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Forord

Miljastyrelsen har stdtet projektet "Validering af en tredimensionel model for
gen- og hudirritation™. Projektet er gennemfat som et samarbejdsprojekt
mellem Miljastyrelsen og Veterinae- og Falevaredirektoratet, Institut for
Falevaresikkerhed og Toksikologi. Projektarbejdet med vagsmodellen SKIN?
ZK 1200 har givet anledning til udarbejdelse & fire videnskabelige artikler, der
danner grundlaget for denne rapport:

Brantom, P. G. et a., A summary report of the COLIPA international
validation study on alternatives to the Draize rabbit eye irritation test.
Toxicology in Vitro, 1997, 11, 141-179.

Espersen, R. J., Olsen, P., Nicolaisen, G., Jensen, B. L. & Rasmussen, E. S,,
Assessment of recovery from ocular irritancy using a human tissue equivalent
model. Toxicology in Vitro, 1997, 11, 81-88.

Rasmussen, E. S., Brug af rekonstruerede humane vagsmodeller i
toksikologiske og farmakol ogiske undersayel ser. Dansk Veterinartidsskrift,
1/11, 1996, 943-948.

Southee, J. A., McPherson, J. P., Osborne, R., Carr, G. J. & Rasmussen, E. S,,
1997: The performance of the tissue equivalent assay using the SKIN°™

ZK 1200 mode in the COLIPA international validation study on alternativesto
the Draize eyeirritation test. Toxicology in Vitro, 1999, 13, 355-373.

Projektet har vaeet fulgt af en styringsgruppe med fdgende medlemmer:

Miljastyrelsen:

Lone Mikkelsen (tidligere formand)
Lars N@gaard (nuvaeende formand)
Anne Marie Linderstram

Veterinae- og Falevaredirektoratet:
John Christian Larsen
Eva Selzer Rasmussen (proj ektleder)

Projektet er gennemfat af en projektgruppe palnstitut for Falevaresikkerhed
og Toksikologi med fdgende mediemmer:

René Espersen

Preben Olsen

Bo Lund Jensen

Gert Maarlav Nicolaisen
Karen Roswall

Martin Bach

Eva Selzer Rasmussen

Bale styringsgruppen og projektgruppen takkes for godt samarbejde.



Sammendrag

Modeller af menneskeligt vae kan konstrueres udfra enkelte celler. Teststoffer
kan pdaes direkte pavawet, og stoffers lokalirriterende egenskaber kan
undersayes ved mdinger af cellernes vitalitet. En vegsmode for gets
hornhinde, SKIN? ZK 1200, er blevet undersayt som mulig erstatning for test
for genirritation med kaniner. Vagsmodellen blev anvendt til at bedanme 55
kosmetiske indholdsstoffer og faedige produkter. Testningen indgik i en stor
valideringsundersayel se arrangeret af den europaiske kosmetikindustri
(COLIPA). Vagsmodelen blev vist at vaee meget god til forudsigelse af
genirritation i kaninforsay (Draize test MMAS vaedier). Desuden kunne
metoden forudsige individuelle vaesreaktioner i get med stor sikkerhed.
Forudsigelser af genirritation var bale holdbare for kosmetiske ingredienser
og faedige produkter. Med SKIN? ZK 1200 blev der yderligere etableret en
model, der kunne forudsige, om genirritation ville vaee vedvarende i et forsa
med 9 teststoffer. De opnéede resultater tyder pd at SKIN® ZK 1200 modellen
potentidt ville kunne ersatte dyreforsay for genirritation. Vagsmodellen er
udgéet af produktion efter undersayel sens afslutning, men de opnédede resultater
er relevante for vurdering af mulighederne for at kunne erstatte dyreforsay for
genirritation med alternative metoder.

COLIPA studiet bekraftede igrrigt resultaterne af andre st@re undersayel ser
med validering af aternativer til dyreforsay for genirritation. Ingen af de
avrige dternative metoder i COLIPA studiet var egnede til forudsigel se af
genirritation for alle teststoffer. Flere alternative metoder fandtes dog
velegnedetil at forudsige genirritation forasaget af ingredienser, specielt af
tensider. Tests med fosterhinder fra hansesg havde en ringe reproducerbarhed
mellem |aboratorier, mens reproducerbarheden af de avrige aternative
metoder mellem forskellige laboratorier var god.



English Summary

Models of human tissues can be reconstructed from single cells. Test
substances can be applied directly to the tissues, and the potency for local
irritancy can be evaluated by measurements of the viability of the cells. A
corneal model, the SKIN? ZK 1200 tissue equivalent, was evaluated as a
possible replacement of testsfor ocular irritation using rabbits. The tissue
equivalent was used to evaluate 55 cosmetic ingredients and finished products
in alarge validation study arranged by the European cosmetics industry
(COLIPA). The SKIN? ZK1200 model was shown to be very good in
predicting ocular irritation (Draize test MMAS values). Moreover, the tissue
equivaent assay gave agood prediction of individual tissue reactionsin the
eye. Thiswas both obtained for cosmetic ingredients and formulations, and all
types of materials could be tested. In addition, anew model developed with
the tissue equivalent showed promise for prediction of recovery from ocular
irritation in astudy on nine test substances. The results obtained indicate that
the SKIN? ZK 1200 tissue equivalent showed promise as a replacement of
animal experiments for ocular irritancy testing. After the study was completed,
the production of the SKIN? ZK 1200 model has ceased. The results obtained
with the modd are, however, considered to be relevant for the assessment of
the prospects for replacement of animal experiments for ocular irritancy with
aternative methods.

The results of the COLIPA study did moreover confirm the results of other
large validation studies on alternatives to animal experiments for eyeirritancy
testing. None of the other alternative methods in the COLIPA study were
suitable to predict ocular irritation caused by the mixed group of ingredients
and formulations. Several alternative methods were, however, very good in
predicting ocular irritation caused by surfactants. Tests using hens eggs
showed alow interlaboratory reproducibility, whereas the reproducibility of
the other aternative methods was good.



1 Indledning

Paverdensplan er der en staekt ayet interesse for brug af alternative metoder til
dyreforsay, specielt med henblik pavurdering af sikkerheden af kosmetiske
produkter. Der har vaeet anvendt flest ressourcer paat udvikle aternative
metoder til vurdering af genirritation, hvor de eksisterende dyreforsay med
kaniner er blevet intensivt kritiseret udfra videnskabelige og etiske
overveelser.

Der er udviklet en lang rakke in vitro tests, som mulige aternativer til in vivo
genirritationsforsay. Disse metoder omfatter simple fysisk-kemiske in vitro
tests med planteproteiner, metoder med kulturer af celler framennesker eller
pattedyr, systemer med isolerede gne fra kaer, kaniner eller hans, og tests med
fosterhinder i hanseag. En ny type in vitro tests med menneskelige ves, der
rekonstrueres udfra enkelte celler, er under udvikling. Brug af siddanne
vawsmodeller har givet lovende overensstemmel ser med resultater fra
dyreforsay og humane data paen lang raitke omraler. Denne rapport indledes
med et afsnit om konstruktion af humane vassmodeller specielt med henblik pa
test for lokalirriterende effekter.

Rapporten omhandler tillige forsay med en vagsmodel for gets hornhinde,
SKIN? ZK 1200, der er blevet vurderet som mulig erstatning for test for
genirritation med kaniner. 55 kosmetiske indholdsstoffer og faedige produkter
blev testet i en valideringsundersayelse arrangeret af den europaiske
kosmetikindustri (COLIPA), hvor 10 aternative metoder blev vurderet.
Institut for Falevaresikkerhed og Toksikologi deltog i valideringsprojektet
statet af Miljestyrelsen som et ud af tre laboratorier, der anvendte SKIN?
ZK1200 modellen.

COLIPA er en europaisk association af producenter af kosmetik, toiletvarer og
parfumeartikler. Organisationen blev etableret i 1962, og den reprasenterer
95% af den kosmetiske industri i EU landene med ca. 2000 firmaer. COLIPA
omfatter udover de nationa e associationer af firmaer fra 15 medlemsstater i
EU, 6 grupper af firmaer fraikke-EU lande og 21 stare internationale firmaer.

Kosmetikindustrien er en af de vasentligste drivkrafter bag udvikling og
validering af aternativer til dyreforsay til kosmetiktestning, og COLIPA er
medarranga af en lang rake programmer om validering af aternative tests.
COLIPA nedsattei 1992 en komité om alternativer til dyreforsay (SCAAT),
der har det overordnede ansvar for organisationens arbejde padette omréle.
SCAAT's medlemmer kommer frafirmaerne Biersdorf, L'Oreal, Procter &
Gamble, SmithKline Beecham, Unilever og Wella, men ale organisationens
internationale firmaer bidrager til arbejdet. COLIPA organiserer og deltager i
validering af alternativer til dyreforsay, primaet indenfor omréalerne
denirritation, fotoirritation fremkaldt af UV-strding, hudabsorption, og
produkters forenelighed med hud. COLIPA har opnéet en stor erfaring med
alternative metoder, og organisationen er en aktiv medspiller ved EU
Kommissionens vurderinger af metodernes fremskridt.

Interessen for udvikling af alternative metoder er bl.a. forasaget af EU's
kosmetikdirektiv (EU, 1993). Det fremga af direktivet, at medlemsstaterne



skal forbyde markedsfaing af kosmetiske produkter indehol dende bestanddele
eller forbindelser heraf, der er blevet afpravet padyr efter den 1 januar 1998
(EU, 1993). Fristen er blevet udskudt til 1. januar & 2000 for kosmetiske
ingredienser, da der ikke er etableret alternative metoder endnu. EU
Kommisionen overvejer dog at gennemfae et helt eller delvist forbud mod
testning af faedige kosmetiske produkter i dyreforsay inden denne frit.

| COLIPA’svalideringsundersayel se for genirritation blev der vist en meget
god overensstemmel se mellem forudsigel ser foretaget udfra data fra
vagsmodellen SKIN? ZK 1200 og akut irritation i kaninforsay. Derimod var den
anvendte metode med vagsmodellen i COLIPA studiet ikke velegnet til at
forudsige, om genirritation vil vaee vedvarende. | et selvstaadigt indledende
forsay med 9 teststoffer blev der derfor etableret en metode til vurdering af
bedring (recovery) af akut genirritation med SKIN? ZK 1200 modellen. |
rapporten er den nye metode med SKIN? ZK 1200 modellen til vurdering af
recovery fragenirritation beskrevet efter COLIPA studiet.

Rapporten dutter med en diskussion af de fremtidige muligheder for erstatning
af dyreforsay for genirritation med alternative metoder. De fleste alternative
metoder er mere reproducerbare end Draize testen. Derfor ba en vurdering af
metodernes evnetil at forudsige genirritation tillagges stare vagt end

gentagen dokumentation af resultaternes reproducerbarhed mellem forskellige
|aboratorier. SKIN® ZK 1200 modellen er den faste in vitro metode, der har
vist et overbevisende potentiale for fuldstaadigt at kunne erstatte Draize
testen. Vagsmodellen er udgat af produktion, men det vil vaee muligt at
anvende andre kommercielle vegsmodeller, eller at udvikle nye ikke-
kommercielle vagsmodeler til genirritationstestning. Andre etablerede
aternative metoder har ikke vist sig egnedetil en generel forudsigel se af
denirritation, men flere af disse metoder er formentlig velegnedetil test af
tensidbaserede produkter.



