over het vehiculum,
het volume en de fysische vorm van het toegediende materiaal;

— motivering van de keuze van andere tijden voor de biochemische bepaling dan 24 en 48 uur.



Resultaten:

— gegevens over het lichaamsgewicht,

— gegevens over de toxische respons, uitgesplitst naar dosisniveau, met inbegrip van de mortali-
teit;

— niveau waarop geen schadelijke effecten werden waargenomen (NOAEL),

— aard, ernst en duur van de klinische observaties (al dan niet reversibel);

—— een gedetailleerde beschrijving van de biochemische methoden en bevindingen;

— necropsieverslagen;

— een gedetailleerde beschrijving van alle histopathologische bevindingen;

— statistische bewerking van de resultaten, indien dit van toepassing is.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies.

LITERATUUR

Deze methode komt overeen met TG 419 van de OESO.”



1.2

.B.39. IN-VIVOTEST OP DNA-HERSTELSYNTHESE IN LEVERCELLEN VAN ZOOGDIEREN

METHODE

Deze methode is overgenomen van TG 486 van de OESO: In-vivotest op DNA-herstelsynthese in levercellen
van zoogdieren (1997).

INLEIDING

De in-vivotest op DNA-herstelsynthese (unscheduled DNA synthesis — UDS) in levercellen van zoogdieren
wordt gebruikt om te bepalen welke stoffen DNA-herstel in levercellen van behandelde dieren induceren

(D@B)).

Deze in-vivotest maakt het mogelijk de genotoxische effecten van chemische stoffen in de lever te onderzoe-
ken. Het gemeten eindpunt levert een indicatie op van de DNA-beschadiging en het herstel daarvan in lever-
cellen. De lever is de plaats waar het metabolisme van geresorbeerde verbindingen zich meestal voor het
grootste deel afspeelt ¢n is derhalve een gocede plaats om DNA-beschadiging in vivo te meten.

Als er aanwijzingen zijn dat de teststof nict in het doelweefsel terechtkomt, is deze test niet geschike.

Het eindpunt van UDS wordt gemeten door hepaling van de opname van gelabelde nucleosiden in cellen waar
geen geprogrammeerde DNA-synthese (in de S-fase} plaatsvindt. De meest gebruikte techniek is bepaling van
de opname van met witium gelabeld thymidine (*H-TdR) met behulp van autoradiografie. Bij een in vivo
UDS-test wordt bij vourkeur gebruikgemaakt van de rattenlever. Ook andere weefsels dan de lever kunnen
worden gebruikt, maar daarvoor is deze methode niet geschike,

De detectie van een UDS-respons is afhankelijk van het aantal DNA-basen dat op de beschadigde plaats wordt
verwijderd en vervanuen. De UDS-test is dan ook bijzonder geschikt voor de detectie van stoffen die leiden
tot vervanging van grote stukken van 20-30 basen (Jongpatch repair”). De gevoeligheid bij de detectie van
,shortpatch repair”, waarbij één tot drie basen worden vervangen, is daarentegen veel lager. Bovendien kun-
nen mutagene effecten een gevolg zijn van niet of verkeerd herstelde of verkeerd gerepliceerde DNA-beschadi-
gingen. De intensiteit van de UDS-respons levert geen indicatie op omtrent de betrouwbaarheid van het her-
stelproces. Daarnaast is het mogelijk dat een mutagene stof met DNA reageert, maar dat de DNA-beschadi-
ging niet via een excisicherstelproces wordt gerepareerd. De UDS-test levert dus niet veel specifieke informatie
over een mutagene werking op, maar dit wordt gecompenseerd door de potentiéle gevoeligheid van dit eind-
punt omdat het in het hele genoom wordr gemeten.

Zie ook de algemene inleiding van deel B.

DEFINITIES

Cel in herstel: een cel met een hogere nettokernkorreling (NKK) dan een vooraf bepaalde waarde, waarvoor
het laboratorium dat de test uitvoert een motivering moet geven.

Nettokernkorreling: cen kwantitatieve maat voor de UDS-activiteit van cellen bij een UDS-test met autora-
diografie, berekend door het gemiddelle aintal cytoplasmakorrels in kern-equivalente cytoplasmagebieden
(CK) af te trekken van het aantal kernkorrels (KKj: NKK = NK - CK. De NKK wordt per cel apart berekend en
vervolgens samengevoegd voor cellen in een cultuur, in parallelle culturen, enz.

DNA-herstelsynthese (unscheduled DNA synthesis — UDS): herstelsynthese van DNA na excisie en ver-
wijdering van een stuk DNA dat gedeeltefijk beschadigd is door een chemische stof of een fysisch agens.

PRINCIPE VAN DE TESTMETHODE

De in vivo UDS-test in levercellen van zoogdicren levert een indicatie op van de herstelsynthese van DNA na
excisie en verwijdering van een stuk DNA dat gedeeltelijk beschadigd is door een chemische stof of een
fysisch agens. Meestal is de test gebaseerd op de inbouw van *H-TdR in het DNA van levercellen met een
geringe frequentic van cellen in de S-fase van de celeyclus. De opname van *H-TdR wordt meestal bepaald
met behulp van autoradiografie. aangezivn deze techniek niet zo gevoelig is voor storing door cellen in de
S-fase als bijvoorbeeld vioeistofscintillaticreling.



1.4.

1.4.1.

1.4.1.1.

1.4.1.2.

1.4.1.3.

1.4.1.4.

1.4.2.

1.4.2.1.
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BESCHRIJVING VAN DE TESTMETHODE
Voorbereiding

Keuze van de diersoort

Meestal worden ratten gebruike, maar in principe komt elke geschikie zoogdiersoort in aanmerking. Er dient
gebruik te worden gemaakt van jonge gezonde volwassen dieren van in het laboratorium gangbare stammen.
Bij het begin van de studie moet het gewichtsverschil wssen de dieren zo klein mogelijk zijn en mag dit maxi-
maal £20% van het gemiddelde gewicht van elk geslacht bedragen.

Huisvesting en voeding

De in de algemene inleiding van deel B genoemde algemene omstandigheden worden aangehouden, maar
voor de luchtvochtigheid wordt gestreefd naar 50-60%.

Voorbereiding van de dicren

Gezonde jonge volwassen dieren worden asclect ingedeeld in de behandelde en controlegroepen. De kooien
moeten zodanig worden geplaatst dat mogelijke effecten daarvan tot een minimum worden beperkt. De die-
ren krijgen een unieke identificatie en blijven voordat de test begint minimaal vijf dagen in hun kooi om in
het laboratorium te acclimatiseren.

Teststof/Bereiding

Vaste teststoffen moeten in geschikte oplosmiddelen of media worden opgelost of gesuspendeerd en eventueel
v66r de toediening aan de dieren worden verdund. Vloeibare teststoffen kunnen rechtstreeks worden toege-
diend of véér de toediening worden verdund. Tenzij uit stabiliteitsgegevens blijkt dat opslag aanvaardbaar is,
moeten verse bereidingen van de teststof worden gebruikt.

Testomstandigheden

Oplosmiddel/Medium

Het oplosmiddel/medium mag bij de gebruikie dosisniveaus geen toxische effecten veroorzaken en chemische
reacties met de teststof moeten uitgesloten zijn. Als er andere dan gangbare oplosmiddelen/media worden
gebruikt, moeten gegevens worden verstrekt waaruit blijkt dat ze geen problemen opleveren. Aanbevolen
wordt waar mogelijk eerst te bezien of een waterig oplosmiddel/medium kan worden gebruikt.

Controles

In elk onafhankelijk uitgevoerd deel van het experiment moeten tegelijkertijd positieve en negatieve (oplos-
middel/medium) controles worden uitgevoerd. Afgezien van de behandeling met de teststof moeten de dieren
in de controlegroepen op identieke wijze worden behandeld als de dieren in de andere groepen.

Voor de positieve controles moet een stof worden gebruikt waarvan bekend is dat deze tot UDS leidt op een
blootstellingsniveau waarbij een detecteerbare stijying ten opzichie van het achtergrondniveau kan worden
verwacht, Wanneer voor een positieve controle metabole activering nodig is, moet de dosering zodanig wor-
den gekozen dat de respons gematigd is (4). De doseringen kunnen zodanig worden gekozen dat de effecten
duidelifk zijn maar de gecodeerde objectglaasics niet onmiddellijk als zodanig herkenbaar zijn. Als positieve
controle kunnen bijvoorbeeld worden gebruiku:

I
Bemonsteringstijdstip Stof \ CAS-nr. Einecs-nr.
I
i
Vroeg (2-4 uur) b N-Nitrosodimethyvlamine } 62-75-9 200-249-8
| |
Laat (12-16 uur) N-Fluoreen-2-vlaceetamide (2-AAF) ' 53-96-3 \‘ 200-188-6

Ook andere geschikre stoffen kunnen als positieve controle worden gebruike. Het is aanvaardbaar de positieve
controle langs een andere weg toe te dienen dan de teststof.
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1.5.1.

UITVOERING

Aantal en geslacht van de dieren

£r moet een afdoende aantal dieren worden gebruikt om rekening te houden met de natuurlijke biologische
variatie in de respons op de test. Elke groep moet minimaal drie analyseerbare dieren bevatten. Wanneer er
een significant basisbestand met gegevens uit het verleden is opgebouwd, zijn er voor de gelijktijdige nega-
tieve en positieve controlegroepen slechts ¢én of twee dieren nodig.

Als er bij de uitvoering van de studie gegevens uit studies bij dezelfde soort en met dezelfde blootstellingsweg
beschikbaar zijn waaruit blijke dat er geen significante verschillen in toxiciteit tussen de geslachten zijn, is het
voldoende de test bij één geslacht, bij voorkeur mannetjes, uit te voeren. Wanneer de blootstelling aan een
chemische stof bij de mens door het geslacht wordt bepaald, zoals dit bijvoorbeeld bij sommige geneesmidde-
len het geval is, moet de test bij dieren van het desbetreffende geslacht worden uitgevoerd.

Behandelingsschema

De teststof wordt in het algemeen in één behandeling toegediend.