2 Rekonstruerede vavsmodeller

Der er udviklet en lang rakke in vitro modeller med vae, der er rekonstrueret
udfraceller framenneskelig hud. Der anvendes f.eks. genmodeller, der
fungerer som en model for hornhindens epithelvas eler er et kombineret
epithel og statevaw (stroma). En raitke hudmodeller er opbygget patilsvarende
méle, men her er ogsdopbygget et hornlag (stratum corneum). Modellernes
lighed med normalt vag giver mulighed for en lang raktke praktiske
anvendelser indenfor toksikologien og farmakol ogien (Rasmussen, 1996).
Forsay med rekonstruerede vagsmodellerne har forel digt givet gode
overensstemmel sex til resultater fradyreforsay ved test-ning af mange
forskellige typer stoffer og produkter for gen- og hudirritation, ats-ning og
fototoksicitet. Vagsmodeller anvendestillige ved undersayel ser af hudens
udvikling og s&heling samt i vurdering af anti-akdnings midler og
solbeskyttende praparaters effekt.

2.1 Rekonstruktion af vay

Rekonstrueret hud er udviklet til behandling af store brandsd, hvor det ikke er
muligt at anvende patientens egen hud til transplantation. Bale rent kemisk
fremstillede systemer, som skumplader fremstillet af makromolekyler fra
huden, og biologiske modeller med levende hudceller er blevet brugt.
Dyrkning af overhudsceller (keratinocyter) direkte pasabunden ved stare
forbraadinger kan fae til sksammentra&ning, og forudgdnde brug af en
kunstig underhud (dermis) har vist sig at give en betydeligt bedre siheling. Pa
den kunstige dermis uds3 4-6 cellelag tykke kulturer (vee) af keratinocyter.
Hormoner og andre vastfaktorer tilfaes fra patientens krop, og keratino-
cyterne danner et fuldt udviklet epithel med hornlag.

Rekonstruerede hudmodeller indeholder typisk enten udel ukkende keratino-
cyter eller kombinationer af fibroblaster og keratinocyter, og de reprasenterer
derfor et meget forenklet system sammenlignet med in vivo Situationen. Den
store udfordring ved konstruktion af hudmodellerne har vaeet at frembringe en
flerlaget epidermis med stratum corneum uden hjaip fraen levende organisme.
K eratinocyter udsds pafiltre eller andre substrater, og danner herpaet
sammenhaagende |ag af basalceller. Hvis processen stoppes her, er der
konstrueret en genmodel. Hvis cellekulturerne bagefter udsattes for [uft,
dannes der et flerlaget epidermalt vag, der daktkes af et tyndt hornlag. Herved
er der dannet en hudmodel. Den kunstige epidermis besta &f tilsvarende lag af
keratinocyter som den naturlige, og en vellignende ultrastruktur er pdist ved
lys- og dektronmikroskopi.

Vagsmode lerne kan brugestil studier af keratinocyternes differentiering,
herunder af forandringer af profiler af proteiner og fedtstoffer. Der er p&vist en
stor biokemisk lighed mellem modellerne og normal hud, men vaes-
modellerne adskiller sig dog ogsapaflere punkter markant strukturelt og
biokemisk frain vivo situationen. Der er specielt store forskellei den relative
forekomst af forskellige fedtstoffer og i deres strukturelle organisering og
fordeling. Desuden sker der en hg grad af diffusion gennem deikke fuldt
forhornede celler i stratum corneum in vitro.



Flere vawsmodeller bestd udelukkende af epidermalt vaw dyrket padale
erstatninger for dermis som f.eks. deepidermiseret dermis, mikroporasefiltre,
eller en kollagenmatriks. Tilstedevaeel sen af en levende dermis har dog
formentlig stor betydning for vawets funktioner. Under saheling in vitro bliver
keratinocyternes vakst markant ayet ved tilstedevaeel sen af epidermal
vakstfaktor, og af stoffer der udskilles af basalmembranen og fibroblaster.
Forekomsten af et epithel, en basalmembran og et bindevag i in vitro
modellerne kan tillige bruges ved vurdering af, om lasioner vil kunne heles
uden varig skadevirkning. N& kun de ydre dele af et epithel beskadiges, er
konsekvenserne generelt sma fordi veet er i stand til at regenerere. Hvis
basalmembranen og stroma ogsabeskadiges, kan der opstapermanente skader.

En levende dermis kan konstrueres paflere maler. Celler fradermis
(fibroblaster) kan f.eks. indstdoes i en gel af kollagenfibre og vees-
kulturmedium. Cellerne hafter sig hurtigt fast til kollagenfibrene, gelen traltkes
herved sammen og mediet udstales. Efter 2-3 dagei kultur dannes en tat plade
af hvidt, kondenseret vaw, der er et egnet grundlag for dyrkning af epidermale
celler. Levende dermalt vae kan ligeledes fremstilles ved dyrkning af
fibroblaster panylonnet med mikroskopiske masker. Cellerne hafter sig fast til
nettet, de udskiller forskellige dermale matriksmolekyler, og vawet fylder
gradvist nettets masker. Herved dannes der et tre-dimensionelt bindevae,
hvorpaandre celletyper kan dyrkes.

En serie af modeller har haft fibroblastvas dyrket panylonnet som basis. En
SKIN? ZK 1100 model best& udelukkende &f fibroblastvas. | SKIN? ZK 1200
genmodellen er dette bindevas suppleret med 3-4 lag keratinocyter. Vawet er
en model for hornhinden, der har et lag af epidermale celler af tilsvarende
tykkelse. SKIN® ZK 1300 systemer med hornlag har vaeet anvendt som
hudmodeller. En model med humane dlimhindeceller fra mundhulen er blevet
brugt til test af materialer til tandbehandling. Hudvas opbygget pabiologisk
nedbrydelige net er udviklet til brug ved transplantationer.

Vagsmodellerne er metabolisk aktive, og de kan yderligere brugestil at
undersaye effekter af samspillet mellem forskellige celletyper. Fors@ med
dyrkning af pigmentdannende celler (melanocyter) i flerlagede
keratinocytkulturer har vist, at flere karakteriske tra& frain vivo Situationen
kan genskabes. Melanocyterne etablerer sig i det basale keratinocytlag, og de
begynder at producere pigmentet melanin. Efter UV-bestrding ajes vawets
pigmentering. En sdlan model er vurderet som meget velegnet til test af
stoffers og produkters fototoksiske eller solbeskyttende virkning.

Pavirkning af va® med lokalirriterende stoffer og UV-strding kan aadre
cellernes enzymaktivitet og vastmenster samt medfa@e udskillelse af
irritationsmarka@er som prostaglandiner, leukotriener og cytokiner. | gennem
en laagere arakke er mainger af salanne parametrei traditionelt dyrkede
cellekulturer blevet vurderet som mulige aternativer til dyreforsay ved
testning af stoffers |okalirriterende effekter. Generelt har resultater fra sidanne
systemer vaeet i god overensstemmelse med in vivo genirritationsdata for
vandopl gselige forbindelser, men ved en ragke stare blindundersayel ser af
blandede stoffer og materialer har metoderne dog vist sig at vaee fuldstaadig
utilstrakekelige til forudsigelse af in vivo responset. Forsay med genmodeller af
rekonstrueret vag er nu blandt de mest lovende alternativer til dyreforsa). En
rabtke procedurer med vaesmodeller er ogsdudviklet til brug ved testning for
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atsning, hudirritation og fototoksicitet, og salanne metoder er under yderligere
validering.
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3 COLIPA's validering af
alternativer til Draize
gjenirritationstesten

| 1993 tog COLIPA initiativ til at organisere et program for validering af alter-
native metoder til Draizetesten for genirritation. Programmet var specielt rettet
mod test af kosmetiske indholdsstoffer og formuleringer. Studiet blev designet
til at bygge paerfaringer fraen tidligere valideringsundersayel se padette felt
arrangeret af EU Kommissionen og British Home Office (EC/HO studiet)
(Ballset al., 1995), hvor 40 % af de deltagende |aboratorier kom fra
kosmetikindustrien. 20 teststoffer var falles for begge undersael ser, og flere
af de alternative metoder blev ogsabrugt i begge studier.

Figur 3.1
TASK FORCE
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Opbygning af COLIPA’s gienirritationsstudie.

COLIPA genirritationsstudiet var designet til at afgae, om datafrade
alternative metoder kunne give: 1. en acceptabd overensstemmel se med

Drai ze testens modificerede maksimal e gennemsnitlige scoringsvaedier
(MMAS), 2. en acceptabel overensstemmel se med Draize testensindividuelle
vawsscoringer og tid for recovery, og/dller 3. en rimelig forudsigel se af
genirritationspotentialet i Draize testen udfra en forudsigelsesmodel (de Silva,
1996).
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3.1 Undersogelsens design

Studiet blev overordnet sponsoreret og organiseret af COLIPA, men enkelte
uafhaagige forskningsgrupper deltog med egen sponsorering. Veterinae- og
Falevaredirektoratet, Institut for Fadevaresikkerhed og Toksikologi, deltog
f.eks. med sponsorering af testningen fra Miljastyrelsen i et samarbejds-
projekt. COLIPA nedsatte en arbejdsgruppe med ansvar for gennemfael sen af
genirritationsstudiet, og udpegede et managementudvalg til at forestaledelsen
af projektet (sefigur 3.1). Hver test fik tildelt et |edelaboratorium, der forestod
koordineringen mellem COLIPA og deltagerne, udarbejdede testprotokol og
forudsigelsesmodel for metoden, og varetog den daglige ledelse af den
samlede projektgruppes arbejde. Projektet blev planlagt med mindst to labora-
torier pr. metode, og kun tre metoder blev pdegyndt i fire eller flere
laboratorier (Brantom et al., 1994).

3.2 Teststoffer

COLIPA studiet omfattede 55 testmateriaer, der daltkede et bredt spektrum af
kosmetiske indholdsstoffer og formuleringer. Materialerne omfattede ikke
bare vandopl zelige tensidbaserede produkter, men ogsaf .eks. faste stoffer,
pulvere, aerosoler, viskese vasker, cremer, farvede produkter og
alkoholbaserede materialer. De 55 teststoffer datkede hele spektret af Draize
test MMAS scoringens 110 points skala.

23 o teststofferne var ingredienser (setabel 3.1). In vivo genirritationsdata for
disse ingredienser kom fra ECETOC's databank (ECETOC, 1992). Alle stoffer
i denne databank er testet for genirritation i Draize testen efter OECD
guideline 405, og banken omfatter bade MMAS vaedier og individuelle
vawsscoringer for ale forsgysdyrene. 20 af disse stoffer var falesfor COLIPA
studiet og EU/Home Office undersayel sen.

Tabel 3.1
Ingredienser anvendt som teststoffer i COLIPA studiet

Benzalkoniumklorid 1% *

Propylenglycol

Benzalkoniumklorid 5% *

Natriumhydroxid 1% *

Benzalkoniumklorid 10% *

Natriumhydroxid 10% *

n-butylacetat *

Natriumlaurylsulfat 3% *

Cetylpyrimidinbromid 6% *

Natriumlaurylsulfat 15% *

Cetylpyrimidinbromid 10% *

Natriumlaurylsulfat 30%

Ethylacetat *

Trikloreddikesyre 30% *

Glycerol *

Triton X-100 1%

Imidazol *

Triton X-100 5% *

Isopropanol *

Triton X-100 10% *

Methylethylketon *

Tween 20 *

Polyethylenglycol 400 *

*: Fdles teststoffer i EU/Home Olffice og COLIPA studiet

De resterende 32 teststoffer var faedige kosmetiske produkter (se tabel 3.2).
Produkterne var baseret paformuleringer, der har vaeet undersagt i en vali-
deringsundersayel se arrangeret af den amerikanske kosmetikindustri (CTFA),
og produkterne var tidligere testet in vivo. Resultaterne fradisse forsay var dog
ikke sammenlignelige med ECETOC's data, da der var anvendt |okal bedavel se
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ved CTFA's in vivo testning. Nye Draize tests efter OECD guideline 405 blev
derfor udfat for COLIPA for de 32 produkter af Agencé du Medicament. In
vivo testningen var udf@t med fra 1 til 6 dyr pr. teststof, og forsagene var kun
gentaget for 2 stoffer. Her blev gennemsnittet i scoringsvaedier fra de udfate
forsgy anvendt. Resultaterne fra dyreforsayene kunne derfor ikke bruges til at
bedanme variationen mellem forskellige forsay i opndede scoringsvaedier.

Tabel 3.2
Formuleringer anvendt som teststoffer i COLIPA studiet

Cologne Mascara

Emulsion antiperspirant Fugtighedscreme med solfaktor
Eye liner Mundvask

Hair conditioner Shampoo - normal

Hair styling lotion Brusegel

Hudrensemiddel Tandpasta

Handrensemiddel Solcreme SPF 15

Hadsabe Solcreme

Hafarvebasis formulering 1 Shampoo - 21 1

Hafarvebasis formulering 2

Shampoo - antiskad

Hafarvebasis formulering 3

Shampoo - baby

Rensegel Pumpe-deodorant
Renseskum Flydende sabe

Rouge Salve (hydrofil)
Ujenmakeup fjerner Parfumeret hudlotion
Gjenskygge Skrubbemiddel

COLIPA studiet omfattede 2 faser: De 10 faste stoffer blev testet i 1994, og
de resterende 45 stoffer i 1995. Alle teststoffer blev testet blindt, og de var
individuelt kodede, sade deltagende laboratorier ikke kunne ssmmenligne
deresresultater fa studiets afdlutning. Med praverne medfulgte et
telefonnummer til en engelsk giftinformationscentral, salaboratoriernei
tilfabde af uheld kunne blive informeret om prevernes giftighed.

3.3 Alternative metoder

COLIPA undersayel sen omfattede 10 alternative metoder, der anvendesi
kosmetikindustrien som screeningstests.

SKIN® ZK1200

| testen anvendtes et kunstigt vae, der blev fremstillet af humane fibroblaster
og keratinocyter fraforhud. Fibroblasterne blev dyrket panylonnet, hvor deii
Idbet af en méaned dannede et sammenhaegende bindevae. Ovenpadette vaw
blev der udsdt keratinocyter, der voksede ud til et 3-4 cellelag tykt epithel.
Vaw pal x 1 cm blev fremstillet som et kommercielt testkit, SKIN® ZK 1200, af
firmaet Advanced Tissue Sciencesi Californien. Kits med 24 vagspraver blev
pakket i bakker, hvor vasene launder agar med nagingsmedie, hvorefter de
med fly blev transporteret til de deltagende laboratorier.

Teststofferne blev doserede ufortyndet paepithelsiden af vasenei faste
koncentrationer pa25 pl eler 25 mg. Efter eksponering for teststoffer i
perioder paop til 60 minutter, blev vaeene vasket og cellerne vitalitet opgjort
med MTT testen. MTT er en gul tetrazoliumfarve, der reducerestil et violet
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formazansalt ved cellulaee redoxprocesser. Maagden &f violet farvei vawene
blev mat fotometrisk efter ekstraktion af farven med isopropanol. For hvert
teststof blev der beregnet en tso vaedi. Dette er den eksponeringstid, der
medfa@er en 50% reduktion i MTT metabolismen. Testen havde en matematisk
forudsigelsesmodel, der var etableret pabasis af historiske data for 132
ingredienser og produkter. Alle stoffer og produkter kunne testes med
metoden. Modellen er udgéet af produktion efter COLIPA studiets afdutning.

Neutralradtoptagelse

Neutra raltoptagel sestesten kan udf@es med en rake forskellige celletyper,
men den blev i COLIPA studiet udfat med 3T3 musefibrobl aster.
Vitafarvestoffet bliver tilbageholdt i lysosomernei levende celler pagrund af
forskellen i pH mellem lysosomet og det omgivende cytoplasma. Maagden af
neutralradlt, der optagesi 3T3 celler, er direkte proportionalt med antallet af
levende celler i kulturen. Koncentrationen af teststof, der giver en 50%
reduktion i optagelsen af neutralralt bestemmes efter ekstraktion af
farvestoffet. Testen havde en matematisk forudsigel sesmodel, der kunne
forudsige MMAS vaedier op til 60. Modellen var etableret pabasis af
historiske data for 30 stoffer, hvoraf 29 var tensider. En begraasning ved
metoden er, at der ikke kan testes uorganiske syrer og baser, og at kun
vandopl gselige stoffer kan testes.

Test med rade blodlegemer

| testen opgares skade pacellemembranen ved fotometrisk mding af udsivning
af haenoglobin fra rade blodlegemer. Desuden mdes protein-denaturering ved
at fdge reduktion i managden af oxyhaenoglobin fotometrisk. Koncentrationen
af teststof, der giver 50% haenolyse i forhold til totalt lyserede kontrol prever
bestemmes. Bale den laveste koncentration af teststof, der giver denaturering,
og den maksimale procentvise denaturering opgaes ogsa Testen havde en
matematisk forudsigelsesmodel, der var etableret pabasis af historiske data for
25 faedige produkter, og en klassifikationsmodel, der var etableret pagrundlag
af test af ca. 100 stoffer. Vandoplzselige ketoner, primaee alkoholer og
uorganiske syrer og baser var ikke omfattet af den sidstnagnte model. Kun
stoffer, der er vandopleselige eller blandbare med vand kan testes med
metoden.

Predisafe

Metoden bestd af et kommercielt testkit, hvor der mdes frigaelse af
neutraralt fra SIRC celler (hornhindeceller frakanin), der har optaget
farvestoffet inden testningen. Der anvendes en kort eksponeringstid (< 1
minut). Koncentrationen af teststof, der giver 50% frigael se af neutralrait
bestemmes. Testen havde en matematisk forudsigelsesmodel, der var etableret
pabasis af historiske data for 47 faedige produkter. Alle stoffer og produkter
kunne testes med metoden.

Silikonemikrofysiometeret

Metoden omfatter, at kulturer af fibroblastceller (L929 celler), der dyrkes pa
porgse filtre. Kulturerne placeresi et sensorkammer paet Cytosensor ™
slikonemikrofysiometer, og aadring i cellernes metabolisme fdges ved
kontinuerte mainger af den ekstracellulaee pH. For hvert teststof konstrueres
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der dosis-responskurver, der relaterer cellernes metabolismetil dosis af
teststoffet. Koncentrationen af teststof, der giver 50% haenning af cellernes
metabolisme bestemmes. Testen havde en matematisk forudsigel sesmodel, der
var etableret pabasis af historiske datafor 133 tensider og tensidbaserede
produkter. Kun vandopl gselige stoffer kan testes med metoden.

CAMVA

Metoden er baseret paanayse af aadringer af blodkar (VAscular changes) i
fosterhinden (den chorioal lantoide membran, CAM) af befrugtede hansese.
Afgeneinkuberesi 3 dage, og pa4. dagen bores et hul skallen, og ca. 2,5 ml af
aggehviden fjernes. Et rektangulagt vindue pa2 x 2 cm skaeesi skallen. Pa10.
dagen placeres en teflonring pafosterhinden, og 40 ml af teststoffet pdaes
indenfor ringen. Vinduet forsegles og agget inkuberesigen. CAM responset
evalueres efter 30 minutter, og blodophobning, kapillagindvakst og/eller
tilstedevaeel se af tomme blodkar (ghost vessels) bedanmes som et positivt
respons. For hver fortynding af teststoffet beregnes procentdelen af ag, hvor
fosterhinderne reagerer. Herefter beregnes den koncentration, der teoretisk
giver reaktion i 50% af aggene med 95% konfidensgraaser. CAMVA havdeto
forskellige matematiske forudsigel sesmodeller. En model for alkoholer, der
var opstillet pabasis af historiske datafor 4 stoffer, og en for andre stoffer, der
var opstillet pabasis af historiske datafor 19 stoffer. Den sidstnagnte model
udelukker resultater opndet med polyethylenglycol-fedtsyrer og beslagtede
fede amidethanolamider.

EYTEX

Metoden bestod af et kommercidlt testkit med et planteprotein, der kan blive
uigennemsigtigt efter reaktion med et teststof. Reaktionen blev aflast i et
colorimeter. Ved brug af kalibratorstoffer var det muligt at sammenligne et
resultat med en Draize skala og bestemme en EY TEX Draize aivivalent.
EYTEX testen havde en matematisk forudsigelsesmodel, der kunne forudsige
MMAS vaedier op til 99. Modellen var udviklet pabaggrund af historiske data
for 102 stoffer. Materialer med indhold af manganviolet, >5% urinstof, >3%
aluminiumklorhydrat, >5% zinkoxid eller >40% tensider kunne ikke testes.
EYTEX modellen er udget af produktion efter COLIPA studiets afslutning.

Pollenraorvedst

Metoden er baseret pafotometrisk kvantificering af vakst af pollenra fra
tobaksplanter i et kulturmedium. Pollenkorn dyrkesi 18 timer ved
tilstedevaee se af forskellige koncentrationer af teststoffet, og massen af
nydannede pollenra bestemmes ved farvning med Alcianbld. K oncentrationen
af teststof, der giver en 50% reduktion i dannelsen af pollenrg bestemmes
efter ekstraktion af farvestoffet. Testen havde en matematisk forud-
sigelsesmodel, der var etableret pabasis af historiske data for 43 faedige
produkter. Alle stoffer og produkter kunne testes med metoden.