Dosisniveaus

Normaal gesproken worden er ten minste nwee dosisniveaus gebruikt. De hoogste dosis wordt gedefinieerd als
de dosis die zodanige toxiciteitsverschijnselen veroorzaakt dat er bij hogere doses met hetzelfde doserings-
schema waarschijnlijk sterfte zal optrecen. In het algemeen wordt als laagste dosis 25-50% van de hoogste
dosts gebruikt.

Stoffen met een specificke biologische activiieit bij lage niet-toxische doses (zoals hormonen en mitogenen)
kunnen een uitzondering vormen op deze criteria om de dosering te bepalen en moeten per geval worden
beoordeeld. Als er een oriénterend onderzock wordt uitgevoerd omdat er geen bruikbare gegevens beschik-
baar zijn, moet dit in hetzelfde laboratorium gebeuren met dezelfde soort, dezelfde stam, hetzelfde geslacht
en hetzelfde behandelingsschema als bij het hoofdonderzock.

De hoogste dosis kan ook worden gedelinicerd 2ls een dosis die enigerlei aanwijzing van toxiciteit in de lever
oplevert (bv. pyknotische kernen).

Limiettest

Als een test met één dosis van minimaal 2 000 mg/ke lichaamsgewicht, in één keer of in twee porties op
dezelfde dag toegediend, geen waarneembare toxische effecten veroorzaakt en op basis van gegevens over
stoffen met een verwante structuur geen genotosiciteit te verwachten valt, zal het wellicht niet nodig zijn een
volledig onderzoek uit te voeren. Op grond van gegevens omtrent de verwachte blootstelling van de mens
kan het gebruik van ecn hoger dosisniveau bij de limiettest nodig worden geacht.

Toediening van de doses

De teststof wordt meestal met behulp van cen maagsonde of cen geschikte intubatiecanule toegediend. Ook
andere toedieningsweuen kunnen aanvaardbaar zijn, als daarvoor een motivering kan worden gegeven. Intra-
peritoneale toediening wordt echter nict aanbevolen, aangezien de lever dan rechtstreeks aan de teststof kan
worden blootgesteld in plaats van via de blocdsomloop. Het maximale volume vloeistof dat in één keer met
cen sonde of injectic kan worden toegediend. is afhankeliik van de grootte van het proefdier. Het volume
mag niet groter zijn dan 2 mi[100 g lichawmsgewicht. Voor het gebruik van grotere volumes moet een moti-
vering worden gegeven. Behalve bij prikkelende of bijtende stoffen, die in hogere concentraties meestal hevi-
ger effecten veroorzaken, moeten volumeverschillen tot een minimum worden beperkt door de concentratie
aan te passen, zodat op alle dosisniveaus heizelfde volume kan worden gebruik.

Levercelpreparaten

Normaal gesproken worden twaalf tor 1o vur na de toediening van de teststof levercelpreparaten van de
behandelde dieren gemaakt. Meestal is ook ven cerder bemonsteringstipdstip (normaal gesproken twee tot vier
uwur na de behandeling nodig, tenzij er op twaalf tot 16 uur een duidelijke positieve reactie is. Er kunnen ech-
ter ook andere bemonsteringstijdstippen worden gebruikt, wanneer daarvoor op basis van toxicokinetische
gegevens een motivering kan worden gegeven,



2.1.

2.2.

Meestal worden kortetermijnculturen van zoogdierlevercellen gemaakt door de lever in situ met collagenase te
perfuseren en de net losgemaakte levercellen zich te laten hechten aan een geschikt oppervlak. De levercellen
van dieren uit de negatieve controlegroep mocten een levensvatbaarheid (5) van ten minste 50% hebben

Bepaling van de UDS

Net geisoleerde zoogdierlevercellen worden gedurende een geschikte periode, bijvoorbeeld drie tot acht uur,
geincubeerd met een medium dat meestal H-TdR bevar. Aan het eind van de incubatieperiode worden de cel-
len uit het medium verwijderd en kunnen ze vervolgens worden geincubeerd met medium dat een overmaat
ongelabeld thymidine bevat, om de niet ingebouwde radioactiviteit te verdrijven (,cold chase”). De cellen wor-
den vervolgens gespoeld, gefixeerd en gedrovud. Bij een langduriger incubatietijd zal de ,cold chase” wellicht
niet nodig zijn. De objectylaasjes worden in autoradiografische emulsie gedoopt, in het donker belicht (bv.
gekoeld gedurende zeven tor 14 dagen), onrwikkeld en gekleurd, waarna de belichte zilverkorrels worden
geteld. Voor elk dier worden twee tot drie objectglaasjes geprepareerd.

Analyse

De geprepareerde objectglaasies moeten voldoende cellen met een normale morfologie bevatten om een zin-
volle bepaling van de UDS mogelijk te maken. De preparaten worden microscopisch onderzocht op tekenen
van duidelijke cytotoxiciteit (bv. pyknose of cen verlaagd gehalte aan het radioactieve isotoop).

De objectglaasjes worden voor het tellen van de korrels gecodeerd. Normaal gesproken worden voor elk dier
100 cellen van ten minste twee objectglaasies gescoord. Voor het scoren van minder dan 100 cellen per dier
moet een motivering worden gegeven. Er worden geen korrels geteld bij cellen waarvan de kern in de S-fase
is, maar het relatieve aantal cellen in de S-fase kan wel geregistreerd worden.

Met behulp van geschikte methoden worde aan de hand van de neergeslagen zilverkorrels de hoeveelheid
ingebouwd *H-TdR in de kern en het cytoplasma van morfologisch normale cellen bepaald.

GEGEVENS

BEHANDELING VAN DE RESULTATEN

De gegevens moeten voor elk objecrglaasie en ek dier apart worden verstrekt. Daarnaast moet een overzicht
van alle gegevens in tabelvorm worden gegeven. Voor elke cel, voor elk dier en voor elke dosis en tijd wordt
de nettokernkorreling (NKK) berekend volgens Je formule: NKK = NK - CK. Als het aantal ,cellen in herstel”
wordt geteld, moet een motivering worden geueven voor de criteria voor de definitie van ,cel in herstel” op
basis van de resultaten bij in het verleden of tegelijkertijd uitgevoerde negatieve controles. De numerieke
resultaten kunnen met behulp van statistische methoden worden geévalueerd. Als statistische tests worden
gebruikt, moeten deze voor de uitvoering van het onderzoek worden gekozen en gemotiveerd.

EVALUATIE EN INTERPRETATIE VAN DE RESULTATEN

Criteria voor een positieve/negatieve respons zijn bijvoorbeeld:

Positief i)  NKK-waarden boven een vooral bepaalde drempelwaarde die op basis van gegevens van het
laboratorium uit het verleden wordt gemotiveerd:

of i) NKK-waarden die significant hover zijn dan de gelijktijdige controle.
Neganef 1) NKK-waarden binnenjonder de controledrempelwaarde uit het verleden:
of i) NKK-waarden die niet significant hoger zijn dan de gelijktijdige controle.

Er moet naar de biologische relevantie van de gevevens worden gekeken. Daarbij moet bijvoorbeeld rekening

worden gehouden met parameters als de spreiding over dieren, het verband tussen dosis en respons en de

cytotoxiciteit. Als hulpmiddel bij de evaluatic van de testresultaten kunnen statistische methoden worden

gebruikt. Statistische significantie mag echter nict de enige bepalende factor voor een positieve reactie ziin.



Hoewel de meeste experimenten duidelijk positieve of negatieve resultaten zullen opleveren, zal een definitieve

uitspragk over de cffecten van de teststof in uitzonderingsgevallen onmogelijk zijn. De resultaten kunnen, hoe

vazk het experiment ook wordt herhaald. onduidelijk of twijfelachrig blijven.

Positieve resultaten bij de UDS-test met levercellen van zoogdieren in vivo wijzen erop dat een teststof in vivo
DNA-beschadigingen in levercellen van zoogdieren induceert, die in vitro door DNA-herstelsynthese kunnen
worden gerepareerd. Negatieve resultaten wijzen erop dat de teststof onder de testomstandigheden geen DNA-
beschadigingen induceert die met deze test kunnen worden gedetecteerd.

De waarschijnlijkheid dat de teststof in de grote bloedsomloop of specifiek het doelweefsel terechtkomt (syste-
mische toxiciteit), dient te worden besproken.

RAPPORTAGE

TESTVERSLAG
In het testverslag moct de volgende informatic worden opgenomen:

Oplosmiddel/Medium:
— Motivering voor de keuze van het medivnm.

— Oplosbaarheid en stabiliteit van de teststof in het oplosmiddel/medium, indien bekend.

Proefdieren:
— Gebruikte soort/stam.
— Aantal, leeftijd en geslacht van de dicren,

g, voeding, enz.
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— Herkomst, huisvestin

— Het gewicht van ¢lk dier aan het begin van de test, met vermelding van de spreiding, het gemiddelde en
de standaardafwijking van het lichaamsgewicht voor elke groep.

Testomstandigheden:

— Positieve en ncgatieve (oplosmiddel/medium) controles.

—  Gegevens uit het oriénterende onderzock. indien dit is uitgevoerd.
— Achtergrond voor de keuze van de dosisniveaus.

— Gegevens over de bereiding van de teststof.

— Gegevens over de toediening van de teststof.

— Achtergrond voor de keuze van de tocdieningsweg.

— Methoden om na te gaan of de teststof in de grote bloedsomloop of het doelweefsel is terechtgekomen,
indien van tocpassing.

— Omrekening van de concentratie van de tesistof in het voerjdrinkwater (in ppm) in de feitelijke dosis (in
mg/kg lichaamsgewicht/dag). indien van toepassing.

— Gegevens over de kwaliteit van het vour en et drinkwater,

—  Een gedetailleerde beschrijving van he behandelings- en bemonsteringsschema.
— Methoden voor de meting van de toxiciteir,

— Methoden voor het kweken en prepareren van de levercellen,

—  Gebruikte autoradiografictechniek.



— Aantal geprepareerde objectglaasjes en aantal gescoorde cellen.

Criteria voor de bevordeling.

— Criteria om te bepalen of het resultaat positief, negatief of onduidelijk is.