HET-CAM testen

Metoden er i lighed med CAMVA testen baseret paanalyse af aedringer af
blodkar i fosterhinden af befrugtede hansesg. Teststoffer pdaes fosterhinden i
6 ag pr. dosis pa9. dagen efter befrugtningen. CAM responset evalueres efter 5
minutter for transparente teststoffer og efter 30 sekunder for andre stoffer.
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Blaining, lysering af blodkar og koagulering bedanmes som et positivt
respons. Resultatet omsatestil et irritationsindeks ved hjap af et
computerprogram. 5% Texapon SVF (et anionisk tensid) bruges som positiv
kontrol. Testen havde en klassifikationsbaseret forudsigelsesmodel, der var
etableret pabasis af historiske data for 97 stoffer. En begramsning ved metoden
er, at der ikke kan testes stoffer, der klaber til fosterhinden eller som er stagkt
farvede.

Fluorescein lakage

| testen anvendes konfluente nyreceller (Madin-Darby Canine kidney cells)
der i 15 minutter eksponeres for 5 faste koncentrationer af teststoffet.
Starelsen af en eventuel skade pacellerne bestemmes udfra maagden af
fluorescein, der kan passere gennem cellelaget gennem 4 timer.
Koncentrationen af teststof, der giver anledning til en 20% beskadigel se af
cellelaget beregnes herefter. Testen havde en klassifikationsbaseret

forudsigel sesmodel, der var etableret pabasis af historiske data for 43 tensider
og formuleringer. En begraasning ved metoden er, at der kun kan testes
vandoplzselige stoffer.

3.4 Etablering af forudsigelsesmodeller

En vasentlig del af COLIPA studiet var anvendel sen af forudsigel ses-modeller,
der blev brugt til at give en klar standard for vurderingen af de dternative
metoders pdidelighed. En forudsigelsesmode! er en formel, der omsatter
resultaterne fraen aternativ metode til en forudsigelse af toksicitet in vivo.
Hvis en metode ikke har en forudsigel sesmodel, betragtes den ikke som
tilstrakeligt udviklet til at kunne valideres, fordi der endnu ikke er etableret
en relation mellem in vitro og in vivo data (Bruner et a., 1996).

De forudsigel sesmodeller, der blev brugt i COLIPA studiet, blev udviklet pa
basis af historiske data fra de enkelte testsystemer. Forudsigel sesmodellerne
indeholdt fire elementer, der er nalvendige for at kunne forudsige en in vivo
effekt udfra et in vitro resultat: 1. en beskrivelse af de typer af teststoffer, som
forudsigelsesmodellen omfatter, 2. en beskrivelse af de typer af data, der kan
indgai modellen, og 3. en formel for omdannelse &f in vitro datatil en
forudsigelse & et in vivo respons, og 4. en indikation for, hvor praeisen
forudsigelse antages at vaee.

| COLIPA studiet blev pdideligheden af de alternative metoder vurderet pa
baggrund af, om resultaterne fra de alternative metoder var reproducerbare
mellem laboratorierne, og om de opndede data passede med den anvendte
forudsigelsesmoddl. Bedanmelse af alternative metoders evnertil at forudsige
genirritation blev som tidligere nagnt opstillet som det vasentligste forma ved
planlagningen af COLIPA studiet. Efter undersayel sens aflutning blev
vurderingen af metodernes relevans anset for at vaee et separat spggsma. | den
indledende rapport om studiet blev der derfor fokuseret mere paspaggsma
vedr@ende metodernes reproducerbarhed, end patestenes potentiale for
generdt at kunne erstatte Draize testen (Brantom et d., 1997).

| studiet blev der anvendt to forskellige typer af forudsigel sesmodeller. En
gruppe af modeller var matematiske funktioner, der gav praeise forudsigelser
af et bredt spektrum af Draize MMAS vaedier udfrain vitro data. En anden
gruppe var ikke-kontinuerte klassifikationsmodeller, der kun relaterede in vitro
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datatil forskelige irritationsklasser. Anvendelse af matematiske modeller
giver principielt mulighed for at kunne forudsige alle typer af det anskede in
vivo respons, f.eks. MMAS vaedier fra Draize testen. Begge typer af modeller
kan have begraasninger, f.eks. i form af stofklasser og tilstandsformer, der
ikke kan testes eller typer af respons (f.eks. stagk genirritation), der ikke kan
forudsiges. Der kan ikke opnds en preeis forudsigelse of et stofsin vivo
toksicitet med klassifikationsmodeller, men de brugestil en grovere opdeling
af stoffer i f.eks. mildt, moderat og staekt irriterende stoffer.
Klassifikationsmodeller giver derfor generelt en svagere forudsigelse af in
vivo responset end matematiske modeller, og baggrunden for at opstille denne
modeltype er som regel, at der ved indledende undersayel ser ikke har kunnet
pdvises en kontinuert sammenhaag (korrelation) mellem in vitro dataog et in
Vivo respons.

Hidtil har studier vedra@ende validering af aternative metoder primagt vaeet
koncentreret om indledende analyser af korrelationer mellem in vitro og in
vivo data. COLIPA studiet er en af de faste undersayel ser hvor

forudsigel sesmodeller, opstillet pagrundlag af tidligere undersayel ser, bruges
til at bedamme metodernes evnetil at forudsige in vivo responset og
reproducere korrelationer opndet med historiske data. Studiet belyser derfor en
rakke fundamental e problemer ved anvendel se af modellerne, der vil kunne
bruges ved planlagning af fremtidige valideringsstudier. En sidel dende
anvendel se af matematiske modeller og klassifikationsmodeler ga det meget
vanskeligt at foretage en overordnet sasmmenligning af de aternative metoders
relevans. Det er f.eks. nalvendigt at anvende forskellige statistiske metoder
ved behandlingen af resultater fra de to ovennagnte grupper af modeller, og
resultaterne kan ikke umiddel bart sasmmenlignes (se afsnit 3.6 om Statistiske
metoder). | COLIPA studiet vanskeliggjorde en rake andre forhold ogsaen
sammenligning af de forskellige metoder. Grundlaget for sammenligning af in
vitro og in vivo resultater var f.eks. ikke standardiseret. Sdedesblev der ved
analyse af HET-CAM testens resultater anvendt individuelle vagsscoringer
fra Draize testene, hvorimod MMAS vaedier blev brugt for alle de avrige in
vitro systemer. Tillige var det tilfabdet, at ale undersayel sens teststoffer kun
blev testet i 3 ud af de 10 alternative metoder (SKIN? ZK 1200 modellen,
Predisaf etesten og testen for pollenrgvakst). Ved brug af de arrige metoder
blev det tilladt at undlade at teste ingredienser og produkter, der ville vaee
vanskelige at handtere. 50% af teststofferne méte f.eks. frasorteres ved brug af
silikonemikrofysiometret.

Teoretisk set vil alternative metoder med kontinuerte matematiske
forudsigelsesmodeller uden avorlige begraasninger have det bedste potentiale
for at kunne erstatte et dyreforsay. Metoder, der kun har kunnet opnaen
klassifikationsmodel, vil derfor kunne undvaees, med mindre metoden
potentielt kan forudsige et helt unikt og vasentligt biologisk respons.
Begrundelsen for valg af modeltype forekommer tillige uklar, na biologisk
naet bed agtede systemer som f.eks. CAMVA og HET-CAM testen har
forskellige typer af forudsigel sesmodeller. Endvidere vil der kunne opstilles et
minimumskrav til antallet af stoffer, der danner basis for opstilling af en
forudsigelsesmodel. Dette var ikke tilfabdet i COLIPA studiet, hvor antallet af
stoffer bag modellerne varierede fra4 (CAMV A testens model for alkoholer)
til 132 (SKIN? ZK 1200 metodens mode! for generel forudsigelse af den-
irritation). Endelig vil det vaee relevant at begraase en validerings-

undersayel se, der designestil at kunne anvendes til sasmmenligning af
forskellige tests, til at omfatte metoder hvor alle eller flertallet af de valgte
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teststoffer kan undersayes.

3.5 Indsamling af in vitro resultater

BIBRA stod béde for forsendelse af prever til laboratorierne, og indsamling af
data samt den statistiske analyse af resultaterne. Disse funktioner blev udfat i
henhold til GLP. De deltagende |aboratorier indsendte de opnéede in vitro
resultater pastandardiserede datablanketter direkte til BIBRA. Blanketterne
indeholdt information om prevernes koder, en beskrivel se af testmateriaet, in
vitro ralata og beregnede in vivo data. De indsendte datas kvalitet blev
kontrolleret af BIBRA's kvalitetssikringsenhed (Brantom et a., 1997).

3.6 Statistiske metoder

BIBRA udfate den statistiske analyse af de opndede data. Der brugtes
forskellige grupper af tests afhaagigt af, om in vitro metoderne havde
matematiske eller klassifikationsmassige forudsigel sesmodeller.

For in vitro metoder med matematiske forudsigel sesmodeller blev metodernes
relevans bedant ved analyser af linesee korrelationer mellem forudsagte
Draize MMAS vaedier pabaggrund &f in vitro data og observerede Draize
MMAS vaedier. Det blev desuden undersayt i hvilket omfang de forudsagte
Draize MMAS vaedier passede med de opstillede forudsigel sesmodeller. Det
blev beregnet hvor stor en procentdel af observationerne, der for de enkelte
tests faldt udenfor forudsigel sesmodellens 95% og 99% forudsigel ses-
intervaller. BIBRA beregnede ogsasummen af kvadrerede forskelle mellem
forudsagte og observerede Draize MMAS vaedier. Disse summer kan bruges
til at vurdere, hvor gode forudsigelser der er opnéet. In vitro metodernes evne
til at forudsige in vivo respons blev tillige vurderet udfra Altman/Bland
diagrammer af forskellen mellem forudsagte og observerede Draize MMAS
veedier for hvert laboratorium.

Med henblik paat vurdere de ovennagnte metoders reproducerbarhed mellem
forskellige laboratorier blev der beregnet gennemsnit, standardafvigelser og
variationskoefficienter (CV) for utransformerede og logaritmisk
transformerede in vitro data. Desuden blev der udarbejdet Altman/Bland
diagrammer af forskellen mellem forudsagte Draize MMAS veaedier for
[aboratorierne parvist.

Bale relevansen og reproducerbarheden &f in vitro metoder med
klassifikationsmodeller blev vurderet med kappa statistik. Udtrykket for
overensstemmelsei klassificering, kappa (k), har et maksimum pal, n&
overensstemmelsen er perfekt. En kappavaedi pa0 betyder, at
overensstemmel sen ikke er bedre end hvad der kan vaee tilfakdigt, og negative
vaedier viser en ringere overensstemmel se end dette. | kappa statistikken kan
der bale bruges ensartet vagtning af resultaterne eller forskellig vagtning. Ved
ensartet vagtning tages der ikke hensyn til graden af uoverensstemmelse
mellem resultaterne, idet alle uoverensstemmel ser behandles ens. En kappa
med liniae vagtning tildeler stare betydning til effekter af uoverensstemmel ser
pamere end 2 klassificeringer, og en kvadratisk vagtet kappatillagger salanne
uoverensstemmel ser endnu stare betydning. En kappa-vaedi kan ikke
sammenlignes med en korrel ations-koefficient.
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3.7 Yderligere analyser af COLIPA underseogelsens resultater

En af konklusionernei den forel dige rapport om COLIPA undersayel sen var,
a der burde foretages en yderligere, mere detaljeret undersayel se af de data,
der blev opnét i dette og i EU/Home Office studiet. For SKIN? ZK 1200
modellen fandtes der yderligere data for 20 af teststofferne fra et tredie labora-
torium (Procter & Gamble, Cincinatti, USA). Disse data var opnéet i
forbindelse med EU/Home Office studiet for kodede teststoffer, og de var
indsendt blindt til BIBRA. | den samlede vurdering af data fra SKIN* ZK 1200
modellen blev testens reproducerbarhed genstand for videre analyse og
forudsigelsen af individuelle vagsscoringer i Draize testen blev evalueret.
Endvidere blev forskellei resultater mellem COLIPA laboratorierne og
Procter & Gamble bedant (Southee et al., 1999).