Resultaten:

Waarden voor de kernkorrels, de cytoplasmakorrels en de nettokernkorreling voor elk objectglaasje apart,
gemiddeld voor elk dier en gemiddeld per groep.

Indien beschikbaar het verband tussen dosis en respons.

Eventuele statistische analyses.

Tekenen van toxiciteit.

Gegevens over tegelijkertijd vitgevoerde negatieve (oplosmiddel{medium) en positieve controles.

Gegevens over in et verleden uitgevoerde negatieve (oplosmiddel/medium) en positieve controles, met
vermelding van spreiding, gemiddelde ¢n standaardafwijking.

Aantal ,cellen in herstel”, indien bepaald.
Aantal cellen in de S-fase, indien bepaald.

Levensvatbaarheid van de cellen.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies.
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,B.40. HUIDCORROSIE

METHODE

Inleiding

Twee in vitro-tests voor huidcorrosiviteit, de bepaling aan de hand van de transcutane clektrische weerstand
(TEW) in rattenhuid en cen test met een model van de humane huid, zijn door het Europees Centrum voor
de validering van alternatieve methoden (ECVAM) van het Gemeenschappelijk Centrum voor onderzoek van
de Europese Commissie als wetenschappelijk verantwoord bekrachtigd (1) (2) (3). Bij het valideringsonderzoek
van het ECVAM is aangetoond dat met beide tests een betrouwbaar onderscheid kan worden gemaake tussen
stoffen waarvan bekend is dat ze corrosief c.q. niet-corrosicf voor de huid zijn. Bovendien kon met het test-
protocol op basis van het model van de humane huid ecn correct onderscheid worden gemaake tussen stoffen
met een meer of minder hevige corrosieve werking (stoffen waarvan bekend is dat ze ernstig corrosict voor
de huid zijn, R35, en andere stoffen die corrosief voor de huid zijn, R34) (2). Voor beide tests wordt cen beschrij
ving en cen procedure vermeld; de keuze van de te gebruiken test wordt bepaald door de specifieke eisen en
voorkeuren van de gebruiker.

Zic ook de algemene inleiding van decl B.

Definities

Huidcorrosic: het ontstaan van onomkeerbare weefselschade in de huid na het aanbrengen van testmateriaal.

Referentiestoffen

Er worden geen referentiestoffen gespecificeerd, maar zie ook de punten 1.5.3.4 en 1.7.2.3.

Principe van de testmethode — TEW-bepaling met rattenhuid

Hert testmateriaal wordt gedurende maximaal 24 uur aangebracht op het oppervlak van de epidermis van
huidschijfies die uit de huid van op humane wijze gedode jonge ratten worden genomen. Corrosicf materiaal
wordt gekenmerkt doordat het kan leiden tot een verlies van de normale integriteit en barrierefunctie van het
stratum corneum, dat wordt gemeten als cen daling van de inherente TEW tot onder cen drempelwaarde
(5 kO (4) (5). liriterende en nict-irriterende materialen verlagen de TEW niet tot onder de drempelwaarde.
Voor oppervlakteactieve stoffen en neutrale organische verbindingen (zie referentie (6) voor cen definitie) kan
in de testprocedure een kleurstofbindende stap worden opgenomen om te zorgen dat er specifiek met deze
soorten chemische stoffen minder vals-positieve resultaten worden verkregen (2) (7).

Beschrijving van de testmethode — TEW-bepaling met rattenhuid

Dieren

Jonge (20-23 dagen) ratten (Wistar of een vergelijkbare stam) zijn nodig voor het prepareren van de huid-
schijfjes. Het haar op de rug en de flanken wordt met ecn kleine dierenschaar zorgvuldig verwijderd. De die-
ren worden vervolgens gewassen door zorgvuldig te wrijven terwijl het gebied wordt ondergedompeld in een
antibioticaoplossing (die bijvoorbeeld streptomycine, penicilline, chlooramfenicol of amfotericine bevat met
cen concentratie die werkzaam is voor het remmen van de groei van bacterién). De dieren worden op de
derde of vierde dag na de eerste maal wassen opnicuw met antibiotica gewassen en binnen drie dagen
gebruikt (de dieren mogen voor het prepareren van de huid niet ouder dan 31 dagen zijn).

Het prepareren van de huidschiffjes

De dieren worden op humane wijze gedood. Vervolgens wordt de huid van de rug van elk dier verwijderd en
van overtollig vet ontdaan door het voorzichtig van de huid los te trekken. De huid wordr over het uiteinde
van cen PTFE-buis (polytetrafluoretheen) gelegd, waarbij ervoor wordt gezorgd dat het oppervlak van de epi-
dermis in contact met de buis is. Een rubber ,0"-ring wordt strak over het uiteinde van de buis geschoven
om de huid op zijn plaats te houden en het overtollige weefsel wordt weggeknipr. In figuur 1 worden de
afmetingen van de buis en de ,O"-ring aangegeven. Vervolgens wordt de rubber ,O"-ring zorgvuldig met vase-
line aan de PTEE-buis vastgekit. De buis wordt met cen klemring vastgezet in cen houder die cen magnesi-
umsulfaatoplossing (154 mM) bevat {figuur 2).

Testprocedure

Aanbrengen van het testmateriaal

Vioeibare teststoffen (150 ul) worden op het oppervlak van de epidermis in de buis aangebracht (figuur 2).
Wanneer vast materiaal wordt getest, wordt cen zodanige hoeveelheid van de vaste stof op het schijfje aange-
bracht, dar het hele oppervlak van de epidermis bedekt is. Vervolgens wordt gedeioniseerd water (150 pl)
boven op de vaste stof toegevoegd en worden de buizen voorzichtig geschud. De teststoffen moeten een
maximaal contact met de huid hebben. Voor sommige vaste stoffen kan dit worden bereikt door ze te verwar-
men tot 30°C om de stof te laten smelten of door ze fijn te malen om een korrelig materiaal of poeder te ver-
krijgen.



1.5.3.3.1.

Voor elke teststof worden drie huidschijfjes gebruikt. De teststoffen worden gedurende 24 uur aangebracht
(zie ook punt 1.5.3.4). De teststof wordt verwijderd door te spoelen onder cen straal leidingwater van maxi-
maal 30°C tot er geen materiaal meer kan worden verwijderd. De verwijdering van teststoffen die in de buis
gestold zijn, kan worden vergemakkelijkt door te spoclen onder een straal warm water van ongeveer 30°C.

TEW-metingen

De TEW wordt gemeten met een wisselstroommeetbrug voor zwakstroom (bv. AIM 401 of 6401 of gelij
kwaardig). Alvorens de elektrische weerstand te meten wordt de oppervlaktespanning van de huid verlaagd
door zoveel 70 %-ethanol toe te voegen dat de epidermis bedekt is. Na enkele seconden wordt de cthanol ver-
wijderd door de buis om te keren en wordt het weefsel gehydrateerd door 3 ml magnesiumsulfaatoplossing
(154 mM) toe te voegen. De elektroden van de meetbrug worden aan weerszijden van het huidschijfje
geplaatst om de weerstand in k() te meten (zie figuur 2). De afmetingen van de clektrode en de lengte van
het stuk elektrode dat onder de krokodillenklem uitkomt, zijn vermeld in figuur 1. De klem van de binnenste
(dikke) elektrode rust tijdens de weerstandsmeting op de bovenkant van de PTFE-buis om ervoor te zorgen
dat steeds een even lang stuk van de elcktrode in de magnesiumsulfaatoplossing steekt. De buitenste (dunne)
clektrode wordt zodanig in de houder aangebracht dat deze op de bodem rust. De afstand tussen de onder-
kant van de klemring en de onderkant van de PTFE-buis wordr constant gehouden (zie figuur 1), aangezien
deze afstand de gemeten weerstand beinvloedt.

Als de gemeten weerstand hoger is dan 20 k€, kan dit worden veroorzaakr doordat het oppervlak van de epi-
dermis van het huidschijfie met cen laag teststof bedekt is. Deze laag kan men trachten te verwijderen door
bijvoorbeeld de PTFE-buis met de duim (met handschoen) dicht te houden en gedurende ongeveer 10 secon-
den te schudden. De magnesiumsulfaatoplossing wordt weggegooid en de weerstandsmeting wordt met verse
magnesiumsulfaatoplossing herhaald.

De gemiddelde TEW-resultaten worden geaccepteerd, mits de tegelijkertijd gemeten positieve en negatieve
controlewaarden binnen de voor de methode aanvaardbare marges vallen. Als controlestoffen en aanvaardbare
weerstandsintervallen voor de beschreven methodologie en apparatuur worden voorgesteld:

Control Stof \\’ccrsl;(l&d;)inter\'al
Positief 10 M zoutzuur (36 %) 0,5-1,0
Negatief Gedestilleerd water 10-25

Gewijzigde procedure voor opperviakteactieve stoffen en neutrale organische ver-
bindingen

Als de TEW van teststoffen die oppervlakteactieve stoffen of neutrale organische verbindingen zijn, lager is
dan of gelijk is aan 5 k€. kan op de weefsels een bepaling van de kleurstofpenetratie worden uitgevoerd. Via
deze procedure wordt bepaald of de resultaten vals-positief zijn (2).

Aanbrenging en verwijdering van de kleurstof sulforhodamine B

Na de cerste behandeling met de teststof wordt 150 pl van een 10 %-verdunning (g/v) van de kleurstof sulfor-
hodamine B n gedestilleerd water gedurende twee uur aangebracht op het oppervlak van de epidermis van
clk huidschijfie. De huidschijfies worden vervolgens gedurende ongeveer 10 seconden onder een straal leiding-
water van ten hoogste kamertemperatuur gespoeld om een eventuele overmaat of ongebonden kleurstof te
verwijderen. Elk huidschijfie wordt voorzichtig van de PTFE-buis verwijderd en in cen flesje (bv. een glazen
scintillatieflesie van 20 ml) met gedeioniscerd water (8 ml) gelegd. De flesjes worden gedurende 5 minuten
zachtjes geschud om eventueel nog resterende overmaat of ongebonden kleurstof te verwijderen. Daarna
wordt deze spoelprocedure herhaald en vervolgens worden de huidschijfjes in flesjes met 5 mi 30% (g/v)
natriumdodecylsulfaat (SDS) in gedestilleerd water gelegd en cen nacht bij 60°C geincubeerd. Na incubatie
wordt elk huidschijfic verwijderd en weggegooid en wordt de resterende oplossing gedurende 8 minuten bij
21°C gecentrifugeerd (relatieve centrifugale kracht ~ 175). Vervolgens wordt 1 ml van het supernatans 1:5
(viv) (dwz. 1 ml + 4 ml) verdund met 30% (g/v) SDS in gedestilleerd water. De optische dichtheid (OD) van
de oplossing wordt bij ongeveer 565 nm gemeten.

2. Berekening van het kleurstofgehalre

Het gehalte aan de Kleurstof sulforhodamime B wordt berekend uit de OD-waarde {de molaire extinctie-
cocfficient van de kleurstof sulforhodamine B bi) 565 nm = 8,7x10% en het molecuulgewicht = 580). Het
gchalte aan de kleurstof sulforhodamine B wordt voor elk huidschijfje bepaald en vervolgens wordt voor de
duplo's het gemiddelde kleurstofgehalte berekend. De gemiddelde resultaten voor de kleurstofbinding worden
geaccepteerd, mits de tegelifkertijd gemeten controlewaarden binnen de voor de methode aanvaardbare mar-
ges vallen. Als aanvaardbare intervallen voor het kleurstofgehalte bij de controlestoffen en de beschreven
methodologic en apparatuur worden voorgesteld:



Controle Stof Interval kl‘eur.jt?fgchahe
(ng/schijtje)
Positief 10 M Zoutzuur (36 %) 40-100
Negatief Gedestilleerd water 15-35

Aanvullende informatic

De teststoffen kunnen ook gedurende een kortere periode (bv. 2 uur) op de huidschijfjes worden aangebracht
om te bepalen of het materiaal sterk corrosief is. Bij het valideringsonderzoek is echter gebleken dat bij de
TEW-bepaling voor verschillende teststoffen een te hoge corrosieve werking werd gevonden nadat ze gedu-
rende 2 uur op de huidschijfies waren aangebracht (2), terwijl na aanbrengen gedurende 24 uur op correcte
wijze onderscheid kon worden gemaakt tussen corrosief en niet-corrosief.

De cigenschappen en afmetingen van de gebruikte testapparatuur en -procedure kunnen de gevonden TEW-
waarden beinvloeden. De corrosiedrempelwaarde van 5 k) is bepaald op grond van gegevens die met de spe-
cificke hier beschreven apparatuur en procedure zijn verkregen. Het is mogelijk dat er bij significant gewij
zigde testomstandigheden ook andere drempel- en controlewaarden van toepassing zijn. Daarom wordt aan-
bevolen de methodologic en de drempelwaarde voor de weerstand te kalibreren door een aantal referentie-
standaards te testen die worden gekozen uit de chemische stoffen die bij her valideringsonderzock zijn
gebruikt {3).

Principe van de testmethode — Bepaling met een model van de humane huid

Het testmateriaal wordt gedurende maximaal 4 uur plaatselijk aangebracht op een driedimensionaal model
voor de humane huid, bestaande uit cen gereconstrueerde epidermis met een functioneel stratum corneum.
Corrosief materiaal wordt gekenmerkt doordat het bij gespecificeerde blootstellingsperioden kan leiden tot cen
daling van de levensvatbaarheid van de cellen (die bijvoorbeeld wordt bepaald door de reductie van MTT te
meten) tot onder gedefinicerde drempelwaarden. Het principe van de bepaling is gebaseerd op de hypothese
dat stoffen corrosief zijn wanneer ze (door diffusic of crosie) het stratum corneum kunnen penetreren en vol-
doende cytotoxisch zijn om in de daaronder liggende cellagen celdood te veroorzaken.

Beschrijving van de testmethode — Bepaling met een model van de humane huid

Modellen van de humane huid

Modellen van de humane huid kunnen van verschillende bronnen afkomstig zijn, maar ze mocten aan
bepaalde criteria voldoen. Het model moet een functioneel stratum corneum hebben met daaronder een laag
levende cellen. De barrierefunctic van het stratum corneum moet afdoende zijn. Dit kan worden aangetoond
door te demonstreren dat het model bestand is tegen cytotoxiciteit na de toediening van stoffen waarvan
bekend is dat ze cytotoxisch zijn voor cellen maar die normaal gesproken het stratum corneum niet kunnen
passeren. Er moet worden aangetoond dat het model onder gedefinicerde experimentele omstandigheden
reproduceerbare resultaten oplevert.

De levensvatbaarheid van de levende cellen in het model moet zo hoog zijn dat er duidelijk onderscheid kan
worden gemaakt tussen de positieve en negatieve controlestoffen. De levensvatbaarheid van de cellen (zoals
die bijvoorbeeld wordt gemeten aan de hand van de reductie van MTT, dw.z. een OD-waarde) na blootstelling
aan de negatieve controlestof moet binnen aanvaardbare grenzen voor het specificke model vallen. Evenzo
mocten de waarden voor de levensvatbaarheid van de cellen met de positieve controlestof (in vergelijking met
die voor de negatieve controle) binnen gespecificeerde grenzen liggen. Het belangrijkst is dat moet zijn aange-
toond dat het gebruikte voorspellingsmodel aan internationale valideringsnormen voldoet (2).

Testprocedure

Aanbrengen van het testmateriaal

Voor vioeibaar materiaal moet zoveel teststof worden aangebracht dat het huidoppervlak bedekt is (minimaal
25 pljem?). Voor vast materiaal moet zoveel teststof worden aangebracht dat het huidoppervlak bedekt is en
moet dit vervolgens worden bevochtigd om te zorgen voor cen goed contact met de huid; indien nodig moe-
ten vaste stoffen tot een poeder worden vermalen voordat ze worden aangebracht. Van de wijze van aanbren-
gen moet worden aangetoond dat deze voor cen breed scala van chemische stotfen geschike is (2). Aan het
cind van de blootstellingsperiode moet het testmateriaal met cen fysiologisch zoutoplossing zorgvuldig van
het huidoppervlak worden gewassen.

Meting van de levensvatbaarheid van de cellen

Voor de meting van de levensvatbaarheid van de cellen kan een willekeurige kwantitatieve gevalideerde
methode worden gebruike. De meest gebruikte bepaling is de reductie van MTT, waarvan is aangetoond dat
deze in verschillende laboratoria nauwkeurige en reproduceerbare resultaten oplevert (2). Het huidschijfje
wordt gedurende 3 uur bij 20-28°C in cen MTT-oplossing van 0.3 mg/ml gelegd. Er ontstaat een blauw for-
mazan-neerslag dat vervolgens wordt geextraheerd (vioeistofextractic) cn de formazanconcentratic wordt
gemeten door de OD bij een golflengte tussen 545 en 595 nm te bepalen.



1.7.2.3.
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Aanvullende informatie

Het gebruikte huidmodel en het exacte protocol voor de blootstellingstijd, de spoelprocedures enz. hebben
een grote invloed op de resultaten van de bepaling van de levensvatbaarheid van de cellen. Daarom wordt
aanbevolen de methodologie en het voorspellingsmodel te kalibreren door een aantal referentiestandaards te
testen die worden gekozen uit de chemische stoffen die bij het valideringsonderzoek van het ECVAM zijn
gebruike (3). Het is van fundamenteel belang dat wordt aangetoond dat de gebruikte methode voor een breed
scala van chemische stoffen zowel binnen één laboratorium als voor verschillende laboratoria overeenkomstig
de internationale normen reproduceerbaar is. De methode moet minimaal voldoen aan de reeds eerder vast-
gestelde eriteria voor wetenschappelijk verantwoorde tests (2) en de resultaten van een dergelijk validerings-
onderzock mocten in een wetenschappelijk tijdschrift met intercollegiale toetsing (,peer review”) worden
gepubliceerd.

GEGEVENS

Behandeling van de resultaten

TEW-bepaling met raitenhuid

De weerstand (in k() voor het testmateriaal, de positieve en negatieve controles en eventuele standaard-
referentiestoffen mocten in tabelvorm worden gerapporteerd, met vermelding van gegevens over duplobepa-
lingen, herhaalde bepalingen, gemiddelden en de daaruit afgeleide indeling.

Bepaling met een model van de humane huid

De OD-waarden en de berckende procentuele levensvatbaarheid van de cellen voor het tesumateriaal, de posi-
tieve en negatieve controles en eventuele standaardreferentiestoffen moeten in tabelvorm worden gerappor-
teerd, met vermelding van gegevens over duplobepalingen, herhaalde bepalingen, gemiddelden en de daaruit
afgeleide indeling.

Evaluatie en interpretatie van de resultaten

TEW-bepaling met vattenhuid

Als de gemiddelde TEW voor de teststof hoger is dan 5 k), is de stof niet corrosief. Als de TEW-waarde 5 k()
of lager is en de teststof geen oppervlakieactieve stof of neutrale organische verbinding is, is de stof wel cor-
rosicf.

Voor oppervlakteactieve stoffen of neutrale organische verbindingen die een TEW van 5 k€ of lager opleve-
ren, kan een bepaling van de kleurstofpenctratic worden uitgevoerd. Als het gemiddelde kleurstofgehalte van
het schijfie hoger is dan of gelijk is aan het tegelijkertijd bepaalde gemiddelde kleurstofgehalte van het schijfje
met de positieve controle (36% HC), is de teststof echt positief en derhalve corrosief. Als het gemiddelde
Kleurstofgehalte van het schijfje lager is dan het tegelijkertijd bepaalde gemiddelde kleurstofgehalte van het
schijfie met de positieve controle (36% HCY), is de teststof vals-positicf en derhalve niet corrosief.