3.8 Resultater

SKIN® ZK 1200 modellen

Resultater opn&t med SKIN? ZK 1200 modellen var velegnedettil at forudsige
Draizetest MMAS vaedier for ale typer af testmateriaer. Testen blev
gennemfat af 2 laboratorier: Microbiological Associates, Skotland
(Iaboratorium 21), og Ingtitut for Fadevaresikkerhed og Toksikologi, Danmark
(laboratorium 23). Et tredie laboratorium (Lab. Simon, Belgien, laboratorium
22) deltog i projektets faste fase med test af 10 stoffer. Der blev opndet meget
gode korrelationer mellem forudsagte og observerede Draize MMAS vaedier

(sefigur 3.2 og tabel 3.3), og dleingredienser og produkter kunne testesii
modellen.

Figur 3.2
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Sammenheang mellem forudsagte Draize test MMAS vardier med SKIN’

ZK1200 i laboratorium 21 (a) og 23 (b) og observerede MMAS vardier. Fra
Brantom et al., 1997.

Der fandtes ogsagode korrelationer mellem forudsagte og observerede Draize
MMAS vaedier, nd teststofferne blev opdelt paingredienser og formuleringer
(setabel 3.4). Endvidere blev der opnéet gode korrelationer (r > 0.8) mellem in
vitro data (tso vaedier) og responsi de individuelle vag i Draize testen.
Derimod blev der kun opndet en malelig god korrelation til tid for recovery af
Draize test responset (r = 0.66) (Southee et al., 1999).
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En god linese korrelation (r = 0.87) mellem logaritmisk transformerede tso
vaedier fundet med SKIN?® ZK 1200 modellen og scoringsvaedier fralow-
volume genirritationstesten med kaniner er tidligere opndt ved test af 36
kemikalier og produkter. Desuden var ts, vaedier for 20 andre stoffer i god
overensstemmel se med Draize test MAS vaedier (Osborne et al., 1995).

Tabel 3.3

Korrelationer mellem forudsagte og observerede Draize test MMAS
vardier i COLIPA studiet for alle teststoffer

Metoder Pearsons linesee Antal af testede
korrelations stoffer
koefficienter

SKIN?ZK 1200 r=0.88 55

Neutral raitoptagel se r=0.29 52

Test med rale r=0.68 32

blodlegemer

Predisafe r=0.65 55

Silikone mikrofysiometret r=0.67 28

CAMVA r=0.61 47

EYTEX r=0.39 38

Pollenravakst r=043 55

*: Gennemsnit af korrelationskoefficienter opnaet i de deltagende

laboratorier.

**: Gennemsnit af stoffer, der blev testet i de deltagende laboratorier.

Figur 3.3
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Sammenheang mellem tso vardier opncet med SKIN® ZK1200 i laboratorium 21
(a) og 23 (b) og observerede Draize test MMAS vardier. Den ubrudte linie
viser metodens forudsigelsesmodel, og de stiplede linier viser modellens 95%
konfidensintervaller. Fra Brantom et al., 1997.

De resultater, der blev opnéet med SKIN?* ZK 1200 modellen passede desuden
godt med testens forudsigelsesmodel (se figur 3.3). SKIN? ZK 1200 modellen
var den metodei COLIPA undersayel sen, der bedst var i stand til reproducere
forudsigelsesmodellen. Ingen datapunkter faldt udenfor modellens 95% eller
99% intervaller for laboratorium 21. Kun 5.3% af datapunkterne faldt udenfor
95% intervallet for laboratorium 23. Disse punkter reprasenterede 7 stoffer,
hvisirriterende potentialer blev let til moderat overvurderede (Brantom et al.,
1997).

Tabel 3.4

Korrelationer mellem forudsagte og observerede Draize test MMAS
vardier i COLIPA laboratorierne, der testede SKIN* ZK1200 modellen

Lab21 Lab 23
Alle materialer r = 0.906 r = 0.850
(h=55) ’ ’
Formuleringer r=0,786 r=0,727
(n=32)
Ingredienser r=0,896 r=0,826
(n=23)

En positiv kontrol (natriumlaurylsulfat, 2%) var inkluderet i alle de forsay, der
blev udfat med SKIN* ZK 1200 modellen (se tabel 3.5). Der fandtes et lavere
respons med den positive kontrol i laboratorium 23 end i laboratorium 21, og
dette bekrafter at der var en tendenstil at overvurdere irritationspotentialet i
laboratorium 23. Variationen i mdingerne af de positive kontrolprever var
markant lavest i laboratorium 21, som ogsahavde udfat flest forsay.
Laboratorium 23 havde importeret flere vag pr. forsendelse, og dermed opnaet
en betydelig besparel se paomkostningerne. De ovennaente resultater tyder dog
pg at det vil vaee bedst at begramse antallet af vag, der handteres pr.
forsaysrunde (Southee et al., 1999).

Ved forudsigelsen af Draize MMAS vaedier med SKIN? ZK 1200 modellen
anvendes logaritmisk transformerede tsy vaedier, og dette mindsker
datavariationen betydeligt i forhold til brug af utransformerede data.

22



Altman/Bland diagrammerne over forskellene mellem forudsagte og
observerede MMAS vaedier viste standardafvigel ser paunder 15% i begge
laboratorier. Der fandtes 100% overensstemmelsei ts, vaedier opnéet i deto
laboratorier for 23 af teststofferne med vaedier paunder 0.1 minut eller over 60
minutter, og en lineae korrelation med r = 0.97 mellem de opndede ts, vaedier
for de resterende teststoffer. Ved statistisk analyse fandtes dog en margina
signifikant forskel (p = 0.06) i de parrede ssmmenligninger af |aboratoriernes
tso vaedier. De observerede forskelle skyldes formentlig, at der var en tendens
til at overvurdere in vivo responset for de mest reaktive teststoffer i
laboratorium 23. Det blev konkluderet, at det var muligt at opnden god
konsistensi resultater opndet i forskellige laboratorier med metoden (Southee
eta., 1999).

Tabel 3.5
Positive og negative kontrolprever med SKIN* ZK1200 metoden
Positiv kontrol Negativ kontrol
(% viabilitet) (ODs40)
Lab21 49,0+ 11,2 1.705+0.229
(n=29) (CV: 22,9%) (CV: 13,4%)
Lab 23 294+ 1472 1.404 +0.138
(n=14) (CV: 48,3%) (CV:9,8%)

Negative kontrolprever med udoserede vae var ogsdinkluderet i alle forsayene
(setabel 3.5). De gennemsnitlige MTT mdinger for udoserede kontrolvas var
noget hgerei laboratorium 21 end i laboratorium 23. Dette tyder pg at vazenes
viabilitet ved modtagelsen var hgest i laboratorium 21. Variationeni MTT
maingerne af de negative kontrolprever var lav i begge laboratorier (< 15%
CV) (Southee et al., 1999).

Tabel 3.6
Korrelationer mellem forudsagte og observerede Draize test MMAS
vardier i COLIPA studiet for 23 formuleringer

Metoder Pearsons lineaee Antal af testede
korrelations formuleringer
koefficienter

SKIN?ZK 1200 r=0.86 23

Neutral raitoptagel se r=0.63 21

Test med rale r=0.81 11

blodlegemer

Predisafe r=054 23

Silikone mikrofysiometret r=0.72 19

CAMVA r=0.62 23

EYTEX r=0.25 14

Pollenrgvakst r=0.53 23
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*: Gennemsnit af korrelationskoefficienter opnaet i de deltagende
laboratorier.
**: Gennemsnit af formuleringer, der blev testet i de deltagende laboratorier.

Ved analyse af resultater opnéet med SKIN? ZK 1200 modellen opnéedes
yderligere information om variationen i systemet. Resultater opnéet hos
Procter & Gamble undervurderede signifikant irritationspotentialet af de 20
fa esteststoffer i forhold til COLIPA undersayel sens laboratorier (p < 0.001).
| Danmark blev der set en mindre tendenstil overvurdering af resultaternei
forhold til resultaterne fraledelaboratoriet i Skotland. Samlet tyder dette pj at
fdsomheden af SKIN? ZK 1200 modellen kan vaee staekt pavirket af forskellei
transporttid for vegene. Under transporten havde vagene dalige

livsbetingel ser, idet de kun kunne optage naging fra den overliggende agar
(Southee et al., 1999).

En anden mulig &sag til de fundne forskelle mellem laboratorierne er, at der
blev anvendt forskellige doseringsméler. PaProcter & Gamble blev praverne
fast sat paet dakglas, der derefter pdates vawene. COLIPA laboratorierne
testede derimod de fleste af de 20 falles teststoffer ved direkte pdaing pa
vagene. Teststof kan vaee tabt ved den indirekte doseringsmadle, og toksiciteten
af flygtige stoffer er formentlig hgest ved den direkte doseringsmale. Tillige
blev de staste forskelle i resultater mellem COLIPA laboratorierne fundet for
meget reaktive stoffer og ofte for materialer med stort indhold af
oplesningsmidler. Smaforskellei doseringsteknik vil kunne have stor
indflydelse paresultater for silanne stoffer (Southee et al., 1999).

Tabel 3.7

Korrelationer mellem forudsagte og observerede Draize test MMAS
vardier i COLIPA studiet for 32 ingredienser

Metoder Pearsons linesee Antal af testede
korrelations ingredienser
koefficienter

SKIN®ZK 1200 r=0.76 32

Neutralraitoptagel se r=021 31

Test med rale r=0.94 21

blodlegemer

Predisafe r=0.87 32

Silikone mikrofysiometret r=0.84 9

CAMVA r=0.64 24

EYTEX r=0.33 24

Pollenrgvakst r=0.78 32

*: Gennemsnit af korrelationskoefficienter opnéet i de deltagende
laboratorier.

**: Gennemsnit af ingredienser, der blev testet i de deltagende laboratorier
Andre metoder med matematiske modeller

Der blev opnét ringe til moderat gode korrel ationer mellem forudsagte og
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observerede Draize MMAS vaedier for de avrige in vitro metoder med
matematiske forudsigel sesmodeller (setabel 3.3). Det fulde sat af
testmaterialer kunne foruden i SKIN® ZK 1200 modellen kun testesi Predisafe
testen og i pollenratesten, og derfor giver de opnéede korrelationer formentlig
et overestimat af de fleste af metodernes evnetil at forudsige Draize MMAS
vaedier for en blandet gruppe af ingredienser og formuleringer. Generelt var
metodernes evnetil at reproducere en forudsigelsesmodel relativt dalig, og
betydeligt mere end 5% af datapunkterne faldt udenfor modellernes 95%
konfidensintervaller. Der fandtes der markante tendenser til at overestimere in
vivo responset med CAMVA testen og med silikonemikrofysiometret, mens
der med testen med rale blodlegemer var en tendenstil at undervurdere in vivo
responset.