Bepaling met cen model van de humane huid

De OD-waarde van de negatieve controle komt overcen met cen levensvatbaarheid van de cellen van 100%,
zodat de voor elk testmonster bepaalde OD-waarden kunnen worden gebruikt voor de berekening van cen
procentuele levensvatbaarheid in vergelijking met de negatieve controle. De grenswaarde van de procentuele
levensvatbaarheid van de cellen die als scheiding tussen corrosieve en nict-corrosieve materialen {of tussen
verschillende klassen van corrosiviteit) fungeert, moct in het voorspellingsmodel duidelifk worden gespecifi-
ceerd alvorens de methode wordr gevalideerd en vervolgens moet in het valideringsonderzoek worden aange-
toond dat deze grenswaarde correct is (2).

RAPPORTAGE

Testverslag
In het testverslag moct ten minste de volgende informatie worden opgenomen:

Teststof:

— gegevens over identificatie, fysisch karakter en indien van toepassing fysisch-chemische eigenschappen.
Indien referentiestoffen worden gebruikt, moct ook daarover dergelijke informatie worden verstrekt.

Testomstandigheden:

— gedetailleerde informatie over de gebruikte testprocedure;

— cen beschrijving en motivering van eventuele wijzigingen.



Resultaten:

een tabel met de waarden voor de weerstand (TEW-bepaling) of de procentuele levensvatbaarheid van de
cellen (bepaling met een model van de humane huid) voor het testmateriaal, de positieve en negatieve
controles cn eventuele standaardreferentiestoffen, met vermelding van gegevens over duplobepalingen,
herhaalde bepalingen en gemiddelden:

een beschrijving van eventuele andere waargenomen effecten.

Bespreking van de resultaten.

Conclusies.
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Figuur 1
Afmetingen PTFE-buis
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Figuur 2
Apparatuur voor de TEW-bepaling bij rattenhuid
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.B.41. FOTOTOXICITEIT — IN VITRO 3T3 NRU FOTOTOXICITEITSTEST

METHODE

Inleiding

Fototoxiciteit is gedefinieerd als een toxische respons die wordt opgewekt door de blootstelling van de huid
aan bepaalde stoffen gevolgd door de blootstelling aan licht dan wel op vergelijkbare wijze wordt geinduceerd
door bestraling van de huid na systemische toediening van een stof.

Informatic die wordt verkregen met de in vitro 3T3 NRU fotoroxiciteitstest, wordr gebruikt om het fototoxi-
sche potenticel van een onderzochte stof te bepalen, d.w.z. het al dan niet aanwezig zijn van mogelijke risico's
die zijn verbonden aan een onderzochte stof in combinatic met de blootstelling aan UV en zichtbaar licht.

Aangezien het toxicologische cindpunt van de in vitro-test wordr gevormd door de bepaling van de fototoxici-
teit die wordt geinduceerd door de gecombineerde werking van een stof en licht, kunnen verbindingen dic in
vivo fototoxisch zijn na systemische aanbrenging en verdeling op de huid en verbindingen die na topische
aanbrenging op de huid cen foto-irriterend effect hebben, als zodanig worden herkend.

De in vitro 3T3 NRU fototoxiciteitstest is van 1992-1997 ontwikkeld en gevalideerd in cen gezamenlijk EUj
Colipa-project (1) (2) {3) om cen valide in vitro-alternaticf te bieden voor de verschillende in vivo tests die wer-
den gebruike. In 1996 werd door een OESO-workshop aanbevolen om voor de bepaling van de fototoxiciteit
cen stapsgewijze in vitro-testprocedure te volgen (4).

Resultaten van de in vitro 3T3 NRU fototoxiciteitstest zijn vergeleken met acute fototoxiciteits- en foto-irrita-
tie-cffecten in vivo bij dieren en mensen, waarbij is gebleken dat de test deze effecten uitstekend voorspelt. De
test is niet ontworpen om andere nadelige effecten te voorspellen die kunnen optreden bij de gecombineerde
blootstelling aan cen stof en licht, dw.z. fotogenotoxiciteit, fotoallergic en fotocarcinogeniciteit, hoewel veel
stoffen die deze specifieke eigenschappen hebben bij de in vitro 3T3 RU fototoxiciteitstest een positieve reactie
zullen opleveren. Evenmin is de test bedoeld om de fototoxische potentie te kwantificeren.

Een stapsgewijze procedure voor de uitvoering van fototoxiciteitstests is in het aanhangsel geschetst.

Definities

Bestralingssterkie: de intensiteit van het ultraviolette (UV) of zichtbare licht dat op een opperviak valt, uit-
gedrukt in Wim? of mW/jem?,

Lichtdosis: de hoeveetheid (= intensiteit < tijd) ultraviolette (UV) of zichtbare straling die op cen oppervlak valt,
uitgedrukt in joules (= W xs) per oppervlakte-eenheid, d.w.z. J/m? of Jjem?.

UV-golflengtebanden: de door de CIE (Commission Internationale de L'Eclairage) aanbevolen indeling is: UVA
(315-400 nm), UVB (280-315 nm) en UVC (100-280 nm). Er worden ook andere indelingen gehanteerd: de
grens tussen UVB en UVA wordt vaak op 320 nm gelegd en UVA wordt soms onderverdecld in UV-AT en
UV-A2, waarbij de grens ligt op ongeveer 340 nm.

Levensvatbaarheid van cellen: parameter waarmee de totale activiteit van een celpopulatie wordt aangegeven
(d.w.z. opname van de vitale kleurstof neutraalrood in cellulaire lysosomen) die, athankelijk van het gemeten
eindpunt en de opzet van de test, is gecorreleerd met het totale aantal enfof de vitaliteit van de cellen.

Relatieve levensvatbaarheid van cellen: levensvatbaarheid van cellen uitgedruke in verhouding tot negatievecontro-
lecellen (oplosmiddely die tijdens de gehele testprocedure worden meegenomen, al dan niet met UV bestraald,
maar nict met een onderzochte stof behandeld.

Voorspellend model: cen algoritme om de resultaten van een toxiciteitstest om te zetten in cen voorspelling van
het toxische potenticel. In de hier beschreven test kunnen PIF en MPE worden gebruikt om de resultaten van
de in vitro 3T3 NRU fototoxiciteitstest om te zetten in cen voorspelling van het fototoxische potentieel.

PIF (foto-irritaticfactor): cen factor die wordt verkregen door twee even effectieve cytotoxische concentraties
(ECs,) van de onderzochte stof te vergelijken die zijn bepaald zonder (-UV) en met (+UV) een niet-cytotoxi-
sche bestraling met UVA/zichtbaar licht.

MPE (gemiddeld foto-effect): cen nicuwe parameter dic wordt bepaald aan de hand van een wiskundige analyse
van de volledige vorm van twee concentratieresponskrommen die zijn verkregen zonder (-UV) en met (+UV)
cen nict-cvtotoxische bestraling met UVA/zichtbaar licht.



Fototoxiciteit: cen acute toxische respons die wordt opgewekt door de blootstelling van de huid aan bepaalde
stoffen gevolgd door de blootstelling aan licht of op vergelijkbare wijze wordt geinduceerd door bestraling
van de huid na systemische toediening van een stof.

Foto-irritatie: cen begrip dat deel uitmaakt van de term fototoxiciteit” en dat wordt gebruikt om alleen die
fototoxische reacties te beschrijven die de huid vertoont na de blootstelling aan stoffen (topisch of oraal).
Deze fototoxische reacties leiden altijd tot aspecifieke celbeschadiging (zonnebrandachtige reacties).

Fotoallergie: een verworven immunologische reactie die nict optreedt bij cen eerste blootstelling aan een stof
en licht, maar een inductieperiode van één of twee weken nodig heeft voordat een reactie van de huid kan
worden aangetoond.

Fotogenotoxiciteit: een genotoxische respons die wordt waargenomen op een genetisch eindpunt en wordt
opgewekt door de blootstelling van cellen aan een niet-genotoxische dosis UV/zichtbaar licht en cen niet-ge-
notoxische stof.

Fotocarcinogeniteit: carcinogeniteit die wordt geinduceerd door herhaalde blootstelling aan licht en een che-
mische stof. De term foto-cocarcinogenese” wordt gebruike als door UV geinduceerde tumorvorming wordt
versterkt door een chemische stof.

Referentiestoffen

Behalve de positieve controlestof chloorpromazine, die in clke proef parallel moet worden getest, wordt aan-
bevolen voor het opzetten van de 3T3 NRU fototoxiciteitstest als refentiestoffen gebruik te maken van een
aantal van de stoffen die bij deze test in interlaboratoriumproceven zijn gebruike (1) (3) (13).

Achtergrond

Van veel typen stoffen zijn fototoxische effecten gemeld {3) (6) (7) (8). De enige gemeenschappelifke cigen-
schap is hun vermogen om lichtenergie te absorberen in het zonlichtgebied. Volgens de eerste wet van de
fotochemic (wet van Grotthaus-Draper) is de voorwaarde voor het optreden van een fotoreactie dat er vol-
doende lichthwanta worden geabsorbeerd. Voordat wordt overwogen een biologische test volgens de onder-
havige methode uit te voeren, moct dan ook cen absorptiespectrum van de te onderzocken stof in het UV
zichtbare licht worden bepaald (bv. volgens OLSO-testrichtlijn 101). Als de molaire extinctabsorptiecoéfficiént
minder is dan 10 liter<mol ™" xcm™!, heeft de stof geen fotoreactief potenticel en hoeft deze niet volgens de in
vitro 3T3 NRU fototoxiciteitstest of een andere biologische test te worden getest op nadelige fotochemische
effecten (aanhangsel).

Principe van de testmethode

Er zijn vier mechanismen bekend voor een fototoxische respons als gevolg van de absorptie van licht door
cen (chemischey chromofoor (7). Deze kunnen alle leiden tot celbeschadiging. Daarom is de in vitro 3T3 NRU
fototoxiciteitstest gebaseerd op een vergelijking van de cytotoxiciteit van een stof met en zonder de blootstel-
ling aan een niet-cytotoxische dosis UVA[zichtbaar licht. De cytotoxiciteit wordt in deze test uitgedruke als de
concentraticathankelijke verlaging van de opname van de vitale kleurstof neutraalrood (NR) (9) 24 uur na de
behandeling met de te onderzocken stof en bestraling.

Balb/c 3T3 cellen worden gedurende 24 uur in cultuur gehouden zodat zich een monocellulaire laag vormu.
Vervolgens worden voor clke te onderzocken stof twee 96-wells-platen gedurende één uur gepreincubeerd
met acht verschillende concentraties van de stof. Daarna wordt één van de twee platen blootgesteld aan een
niet-cytotoxische dosis UVA/zichtbaar licht van 5 Jfem? UVA (+ UV-experiment) terwijl de andere plaat in het
donker wordt bewaard (- UV-experiment). In beide platen wordt het behandelingsmedium vervolgens vervan-
gen door cultuurmedium en na nog eens 24 uur incubatie wordt de levensvatbaarheid van de cellen bepaald
aan de hand van de opname van neutraalrood (NRU — neutral red uptake) gedurende drie uur. De relatieve
levensvatbaarheid van de cellen, uitgedrukt als percentage van de levensvatbaarheid van onbehandelde nega-
tieve controles, wordt voor elk van de acht testconcentraties berekend. Om een uitspraak te doen over het
fototoxische potenticel worden de concentratieresponsen die zijn verkregen met (+UV) en zonder (-UV)
bestraling vergeleken, gewoonlijk op het EC;, niveau, d.w.z. de concentratie die de levensvatbaarheid van de
cellen met 50% vermindert ten opzichte van onbehandelde controles.

Kwaliteitscriteria

UVA-gevoeligheid van de cellen. historische gegevens: de cellen moeten regelmatig worden gecontroleerd op gevoe-
ligheid voor UVA. Cellen worden overgeént met de dichtheid die wordr gebruikt in de in virro 3T3 NRU foto-
toxiciteitstest, de volgende dag bestraald met UVA-doses van 1-9 Jfem? en de levensvatbaarheid van de cellen
wordt één dag later bepaald door middel van de NRU-test. Cellen voldoen aan de kwaliteitscriteria als hun
levensvatbaarheid na bestraling met 5 Jlem? UVA ten minste 80% bedraagt van de levensvatbaarheid van de
nict-belichte controles. Bij de hoogste UVA-dosis van 9 Jfem? mag de levensvatbaarheid niet minder zijn dan
50% van die van de nict-belichte controles. Deze controle dient ongeveer om de tien celpassages te worden
herhaald.

UVA-gevoeligheid van de negatievecontrolecellen, lopende test: de test voldoet aan de kwaliteitseriteria als negatieve
controles {cellen in EBSS (Larl's balanced salt solution) met of zonder 1% dimethylsulfoxide (DMSO) of 1%
cthanol (EtOH)) in het +UVA-experiment een levensvatbaarheid vertonen van ten minste 80% van die van
niet-bestraalde cellen in herzelfde oplosmiddel in het parallel vitgevoerde niet-belichte experiment (- UVA).
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Levensvatbaarheid van negatievecontrolecellen: de absolute optische dichtheid (ODyy wgo) die wordt gemeten in
het NR-extract van de negatieve controles laat zien of de 1x10% cellen die per well zijn overgeént tijdens de
twee dagen van de test met de normale verdubbelingstijd zijn gegroeid. Een test voldoet aan de goedkeurings-
criteria als de gemiddelde OD;4 ngo van onbehandelde controles = 0,2 is.

Positieve controle: parallel aan elke in vitro 3T3 NRU fototoxiciteitstest moet een bekende fototoxische stof wor-
den getest. Chloorpromazine (CPZ) is als positieve controle gebruikt in de EU/Colipa-valideringsstudic en
wordt daarom aanbevolen. Voor CPZ dat wordt getest volgens het standaardprotocol in de in vitro 3T3 NRU
fototoxiciteitstest, zijn de volgende goedkeuringcriteria gedefinicerd: CPZ bestraald (+UVA): ECyq = 0,1 tot
2.0 pg/ml, CPZ niet-bestraald (-UVA): EC5y = 7,0 tot 90,0 ug/ml. De foto-irritatiefactor (PIF), d.w.z. de ver-
schuiving van ECs,, moet ten minste 6 zijn.

In plaats van CPZ kunnen ook andere bekende fototoxische stoffen die geschike zijn wat betreft de chemica-
lienklasse of de oplosbaarheideigenschappen van de onderzochte stof, als parallelle positicve controle worden
gebruikt. In dit geval dienen de bereiken van de EC;, waarden en PIF of MPE {gemiddeld foto-effect) uitgaande
van historische gegevens op adequate wijze gedefinieerd te zijn als aanvaardbaarheidscriteria voor de test.

Beschrijving van de testmethode
Voorbereidingen

Cellen

In de valideringsstudic is een permanente fibroblasteellijn van muizen — Balbjc 373, kloon 31 — van ATCC
of ECACC gebruikt. Deze wordt daarom aanbevolen. Andere cellen of cellijnen kunnen met succes volgens
hetzelfde testprotocol worden gebruikt als de cultuuromstandigheden worden aangepast aan de specifieke
behoeften van de cellen, maar de gelijkwaardigheid moet worden aangetoond.

De cellen mocten regelmatig worden gecontroleerd op de afwezigheid van mycoplasmabesmetting en mogen
alleen worden gebruikt als de resultaten van die controle bevredigend zijn.

Aangezien de UVA-gevocligheid van cellen kan toenemen met het aantal passages, mocten Balbje 3T3 cellen
met het laagste verkrijgbare passagegetal worden gebruikt, bij voorkeur lager dan 100. Het is belangrijk dat
de UVA-gevoeligheid van de Balbje 3T3 cellen regelmatig wordt gecontroleerd volgens de kwaliteitscontro-
leprocedure die in dit document is beschreven.

Media en cultuuromstandigheden

Voor routinematige passage van de cellen en tijdens de testprocedure moeten geschikte cultuurmedia en incu-
baticomstandigheden worden gebruike. Voor Balbjc 3T3 cellen zijn dit DMEM gesupplementeerd met 10%
serum van pasgeboren kalveren, 4 mM glutamine, penicilline en streptomycine en incubatie onder vochtige
omstandigheden bij 37°C|7,5% CO,. Het is vooral belangrijk dat de cultuuromstandigheden zo zijn dat de
celeyclustijd binnen het normale gedocumenteerde bereik van de gebruikte cellen of cellijn ligr.

Prepareren van de culturen

Cellen it ingevroren voorraadeulturen worden met cen geschikte dichtheid overgeent in cultuurmedium en
ten minste één maal in subcultuur gebracht voordat zij in de in vitro 3T3 NRU fototoxiciteitstest worden
gebruikt.

Voor de fototoxiciteitstest worden testeellen overgeént in een cultuurmedium, waarbij de dichtheid zo is dat
de culturen geen confluentie bereiken voor het einde van de test, d.w.z. wanneer de levensvatbaarheid van de
cellen wordr bepaald 48 uur na het overenten van de cellen. Voor Balbjc 3T3 die worden gekweekt in
96-wells-platen, wordt cen celdichtheid van 1% 107 cellen per well aanbevolen.

Voor clke te onderzocken stof worden cellen op identicke wijze overgeént op twee afzonderlijke 96-wells-pla-
ten die vervolgens parallel de gehele testprocedure onder identicke cultuuromstandigheden doorlopen, met
uitzondering van de tijd gedurende welke een van de platen wordt bestraald (+ UVA/zichtbaar lichty en de
andere in het donker wordt bewaard (- UVAjzichtbaar licht).

Metabolische activering

Hoewel het gebruik van metaboliserende systemen een algemene voorwaarde is voor alle in vitro tests voor de
voorspelling van genotoxisch en carcinogeen potentieel, is tot dusverre voor fototoxicologie geen stof bekend
die pas na metabolische transformatie in vivo of in vitro als fototoxine werkt. Het wordt dan ook niet nodig
geacht, en evenmin zijn er wetenschappelijke gronden, om de huidige test uit te voeren met een metabolisch
actveringssysteen.
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Te onderzoeken stof/preparatic

Te onderzoeken stoffen moeten vlak voor het gebruik vers worden geprepareerd, tenzij uit stabiliteitsgegevens
blijkt dat opslag aanvaardbaar is. Prepareren onder rood licht kan nodig zijn als het waarschijnlijk is dat snelle
fotodegradatie optreedt.

Te onderzocken stoffen moeten worden opgelost in gebufferde zoutoplossingen, bijvoorbecld Earl's balanced
salt solution (EBSS) of fosfaatgebufferde zoutoplossing (PBS), dic om interferentie tijdens de bestraling te voor-
komen, vrij moeten zijn van proteinecomponenten en lichtabsorberende pH-indicatorkleurstoffen.

Te onderzoeken stoffen met ecn beperkte oplosbaarheid in water moeten in geschikte oplosmiddelen worden
opgelost met een concentratie die 100-maal de gewenste cindconcentratie is en vervolgens met de gebufferde
zoutoplossing een factor 100 worden verdund. Als er een oplosmiddel wordt gebruikt, moet dit in alle cultu-
ren met cen constant volumegehalte van 1% (v/v) aanwezig zijn, d.w.z. zowel in de negatieve controles als in
alle concentraties van de te onderzoeken stof.

De aanbevolen oplosmiddelen zijn dimethylsulfoxide (DMSO) en ethanol (EtOH). Andere oplosmiddelen mer
een lage cytotoxiciteit (bv. aceton) kunnen in aanmerking komen, maar zij mocten zorgvuldig worden onder-
zocht op specificke eigenschappen, bijvoorbeeld reactie met de te onderzoeken stof, onderdrukking van het
fototoxische effect, vermogen om radicalen te binden.

Om het oplossen te bevorderen kan gebruik worden gemaakt van vortex-menging en/of sonificatie enfof ver-
warming tot 37 °C.

UV bestraling/preparatic

Lichtbron: de keuze van een geschikte lichtbron en geschikte filtering is de meest cruciale factor bij fototoxici-
teitstests. UVA en zichtbaar licht worden gewoonlijk geassocicerd met fotosensibilisatie (7) (10), terwijl UVB
van minder belang is en rechtstrecks hoogeytotoxisch is waarbij de cytotoxiciteit van 313 nm tot 280 nm
cen factor 1000 toeneemt (11). Bij de keuze van cen geschikte lichtbron geldt de essentiele cis dat de licht-
bron golflengten uitzendt die door de te onderzocken stof worden geabsorbeerd en dat de lichtdosis (die bin-
nen een redelijke tijd kan worden bereikt) voldoende is om bekende fotosensitizers te detecteren. Bovendien
mogen de gebruikte golflengtes en doses, met inbegrip van de emissie van warmte (infrarood), geen ontoclaat-
bare schade berokkenen aan het testsysteem.