For flere af de arrige in vitro metoder med matematiske forudsigel ses-
modeller fandtes der betydeligt bedre korrelationer mellem forudsagte og
observerede Draize MMAS vaedier, nd teststofferne blev opdelt pa
ingredienser og formuleringer (setabel 3.6 og 3.7). Specielt fandtes der gode
korrelationer for begge typer af testmaterialer med testen med rade
blodlegemer, men kun 11 ud af 23 formuleringer kunne testes. Der opndedes
endvidere en god forudsigel se af ingrediensersirriterende potentiale med
Predisafe testen og med silikonemikrofysi ometret, men med den sidstnagnte
metode blev kun 9 ingredienser testet.

Tabel 3.8
Forskellige md for reproducerbarheden af alternative metoder med
matematiske forudsigelsesmodeller mellem laboratorier.

Metoder CV% CV%log Altmar/Bland
transformeret | S. D.

SKIN?ZK 1200 250+324 | 96+106,6 13,7

Neutral raltoptagel se 37,3298 75+6,8 3,8-6,9

Test med

radle blodlegemer 41,7+326 6,7+49 1,868

Predisafe 31,8+30,2 | 49,6+ 1399 9,1-9,9

Silikone

mikrofysiometret - 30+40 75

CAMVA - 114,0+ 14,7

480,7
EYTEX 9,9+ 10,3 - 10,7-13.2
Pollenrgvagst 238+179 | 39+34 32:45

* : variationskoefficient

Forskellige ma for for metodernes reproducerbarhed mellem laboratorier sesi
tabel 3.8. Ved brug af utransformerede variationskoefficienter s& en specielt
stor variation (41.7%) for testen med rale blodceller, mens EY TEX testen
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havde under 10% variation. Ved brug af logaritmisk transformerede
variationskoefficienter s& en saedeles stor variation (114%) for CAMVA
testen og en stor variation for Predisafe testen (49.6%), mens de avrige tests
havde under 10% variation. Udfra de opnéde standardafvigel ser fra
Altman/Bland diagrammerne, havde CAMVA, EY TEX og SKIN? ZK 1200
metoderne over 10% datavariation, mens de a/rige metoder havde under 10%
variation.

| den preliminaee rapport om undersayel sen blev der kun udfat en fuld
evaluering af reproducerbarheden mellem laboratorier for metoder, der blev
udfat af 4 laboratorier og derover. Kun neutral raitoptagel sestesten og testen
med rale blodceller kunne opfylde dette krav, og disse tests blev bedamt til at
have en rimelig reproducerbarhed (Brantom et a., 1997).

Det er fraflere sider blevet fremhawet som nalvendigt at evaluere
reproducerbarheden af de anvendte metoder i mindst 4 laboratorier (Bruner et
al., 1996, Earl et d., 1997). Det ba dog naenes, at flere nye dyreforsay i de
senere & er blevet optaget i OECD guidelines for testning helt uden krav om
vurdering af forsayenes reproducerbarhed.

Metoder med klassifikationsmodeller

Resultaterne af HET-CAM testens og fluorescein lakage testens evne til at
forudsige in vivo genirritation i forhold til forskellige irritationsklasser er
opsummeret i tabel 3.9. HET-CAM testens evnetil at forudsige in vivo
responset var dalig, og de deltagende laboratorier fejlklassificerede mindst 7
ud af de 55 teststoffer med 2 eller flere kategorier. HET-CAM testen var bedst
til at pdvise staekt irriterende stoffer, men metoden undervurderede et
betragtdligt antal stoffers og materiaersirriterende potentiaer. Resultater
opndt med fluorescein |akage testen var bedretil at forudsige Draize test
responset. Kun 40 ud af de 55 stoffer og materialer blev imidlertid testet, og
kun 4 & stofferne blev klassificeret som moderat irriterende. Dette medfaer, at
modellen ikke kan evalueres pagrund af for fadata. Endvidere kunne testens
forudsigelsemode! ikke skelne mellem Draize MMAS vaedier pamellem 30 og
110.

Tabel 3.9
Evnen til at forudsige Draize test irritationsklasser for in vitro metoder
med Kklassifikationsmodeller

HET-CAM testen Fluorescein lakage
testen
K 0.52 0.69
Vegtet k* (linese) 0.65 0.81
Vagtet k* (kvadratisk) 0.75 0.89

*: Gennemsnit af kappa vardier opncet i de deltagende laboratorier.
Tabel 3.10

Reproducerbarhed af in vitro metoder med klassifikationsmodeller
mellem forskellige laboratorier.
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HET-CAM testen Fluorescein lakage
testen
K 0.41 0.80
Vegtet k* (linese) 057 0.88
Vagtet k~ (kvadratisk) 057 0.94

*: Gennemsnit af kappa vardier opncet i de deltagende laboratorier.

HET-CAM testens repraoducerbarhed mellem forskellige laboratorier blev
vurderet som moderat god i den lavere og hgere del af irritationsskalaen, men
daligerei midten af skalaen. Fluorescein |akage testen blev kun anvendt i 2
laboratorier, men reproducerbarheden var bedre end HET-CAM testens (se
tabel 3.10). De opndede kappa-vaedier kan som tidligere naent ikke
sammenlignes med resultaterne af de statistiske metoder, der kan anvendes
ved brug af matematiske modeller. Det vil derfor kun vaee muligt, at opnaet
reelt grundlag for at sammenligne fluorescein |aage testen med de avrige
alternative tests, hvistestens resultater behandles ved brug af de samme
statistiske metoder. Dette er teoretisk muligt, men det blev ikke gennemfat i
COLIPA studiet.

3.9 Diskussion

Kort efter COLIPA studiets afdutning blev det konkluderet, at ingen af de
anvendte in vitro metoder pabaggrund af de preliminaee resultater kunne leve
op til undersayel sens kriterier for béde reproducerbarhed og relevans. PA dette
grundlag blev ingen af de alternative metoder betragtet som en pdidelig (valid)
erstatning for Draize testen. Tre af de anvendte metoder - fluorescein lakage
testen, testen med rade blodlegemer og SKIN?ZK 1200 systemet - blev dog
bedamt som enten reproducerbare eller relevante. Videre undersayel ser af data
blev anbefaet med henblik paopstilling af nye forudsigel sesmodeller, som viil
kunne anvendesi en fremtidig valideringsundersayel se (Brantom et al., 1997).

De summariske konklusioner i den indledende rapport skyldes formentlig flere
faktorer. COLIPA undersayel sen blev planlagt med mindst 3 deltagende
laboratorier pr. test for 90% af metoderne. | realiteten blev undersayelsen
gennemfat med kun 2 laboratorier pr. test for flere af metoderne. Efter studiets
afdutning blev det meddelt deltagerne, at metodernes reproducer-barhed kun
ville blive vurderet, hvistesten var udf@t i mindst 4 |aboratorier. 70% af de
deltagende tests kunne ikke opfylde dette krav. De opnéede resultater
vedraende metodernes relevans blev kun diskuteret summarisk, hvor kriteriet
for evaluering af reproducerbarheden ikke blev opfyldt. Derfor blev der kun
foretaget en stare evaluering af testen med rale blodceller og

neutral raitoptagel sestesten. Desuden blev der ikke foretaget en overordnet
sammenligning af de deltagende metoders resultater. Dette skyldes

bl.a. at studiet var designet til at hvile pabrugen af forskellige typer af forud-
sigelsesmodeller. Endvidere var grundlaget for sammenligning af in vitro og in
vivo resultater ikke standardiseret.

En videre analyse af undersayel sens resultater med inddragel se af flere data,
og med stare vagt pametodernes relevans end deres reproducerbarhed har
givet anledning til mere detaljerede konklusioner: SKIN? ZK 1200 modellen
blev vist at vaee meget god til forudsigelse af et bredt spektrum af Draize
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MMAS veedier, og desuden kunne testen forudsige individuelle
vagsreaktioner bale for formuleringer og ingredienser. Metoden maantages at
have en meget bred anvendel sesmulighed, fordi alle 55 testmateriaer kunne
testes, og tidligere er der opndt lovende resultater ved test af 132 materialer
med et meget bredt spektrum &f irriterende potentialer. SKIN? ZK 1200
modellen var den test i COLIPA undersayelsen, der bedst var i stand il
reproducere metodens forudsigelsesmodel . SKIN? ZK 1200 metodens
reproducerbarhed mabetragtes som rimelig, og den er i lighed med de fleste
andre in vitro metoder betydeligt mere reproducerbar end Draize testen (se
tabel 3.11).

Ingen af de avrrige dternative metoder i COLIPA studiet var velegnedettil
forudsigelse af et bredt spektrum af Draize MMAS veedier for blandede
stoffer og produkter. Flere metoder fandtes dog velegnede til forudsigelse & in
vivo responset af ingredienser, specielt af vandopl aselige stoffer som tensider.
Begge tests med fosterhinder fra haseag (CAMVA og HET-CAM testene)
havde en meget ringe reproducerbarhed mellem laboratorier. Reproducer-
barheden af de arrige metoder mellem forskellige |aboratorier var god.

Neutral raltoptagel sestesten og testen med rale blodcel ler blev udfat af mindst
4 |aboratorier, og disse tests blev bedamt til at have en rimelig
reproducerbarhed (Brantom et a., 1997).

Den mest egnede undersayel se til belysning af Draize testens variation blev
publiceret af Well og Scalai 1971. 9 stoffer blev testet for genirritation i 24
forskellige laboratorier, og der blev gennemfat en tilsvarende undersayel se for
hudirritation. Der fandtes generelt en meget stor variation i de opnéede
dyreforsaysresultater, bade for resultater opndet med det samme stof i enkelte
laboratorier (fra17 til 117 % CV) og for resultater opnaet i forskellige
laboratorier (fra42 til 59 % CV) (Earl et al., 1997). Undersayel sens
konklusion var, at Draize testene for gen- og hudirritation pagrund af den
ekstreme variation i resultaterne ikke kan anvendestil en konsistent
klassifikation i praksis (Weil og Scala, 1971). Dyreforsayene er dog forsat med
stort set uaadret design, og i dag antages variationen at vaee af samme

starel sesorden som for 25 & siden (Earl et al., 1997). Den ssedeles store
usikkerhed drager den gatdende regulatoriske praksis med krav om dyreforsay
for gen- og hudirritation i tvivl, og den vanskeligga i hg grad en validering af
aternative metoder ved sammenligning med data fra dyreforsayene.

Tabel 3.11
Historiske data om reproducerbarhed af in vitro metoder og Draize
testen i individuelle laboratorier (fra Bruner et al., 1996)

Metode Positiv.  n CV %
kontrol

BCOP acetone 119 12.0
Microtox fenol 123 194
Silikone mikrofysiometer SLS 163 155
Neutral raltoptagel se SLS 191 21.7
CORROSITEX NaOH 44 9.5
SKIN?ZK 1200 SLS 44 26.0
Draize genirritationstest

(Weil & Scala, 1971) 40 - 60

SLS: Natriumlaurylsulfat. NaOH: Natriumhydroxid.
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COLIPA studiets vasentligste resultat var, at studiet var den faste stare
blindundersayel se af blandede stoffer og produkter, hvor en alternativ test -
SKIN? ZK 1200 metoden - potentielt er vist at kunne erstatte dyreforsay for
akut genirritation. Producenten af vassmodellen, firmaet Advanced Tissue
Sciencei Cdlifornien, besluttede dog kort efter COLIPA studiets afdutning at
standse produktionen og salget af SKIN® modellerne. Beslutningen var
begrundet i problemer med at opnaet tilstrakkeligt stort salg af vaes-
modellerne pagrund af deres hge pris, og lange udsigter for en generel accept
af metoderne patrods af meget gode resultater fraflere forskellige
valideringsundersayel ser. Firmaet satser nu udel ukkende paat fremstille
rekonstruerede vag til transplantation.

Standsningen af produktionen af de patenterede SKIN® modeller er et stort
tilbageslag for arbejdet med udvikling af anvendelige aternative metoder,
specidlt til pdvisning af lokalirriterende stoffer. De allerede opnéede resultater
med modellerne er dog ikke blevet uinteressante, idet en stor generel viden om
mulighedernei anvendelsen af vagsmodeller i toksikol ogiske undersayelser er
opnat. Udvikling af ikke-kommercielle vegsmodeller er saedeles pkrawet, idet
dette ville kunne | zse problemerne vedraende gonomiske begraasninger ved
anvendelse af patenterede rekonstruerede vaw og afhaagigheden af fa
fabrikanter af kommercielle testkits.
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4 Test for recovery fra gjenirritation

| Draize testen bliver det kliniske responsi cornea (hornhinden), conjunctiva
(gets bindehinder) og iris (regnbuehinden) observeret indtil gneneigen er
normale eler op til 21 dage. Den lange observationsperiode medfaer, at det
kan bestemmes om teststoffer kan give permanente genskader. Dette forhold
er kritisk i klassificeringen af genirriterende stoffer. | EU anvendes de
gennemsnitlige scoringsvaedier fra Draize testen for observationer foretaget
24, 48 og 72 timer efter doseringen med teststof som grundlag for
klassificering af stoffer med R36 (irriterer gnene) eller R41 (risiko for alvorlig
genskade). Varigheden af genirriterende effekter indga i bedenmelsen,
sdedes at til stedevaeel se af responsi gets vaw ved 72 timers observationen
eller vedvarende farvning af get udleser R41 klassifikationen (EU, 1996).
Varigheden af genirriterende effekter indga ogsai klassificeringen af
denirriterende stoffer i USA, hvor tilstedevaeel se af effekter pagets vae i mere
end 7 eler 21 dage tildeles afggende vagt (Gupta et a., 1993).

Stort set dle in vitro systemer for genirriterende effekter har hidtil kun vaeet
designet til at bedamme den akutte effekt af teststoffer, og tidligere har det
ikke vaeet muligt at demonstrere en overensstemmel se mellem effekten af
teststoffer over tid i in vitro systemer og resultater fra genirritationsforsay.
Institut for Falevaresikkerhed og Toksikologi har som led i projektet udviklet
en modd til vurdering af bedring (recovery) fra genirritation ved brug af
SKIN? ZK 1200 vae (Espersen et a., 1997). Der blev testet 9 materialer med
in vivo datafra ECETOCs genirritations databank (ECETOC, 1998) (se tabel
4.1).

4.1 Metode

Forsayene blev udfat med SKIN?ZK 1200 vas. Recovery forsajene blev udfat
fa identiteten af COLIPA undersayel sens teststoffer var kendt. For dle
teststoffer blev der derfor udfat et indledende forsay for at etablere omtrent-
lige eksponeringstider for nedsattel se af cellernes viabilitet med 35-65%.
Vaweneblevi 1til 3replikapdat en fast dosis pa25 ml af hvert teststof, og
viabiliteten blev bestemt med MTT testen. | hovedforsayet blev triplika af ves
pdat 25 ml af hvert tet-stof, og de eksponeringstider, der blev fastlagt i
forforsayet, blev anvendt (setabel 4.1).

Bale udoserede og doserede veg blev MTT testet umiddelbart efter
eksponeringen og efter inkubationsperioder, der svarede til Draize testens
observationgtider. Tiden for recovery af in vitro responset blev defineret som
antallet af inkubationsdage, der var nadvendige for at opnAMTT test vaedier i
de eksponerede vae, som ikke var signifikant forskellige fra de tilsvarende
kontrolves.

Udoserede vaw og vae, der blev eksponeret for 1% benzalkoniumklorid, 3%
natriumlaurylsulfat og 5% Triton X-100, blev undersajt histologisk. Vagene
blev fiksereti formalin, indstdot i paraffin, snittet og farvet med haematoxylin
og eosin. Vawene blev derefter undersagt for antal af til stedevaeende lag af
epithelceller og for dermal/epidermal degeneration og nekrose.

30



Tabel 4.1

Teststoffer Dagefor | Dagefor Medianaf | M MAS
recovery | recovery in | dagefor vaedier
in vitro Vivo recovery

in vivo

Benzalkoniumklorid >14 >14.6 >155" 453

1%, 5 sekunder

Benzakoniumklorid >21 >21 21 108.0

10%, 1 sekund

Natriumhydroxid 1%, 7 78 7 258

5 minutter

Isopropancl 100%, 7 10 10 305

1 minut

Methylacetat 100%, 7 155 155 | 395

30 minutter

Natriumlaurylsulfat 1 5 5 16.0

3%, 20 sekunder

Triton X-100 5%, 1 78 85 331

20 sekunder

Cetylpyrimidinbromid

0.1%, 60 minutter 0 22 2 2.7

Glycerol 100%, 0 18 2 17

60 minutter

Inkubationsperioder for SKIN® ZK 1200 vew, der medfarte tilbagevenden til
kontrol MTT aktiviteter (dage for recovery in vitro) sammen med gennemsnits-
og median vardier af dage for recovery in vivo og Draize test MMAS vadier.
*: Gennemsnit af 2 Draize tests.

Der blev anvendt en ensidig variansanalyse til at sammenligne resultaterne af
MTT mdingerne. Analyser af lineae korrelation blev brugt til sammenligning
af in vitro 0Q in vivo recovery data.

4.2 Resultater

MTT aktiviteten af ueksponerede SKIN? ZK 1200 vaw i kultur var relativt
stabil i op til 14 dage, men efter 21 dage s& et markant fald i vasenes
viabilitet. Mildt irriterende stoffer som 100% glycerol og 0.1% cetylpyrimi-
dinbromid inducerede ikke signifikante fald i vawenes cellulaee viabilitet efter
60 minutters eksponering, men signifikantefald i MTT aktiviteterne blev
observeret efter 2 til 3 dagei kultur. Vaw, der blev eksponeret for 3%
natriumlaurylsulfat og 5% Triton X-100, opndede MTT aktiviter pa
kontrolniveauet efter 1 dag, mens vag eksponeret for 1% natriumhydroxid,
100% isopropanol og 100% methylacetat opndede kontrol MTT vaedier
indenfor 7 dage. Vaw, der blev eksponeret for forskellige koncentrationer af
benza koniumklorid, vendte dog ikke tilbage til kontrolniveauets viabilitet pa
en stabil made. MTT aktiviteten af vee, der blev pdat 1% benzalkonium-
klorid i 5 sekunder var updvirket efter 1 dag, men signifikant lavere MTT
vaedier blev opndt padag 3, 7, 10 og 14. Vaw, der blev eksponeret for den
samme opl@ning af stoffet i 10 sekunder opnéede ikke kontrol MTT niveauet
gennem en 7 dage lang observationsperiode, og vay eksponeret for 10%
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benzalkoniumklorid i 1 sekund opndde ikke fuld viabilitet efter 21 dage

Antallet af inkubationsdage, der var nalvendige for at opnaen fuld viabilitet in
vitro og Draize MMAS vaedier for teststofferne er vist i tabel 4.1 sammen med
gennemsnit og medianveedier af antallet af dage, der skulletil fa responset i
Draize testene forsvandt. Gode lineaee korrelationer blev fundet mellem dage
for recovery in vitro og dage for recovery in vivo ved brug af
gennemsnitsvaedier (r = 0.92, p < 0.001) og medianvaedier (r =0.91, p<
0.001).

Resultaterne af den histologiske analyse er vist i tabel 4.2. Der fandtes
moderat til stagk degeneration af epithelceller og stromaceller i dle
eksponerede vaw efter 7 dagei kultur, og en speciel staek reaktion fandtesi vae
pdat 1% benzalkoniumklorid. Der blev ikke observeret konsistent cellulae
regeneration i vazene. | kontrolvagene s& en svagere cellulae degeneration pa

dag 7 og 10.

Tabel 4.2
Histologisk analyse af antallet af lag af epithelceller og af cellular
degeneration og nekrose i SKIN® ZK1200 vay.

Antal epithelcellelag
Dag0 | Dagl| Dag3| Dag7 | Dag 10
Kontrol 3 1-3 1-3 03" | 13"

Benzalkoniumklorid| 2-3 1-2 03 | 1-27""| 137
1%, 5 sekunder

Natriumlaurylsulfat 1 1-2 0-2 1-3" n.d.
3%, 20 sekunder
Triton X-100 12 | 13 | 12 | 13" | nd

5%, 20 sekunder

Histomorfologisk analyse af kontrol og eksponerede SKIN® ZK1200 vew.
Dermal/epidermal degeneration/nekrose: (+) spor, + mild, ++ moderat, +++
stark, ++++ meget stark. n.d.: ikke analyseret.

4.3 Diskussion

Ved de histologiske analyser fandtes ingen konsistente cellulaee aadringer i
vawet f@ dag 7 efter doseringen, og dette tyder paat mding af MTT aktiviteten
i vagene er en mere sensitiv marka for vagenes viabilitet end de histologiske
resultater. Dette er i overensstemmel se med resultater af histologiske analyser
og mdinger af MTT reduktion i organkulturer med isoleret hud (van de Sandt
& Rutten, 1995).

SKIN? ZK 1200 modellen m&pabaggrund af de opnéede resultater anses for at
have et godt potentiale for forudsigelse af vedvarende genirritation. Vawets
viabilitet var stabil i 2 uger, og modellen kunne anvendestil at pévises en ayet
toksicitet af forskellige koncentrationer af benzal koniumklorid gennem obser-
vationsperioden, der er paralld med stoffets in vivo effekter i hornhinden.
Desuden fandtes der gode korrelationer mellem in vitro 0g in vivo recovery
data. Dette er ikke tidligere opndt med andre alternative tests (Espersen et al.,
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1997).
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S Validering af alternativer til
gjenirritationstesten

Verden over er der gjort en meget stor indsats for at udvikle pdidelige
aternativer til genirritationstests. Der er tidligere blevet gennemfat en lang
raike mindre programmer for validering af metoderne, og senest er to store
meget ressourcekragende studier blevet ivaeksat af EU/Home Office og
COLIPA. Hensigten med de to sidstnagnte undersayelser var at opnaen
endelig afklaring af sp@gsmdet, om in vitro metoder kan fungere som
erstatninger for dyreforsay til genirritationstestning. Denne proces har dog
vaeet betydeligt mere kompliceret end fast antaget.