Simulatic van zonlicht met zonnesimulatoren wordt als de optimale lichtbron beschouwd. In zonnesimulato-
ren worden xenonbooglampen en (gedoteerde) kwik-metaathalidebooglampen gebruikr. Laatsigenoemde heb-
ben het voordeel dat zij minder warmte afgeven en goedkoper zijn, maar de overcenstemming met het zon-
licht is nict volmaakr. Aangezien alle zonnesimulatoren significante hoeveelheden UVB uitstralen, moeten er
filters worden toegepast om de hoogeytotoxische UVB-golflengtes te verzwakken.

Voor de in vitro 3T3 NRU forotoxicitcitstest moet een bestralingspectrum worden gebruike dat vrijwel geen
UVB bevat (UVAIUVB ~ 1:20). Er is cen voorbeeld gepubliceerd van de spectrale stralingsverdeling van de
gefilterde zonnesimulator die is gebruike in de valideringsstudie van de in vitro 3T3 NRU fototoxiciteitstest (3).

Dosimetric: de intensiteit van het licht (bestralingssterkie) moet regelmatig voor elke fototoxiciteitstest worden
gecontroleerd met een geschikte breedband-UV-meter. De UV-meter moet op de bron zijn gekalibreerd. De
werking van de UV-meter moet worden gecontroleerd en daarvoor wordt het gebruik van cen tweede referen-
tic-UV-meter van hetzelfde type en met dezelfde kalibratie aanbevolen. Idealiter mocet met grotere intervallen
cen spectroradiometer worden gebruikt om de spectrale stralingssterkte van de gefilterde lichtbron te meten
en de kalibratie van de breedband-UV-meter te controleren, maar dergelijke instrumenten vereisen speciaal
opgeleid personcel.

In de valideringsstudie is vastgesteld dat een dosis van 5 Jfem? (UVA) nict-cytotoxisch is voor Balbjc 3T3 cel-
len maar toch voldoende sterk om zelfs zwak fototoxische stoffen te exciteren. Om in 50 minuten een bestra-
lingsdosis van 5 Jjem? te bereiken, moet de bestralingssterkte worden afgesteld op 1,666 mW/cm?. Als cen
andere cellijn of een andere lichtbron wordt gebruike, kan het nodig zijn de UVA-dosis enigszins aan te pas-
sen rekening houdend met het criterium dat de straling de cellen geen schade mag berokkenen en krachtig
genoeg moet zijn om standaardfototoxines te detecteren. De duur van de blootstelling aan het licht wordr als
volgt berekend:

bestralingsdosis (Jfem?) < 1000

tmin) = (1])=1Wseo)

bestralingssterkte miiem?) x 60

Testomstandigheden

De maximale concentratie van cen te onderzocken stof mag nict hoger zijn dan 100 pg/ml, aangezien alle
fototoxische stoffen zijn gedetecteerd bij lagere concentraties, terwijl bij hogere concentraties de incidentie
van fout-positieve resultaten toeneemt (13). De pH van de hoogste concentratic van de te onderzocken stof
mocet een aanvaardbare waarde hebben (pH tussen 6,5 en 7.8).



Het bereik waarbinnen de concentratics van cen met (+UVA) en zonder (- UVA) licht onderzochte stof moe-
ten liggen, moct in voorbereidende experimenten worden bepaald. Het bereik en de intervallen van een con-
centratiereeks moeten zo worden gekozen dat de experimentele gegevens de concentratieresponskrommen
voldoende onderbouwen. Er moeten geometrische concentratiereeksen (met een constante verdunningsfactor)
worden gebruikt.

1.7.3. Testprocedure (*)

1.7.3.1. 1.Eerste dag

Bereid cen celsuspensie van 1x10° cellen/ml in cen cultuurmedium en breng uitsluitend in de buitenste wells
van een 96-wells microtiterplaat voor weefselkweek 100 pl cultuurmedium aan (= blanco's). Breng in de ove-
rige wells 100 pl celsuspensie van 1x10° cellen/m! (= 1x 10* cellenjwell) aan. Preparcer voor elke te onder-
zoeken stof twee platen: één voor de bepaling van de cytotoxiciteit (~UVA), en de ander voor de bepaling
van de fotocytotoxiciteit (+ UVA).

Incubeer de cellen gedurende 24 uur (7,5% CO,, 37°C) totdat zij cen halfconfluente monocellulaire laag vor-
men. Deze incubatieperiode is lang genoeg voor het herstel en de hechting van de cellen en voor exponenticle
groei.

1.7.3.2. Tweede dag

Na incubatie het culruurmedium van de cellen decanteren en tweemaal spoelen met 150 pl EBSS/PBS per
well. Voeg 100 ul EBSS/PBS met de gewenste concentratie te onderzocken stof dan wel enkel oplosmiddel
(negatieve controle} toe. Breng 8 verschillende concentraties van de te onderzocken stof aan. Incubeer de cel-
len met de te onderzocken stof in het donker gedurende 60 minuten (7,5% CO,, 37°C).

Voor het (+ UVA) deel van de test de cellen gedurende 50 minuten bij kamertemperatuur door het deksel van
de 96-wells-plaat bestralen met 1,7 mW/em? UVA (= 5 JJem?). Ventileer met cen ventilator om condensatic
van H,0 onder her deksel te voorkomen. Bewaar de duplicaatplaten (-UVA) bij kamertemperatuur gedurende
50 minuten (= UVA-blootstellingstijd) in een donkere kast.

Decanteer de testoplossing en spoel tweemaal met 150 pl EBSS/PBS. Vervang EBSS/PBS door cultuurmedium
en incubeer tot de volgende dag {18-22 h) (7,5% CO,, 37°C).

1.7.33. Derde dag

Microscopisch onderzoek

Onderzock de cellen onder een fasecontrastmicroscoop. Leg de morfologische veranderingen van de cellen als
gevolg van de cytotoxische effecten van de onderzochte stof vast. Deze controle wordt aanbevolen om experi-
mentele fouten uit te sluiten, maar deze gegevens worden niet gebruike voor de beoordeling van de cytotoxi-
citeit of fototoxiciteit.

Opname van neutraalrood

Spoel de cellen met 150 ul voorverwarmde EBSS/PBS. Verwijder de spocloplossing door voorzichtig af te tap-
pen. Voeg 100 ul NR medium toe en incubeer gedurende 3 wur op 37°C. in cen gehumidificeerde atmosfeer
met 7.5% CQ,.

Na incubatic het NR-medium verwijderen en de cellen spoelen met 150 pl EBSS/PBS. Decanteren en EBSS/PBS
volledig met vloeipapier verwijderen. (Andere mogelijkheid: omgekeerde plaat centrifugeren).

Voeg precies 150 pl NR-desorpticoplossing (vers bereid ethanolfazijnzuur) toe.

Schud de microtiterplaat gedurende 10 minuten snel op een microtiterplaatschudder totdat het NR uit de cel-
fen is geextraheerd en zich een homogene oplossing heeft gevormd.

Meet de optische dichtheid van het NR-extract bij 540 nm in cen spectrofotometer, waarbij de blanco's als
referentie worden gebruike. Sla de gegevens in een geschikt bestandsformaat (bv. ASCIL) op voor verdere ana-
lyse.

1) Nadere gegevens zin te vinden i referente 12,
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GEGEVENS

Kwaliteit van de gegevens en aantal gegevens

De gegevens moeten een zinvolle analyse van de met en zonder UVA/zichtbaar licht verkregen concentratie-
responskrommen mogelik maken. Als cytotoxiciteit wordt geconstateerd, mocten het concentratiebereik en
de intervallen tussen de verschillende concentraties zo worden gekozen dat er cen kromme aan de experimen-
tele gegevens kan worden gefit. Aangezien het mogelijk is dat een onderzochte stof niet cytotoxisch is bene-
den de voorgeschreven maximumconcentratie van 100 pg/ml in het niet-belichte experiment (-UVA), maar
zeer cytotoxisch bij bestraling (+ UVA), kan het nodig zijn dat de concentratiebereiken die in beide onderdelen
van het experiment moeten worden onderzocht, grootteordes verschillen om de vereiste kwaliteit van de
gegevens te bereiken. Als in geen van beide onderdelen van het experiment (-UVA en +UVA}, cytotoxiciteit
wordt aangetroffen, volstaat cen test met grote intervallen tussen de opeenvolgende doses tot aan de maxi-
male concentratic.

Een duidelijk positief resultaat hocft niet in cen herhalingsexperiment te worden geverificerd. Evenmin hoeven
duidelijk negatieve resultaten te worden geverificerd, op voorwaarde dat de onderzochte stof bij voldoende
hoge concentraties was getest. In dergelijke gevallen volstaat één groot experiment voorafgegaan door één of
meer voorbereidende experimenten om het concentraticbereik vast te stellen.

Tests met onduidelijke resultaten in de nabijheid van de grenswaarde van het voorspellingsmodel moeten ter
verificatie worden herhaald.

Als herhaald testen nodig wordt geacht, kan het van belang zijn dat de experimentele omstandigheden wor-
den gevarieerd om een duidelifk resultaat te bereiken. Een belangrijke variabele in deze test is het bereiden
van oplossingen van de onderzochte stof. Bij de herhaling van een test kan het dan ook essentieel zijn dat
deze omstandigheden (co-solvent, verpulvering, sonificeren) worden gevaricerd. Een andere mogelijkheid is de
incubatietijd voor de bestraling te variéren. Een kortere tijd kan zinvol zijn voor stoffen die onstabiel zijn in
water.

Verwerking van de resultaten

Waar mogelijk wordt bepaald bij welke concentratie van cen onderzochte stof 50% inhibitie van de cellulaire
NRU (EC;,) optreedt. Dit kan worden gedaan door een geschikte niet-lineaire regressiemethode (bij voorkeur
cen Hillfunctic of logistische regressie) toe te passen op de concentratieresponsgegevens of door andere fit-
technicken toe te passen (14). Voordat cen ECs-waarde voor verdere berekeningen wordt gebruikt, moet de
kwaliteit van de fit worden gecontroleerd. Een andere mogelifkheid is de ECy -waarde te bepalen met grafische
fittechnicken. In dit geval wordt aanbevolen waarschijnlijkheidspapier (x-schaal: logaritmisch, y-schaal: probit)
te gebruiken, aangezien de concentratie-responsfunctic na deze transformatic in veel gevallen nagenocg lineair
zal zijn.

Beoordeling van de resultaten (voorspellende modellen)

Voorspellend model versie 1: foto-irritaticfactor (PIF)

Als zowel met (+ UVA) als zonder {(-UVA) licht volledige concentratieresponskrommen zijn verkregen, wordt
een foto-irritaticfactor van (PIF) berekend met de volgende formule:
EC

@ b - S UV
£C,, (+ UY)

PIF < 5, wijst erop dat er geen fototoxisch potentieel is, PIF 2 5 wijst crop dat er fototoxisch potenticel is.

Als een stof alleen +UVA cytotoxisch is en —UVA getest geen cytotoxiciteit vertoont, kan de PIF niet worden
berekend, hoewel het resultaat wijst op fototoxisch potentieel. In dergelijke gevallen kan een > PIF” waarde
worden berekend als de (-UV) eytotoxiciteitstest worde uitgevoerd tot de hoogste testconcentratie (C,,,) en
deze waarde wordt gebruike om de > PIF" waarde te berekenen.

G £UY)

) >PlF =
EC (+ UV)

Als alleen een > PIF" waarde kan worden verkregen, wijst clke waarde > 1 erop dat er fototoxisch potenticel

is.

Als er geen ECyy (=UV) en EC, (+UV) kunnen worden berekend omdat de stof zelfs bij de hoogste testcon-
centratic geen cytotoxiciteit vertoont, wijst dit erop dat er geen fototoxisch potenticel is. [n dergelijke gevallen
wordt cen formele waarde (PIF = *17 gebruikt om het resultaat weer te geven:

Coy (- UV)

RS

CooL i UV
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Als alleen cen ,PIF = *1” kan worden verkregen, wijst dit erop dat er geen fototoxisch potentieel is.

In de gevallen (b) en () moet bij de voorspelling van het fototoxisch potenticel zorgvuldig rekening worden
gehouden met de bij de in vitro 3T3 NRU fototoxiciteitstest bereikte concentraties.

Voorspellend model versie 2: gemiddeld foto-effect (MPE)

Een andere mogelijkheid is om een nieuwe versie van het model voor de voorspelling van het fototoxische
potentiee] toe te passen, dic is ontwikkeld door gebruik te maken van gegevens van de EU/Colipa-validerings-
studie {15} en die in een latere studie van de in vitro fototoxiciteit van chemicalién voor UV-ilters blind is
getest (13). Dit model heeft geen last van de beperking van het Plt-model in gevallen waarin geen ECj,
waarde kan worden verkregen. In dit model wordt het ,gemiddelde-foto-effect” (MPE) gebruikt, een maar dic
is gebaseerd op de vergelijking van de volledige concentratieresponskrommen. Voor de toepassing van het
MPE-model is speciale computersoftware ontwikkeld aan de Humboldt Universiteit (Berlijn), die kosteloos kan
worden verkregen.

Interpretatie van de resultaten

Een positief resultaat van de in vitro 3T3 NRU fototoxiciteitstest (PIF > 5 of MPE 2 0,1) wijst erop dat de
onderzochte stof fototoxisch potenticel hecft. Als dit resultaat wordt verkregen bij concentraties lager dan
10 pg/ml, is het waarschijnlijk dat de onderzochte stof ook onder verschillende blootstellingsomstandigheden
in vivo fototoxisch is. Als alleen een positief resultaat wordt verkregen bij de hoogste testconcentratie van
100 pg/ml, kan het nodig zijn verder onderzock te doen om het gevaar of de fototoxische potentie te bepa-
len. Dit kan betckenen dat gegevens nodig zijn over penctratie, absorptie en eventuele accumulatie van de stof
in de huid. of dat ter bevestiging cen andere test op de stof moet worden uitgevoerd, bijvoorbeeld met een
humaan in vitro huidmodel.

Een negatief resultaat van de in vitro 3T3 NRU fototoxiciteitstest (PIF < 5 of MPE < 0,1) wijst erop dat de
onderzochte stof onder de toegepaste omstandigheden niet fototoxisch was voor de zoogdiercellen in de cul-
tuur. In gevallen waarin de stof kon worden getest tot de hoogste concentratic van 100 pg/ml, wijst een nega-
tief resultaat crop dat de stof geen fototoxisch potentieel heeft en dat in vivo fototoxiciteit onwaarschijnlijk
mag worden geacht. In gevallen waarin bij lagere concentratics identicke concentratietoxiciteitsresponsen
(£EC5y +UV en ECyy —UV) werden verkregen, kunnen de gegevens op dezelfde wijze worden geinterpreteerd.
Als echter geen toxiciteit is aangetoond (+UV en -UV) en de concentraties als gevolg van de beperkte oplos-
baarheid in water beperkt waren tot waarden lager dan 100 pg/ml, valt te betwijfelen of de test geschike is
voor de betreffende stof en moet worden overwogen ter bevestiging cen andere test uit te voeren (bv. met
cen in vitro huidmodel of een ex vive huidmodel of een in vivo test).

RAPPORTAGE

Testrapport

Het testrapport moet de volgende informatie bevatten:

Onderzochte siof:

— identificatiegegevens en CAS-nummer, indien bekend,

— fysische toestand en zuiverheid,

— fysisch-chemische cigenschappen die voor de test van belang zijn,
— stabiliteit en forostabiliteit, indien bekend.

Oplosmiddel:

— motivering van de keuze van het oplosmiddel,

— oplosbaarheid van de onderzochte stof in dit oplosmiddel,

— percentage oplosmiddel aanwezig in het behandelingsmedium (EBSS of PBS).
Cellen:

— type en bron van de cellen,

— atwezigheid van mycoplasma’s,

— aantal celpassages indien bekend,

—  UVA-gevoeligheid van de cellen, bepaald met de bestralingsapparatuur die in de in viro 3T3 NRU foto-
toxicitentstest worde gebruikt.

Testomstandigheden (a) — incubatic vddr en na behandeling:
— tvpe en samenstelling van het cultuurmedium,
— incubaticomstandigheden (CO,-concentratie. temperatuur, vochtigheid),

— incubaticduur (voorbehandeling, nabehandeling).



Testomstandigheden (b} — behandeling met de stof:

— motivering van de keuze van de concentraties van de onderzochte stof die met en zonder bestraling met
UV/zichtbaar licht zijn gebruikt,

— in geval van beperkte oplosbaarheid van de onderzochte stof en afwezigheid van cytotoxiciteit: moti-
vering van de hoogste geteste concentratie,

— samenstelling van het behandelingsmedium (gebufferde zoutoplossing),

— duur van de chemische behandeling.

Testomstandigheden (c) — bestraling:

— motivering van de keuze van de lichtbron,

— spectrale bestralingskarakteristicken van de lichtbron,

— transmissie/absorptickarakteristieken van de filters,

— karakeeristicken van de radiometer en gegevens over de kalibratie ervan,
— afstand van de lichtbron tot het testsysteem,

— UVA-bestralingssterkte op deze afstand uvitgedrukt in mW/cm?,

— duur van de blootstelling aan UV/zichtbaar licht,

— UVA-dosis (bestralingssterkee x tijd), uitgedrukt in jjem?,

— temperatuur waarbij de celculturen tijdens bestraling respectievelijk in het donker werden bewaard.

Testomstandigheden (d} — NRU test:

— samenstelling van NR-medium,

— duur van NR-incubatic,

-~ incubaticomstandigheden (CO -concentratic, temperatuur, vochtigheid),

— NR-extracticomstandigheden (extractiemiddel, duur),

— golflengte voor spectrofotometrische bepaling van NR optische dichtheid,

— tweede golflengte (referentic) indien gebruike,

— inhoud van de blancocuvetten van de spectrofotometer indien van toepassing.
Resultaten:

— levensvatbaarheid van cellen bepaald bij elke concentratic van de onderzochte stof, uitgedrukt in gemid-
delde procentuele levensvatbaarheid ten opzichte van de controles,

— concentraticresponskrommen (concentratie onderzochte stof vs. relatieve levensvatbaarheid van cellen)
verkregen in parallelle +UVA en - UVA-experimenten,

— gegevensanalyse van de concentratieresponskrommen: zo mogelijk berekening van EC,, (+ UVA) en ECsq
(-UVA).

— vergeliking van de twee concentraticresponskrommen die zijn verkregen met respecticvelijk zonder
bestraling met UVA/zichtbaar licht, hetzij door berekening van de foto-irritatiefactor (PIF), hetzij door
berekening van het gemiddelde foto-effect (MPE),

— classificatic van het fototoxische potentieel,

— criterfa voor acceptatie van de test (a) — parallelle negatieve controle:

— absolute levensvatbaarheid (optische dichtheid van NR-cxtract) bestraalde en niet-bestraalde cellen,
-~ bestaande gegevens mb.t. negatieve controle: gemiddelde en standaarddeviatic,
— criteria voor acceptatie van de test (b) — parallelle positieve controle:
—  EC(+UVA) en EC5, (= UVA) en PIF van voor positieve controle gebruikee stof,
— bestaande gegevens mb.t. voor positieve controle gebruikte stof: EC5,(+ UVA) and EC5(-UVA} en
Pk gemiddelde en standaarddeviatie,

Bespreking van de resultaten.

Conclusies.
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Aanhangsel

Plaats van de 3T3 NRU fototoxiciteitstests in een stapsgewijze bepaling van de fototoxiciteit van stoffen

Eerste beoordeling
van de stof
(Q)SAR, fotochemie
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