EU/Home Office undersogelsen

Undersayel sen blev arrangeret af EU kommissionen og det britiske Home
Office. Formdet med studiet var at undersage, om 9 alternative metoder enten
fuldstaadigt eller delvist kunne erstatte Draize genirritationstesten (se tabel
5.1). | studiet fandtes der ingen signifikante overensstemmel ser mellem
resultater frain vitro metoderne og Draize test MMAS vaedier for 60 blandede
kemiske stoffer. Der fandtes heller ikke pdidelige forudsigelser af Draize test
resultater, na teststofferne opdeltesi vandopl eselige stoffer (n = 30) og ikke-
vandoplasdlige stoffer (n = 18). De alternative metoder kunnetillige ikke
generelt identificere staekt irriterende stoffer. Forudsigelser af genirritation
foretaget med de alternative metoder havde en saringe praeision, at
resultaterne ikke skannedes at kunne blive af praktisk betydning. Det eneste
positive resultat af undersayelsen var, at der for flere metoder opnaedes relativt
gode overensstemmel sex til genirritationsdatafor 12 tensider (Balset d.,
1995).

Tabel 5.1
EU/Home Office studiets alternative metoder til test for
gjenirritation

Test med rade blodlegemer

EYTEX metoden

BCOP (bovin corneal opacitet og permeabilitet) testen
HET-CAM testen

Fluorescein lakage testen

Test med isolerede kyllingegine

Test med isolerede kaningine

Silikone mikrofysiometret

Neutralradtoptagelses testen

BGA studiet

Udfadet af EU/Home Office studiet var ikke fuldstaadig uventet. Det tyske
sundhedsministerium (BGA) arrangerede tidligere en valideringsundersayel se
med 136 blandede stoffer. Konklusionen var, at der ikke fandtes nogen over-
ensstemmel se mellem in vivo genirritationsdata og resultater fraen celletest
med neutral raitoptagel se. En test med fosterhinden fra hansesg (HET-CAM
testen) kunne dog identificere visse staekt irriterende stoffer (Spielmann et al.,
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1993). En database med resultater fratest af 200 stoffer er senere blevet
etableret. Resultater for 9 stoffer blev ekskluderet pabasis af en uacceptabel
kvalitet af deresin vitro data. Tillige blev resultater for 48 kemikalier
udelukket med den begrundelse, at originale Draize test resultater ikke var
tilgeagelige. Meget praeise individuelle data fra Draize tests udf @t efter
OECD guideline 405 i op til 21 dage (ECETOC, 1998) er dog publiceret for
mere end 25% af disse stoffer, og det ville vaee interessant at genoptage disse
stoffer i BGA databasen. Ved analyse af datafor de resterede stoffer blev det
fundet, at ingen af de aternative tests kunne identificere R-41 stoffer med
mere end 50% sensitivitet, og en acceptabel specificitet pamere end 80%
kunne kun opnd med HET-CAM testen. For 129 af de 143 resterende
kemikalier var resultater frabegge in vitro teststilgaagelige, og en linese
diskriminant analyse blev foretaget pakombinerede endpoints fra de to tests.
Ved brug af denne procedure fandtes en falsk-negativ rate for R-41 stoffer pa
29%, og en falsk-positiv rate for andre stoffer pa22%. Klassifikationen af R-
41 stoffer blev dog forbedret ved hensyntagen til stoffernes oplaselighed i vand
og olie (Spieilmann et 1., 1996).

CTFA studiet

USA’s cosmetikindustri (CTFA) gennemfate fra 1990 til 1996 et
valideringsprogram med ca. 25 aternative metoder til genirritationstests.
MAS veedier fraen LVET test blev brugt i deto faste faser af programmet, og
Draize MAS vaedier blev brugt i den sidste fase. | begge tests bruges albino
kaniner, meni LVET testen installeres der kun 10 Yl af teststoffet i get (mod
100 pl i Draize testen). De datatransformationer, der passede bedst til in
vitro/in vivo overensstemmel serne var generelt 2 eller 3 parameter logistiske
modeller. HET-CAM testen, neutral raitfrigael sestesten og EY TEX™ testen
gav relativt gode forudsigelser af 10 formuleringer med vand/akohol
(Gettings et al., 1996a). Ingen af de alternative tests kunne forudsige in vivo
responset af 18 olie/vand emulsioner (Gettings et al., 1998). Flere tests gav
dog gode forudsigel ser af Draize MAS vaedier for 25 tensidbaserede produkter
(Gettings et al., 1996b). Variabiliteten af HET-CAM testen og

neutral radtfrigael sestesten overskred konsistent in vivo forsayenes variation,
men de avrige alternative tests var mere reproducerbare.

IRAG evaluering

EU/Home Office studiets resultater var ogsatidligere delvist bekraftet af en
undersayel se, der i 1993 blev foretaget af en arbejdsgruppe af eksperter fra
forskellige regulatoriske myndigheder (IRAG). IRAG foretog en samlet
vurdering af eksisterende data fra en lang raike in vitro metoder pa
genirritationsomréadet. 41 laboratorier verden over indsendte 55 datasae opndet
med 23 forskellige in vitro metoder til IRAG. Datasattene omfattede fra 9 til
133 teststoffer, der var anvendt i de deltagende laboratorier.

| IRAG studiet viste tests med fosterhinder fra hanseag dalige til moderat gode
overensstemmel ser til Draize test resultater for op til 93 blandede teststoffer.
Med HET-CAM testen opnédes dog gode overenstemmelser til in vivo data
for tensidbaserede stoffer og produkter, og CAMV A testen viste den bedste
forudsigel se for alkoholbaserede produkter (Spielmann et al., 1997). En test
med gne frakaniner og en test med isolerede hornhinder fra kogne (BCOP-
testen) blev begge bedamt af IRAG til at have et potentiale for at identificere
staekt irriterende stoffer, men metoderne kunne ikke generelt forudsige Draize
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test resultater. En test med isolerede gne fra hans og en test med isolerede
linser fra kogne viste begge gode overensstemmel sex til in vivo data generelt.
Datasattene for de to sidstnagnte tests var dog for begraasedettil, at metoderne
fuldt ud kunne bedammes (Chamberlain et a., 1997). IRAG bedantetillige en
rakke tests med cellekulturer til a have et potentiale for forudsigelse af Draize
test resultater for vandoplzselige stoffer ved normale pH vaedier (Botham et
al., 1997; Harbell et al., 1997). EYTEX testen viste en dalig
overensstemmelse til in vivo datafor 454 kosmetiske indholdsstoffer og
formuleringer, men forudsigelsen var god for enkelte grupper af materiaer,
f.eks. petrokemikalier og oplaningsmidler. Et Microtox assay med bakterier
fandtes at vaee potentielt anvendeligt ved test af tensidbaserede produkter.
SKIN? ZK 1200 vaesmodellen blev vurderet som meget anvendelig til
screening af kosmetiske produkter og husholdningsartikler, na mding af
vawets viabilitet med MTT testen blev anvendt. Mding af udskillelse af
prostaglandin E, som irritationsmarka blev bedamt som problematisk.

Y derligere udvikling af SKIN® ZK 1200 modellen blev anbefalet, mens brug
af en vagsmodel udelukkende med fibroblaster ikke blev fundet
hensigtsmassig (Curren et al., 1997).

JMHW/JCIA studiet

Det japanske ministerium for sundhed og velfaed (IMHW) startedei 1991 en
valideringsundersael se sammen med den japanske kosmetikindustri (JCIA),
national e forskningsinstitutioner, universiteter og test kit leverandger. 12
alternative metoder blev evalueret med 38 kosmetiske indhol dsstoffer, og der
blev gennemfat Draize tests pade samme stoffer.

To SKIN? modeller blev anvendt, begge med en MTT test protokol. En

ZK 1100 fibroblastmaodel blev brugt i 6-8 laboratorier. ZK 1200 modellen
(TEA) blev anvendt i 2 |aboratorier for alle teststofferne, og i 6-7 laboratorier
for 13 teststoffer. Ved brug af fibroblastmodellen blev vagene nedsoaket i
kulturmediet og eksponeret for teststoffer, oplest i mediet. Ved anvendelse af
ZK 1200 modellen, blev teststofferne pdat epithelets overflade. Protokollen
adskilte sig dog fraden, der blev brugt i COLIPA studiet, fordi teststofferne
blev opl &t eller suspenderet i mediet. Tso vaedier blev afledt fraMTT tids-
respons grafer. En relativt hg interlaboratorie variabilitet blev observeret med
begge vagsmodeller med en gennemsnitlig CV pad4.5% (n=30) med ZK 1100
modellen, og en CV pa61.9 % (n=9) paeksakte ts, vaedier opndet med ZK 1200
modellen i 6-7 laboratorier. Der var dog en total overensstemmelse mellem de
to laboratorier, der testede det fulde saeaf teststoffer for 17 stoffer med cut-off
vaedier, og en meget god korrelation (r=0.84) blev opnat ved reanalyse af
log-transformede t50 vaedier for de 16 arrige stoffer. Relativt dalige linesee
korrelationer blev fundet til Draize test MAS values bale med in vitro datafra
ZK1100 modellen (r=0.71) og ZK1200 modellen (r=0.63) (Kurishitaet al.,
1999). En reanalyse af data opndt med ZK 1200 modelleni to laboratorier ved
brug af den forudsigelsesmodel, der anvendtesi COLIPA studiet ayede
forudsigelsen af in vivo resultaterne; Relativt gode korrelationer (r>0.78) blev
herved opnat mellem observerede og forudsagte Draize test MMAS vaedier.
Udedlukkelse af teststoffer, der var uforenelige med cellekulturmediet (syrer,
baser og akoholer med lav molekylvagt) ayede dog markant in vitro/in vivo
korrel ationen opndt med ZK 1200 modellen (r=0.84) (Ohno et al., 1999).

En MATREX vagsmodel med humane fibroblaster dyrket i en kollagenmatrix
blev ogsdanvendt i undersayelsen. Teststoffer blev pdat ufortyndede til vemets
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overfladei 24 timer, og koncentrationer, der gav 50% nedssttelseaf MTT
responset blev bestemt (EC50 vaedier). Alternativet blev der anvendt en
MATREX scoring med den laveste koncentration, der reducerede vagets
viabilitet med 20-80%. 12 laboratorier brugte i alt modellen, men det fulde sa¢
af teststoffer blev kun testet i 3 laboratorier. Den interlaboratorielle
reproducerbarhed var betydeligt bedre ved brug af MATREX scoringen
(CV=9.6%, n=39) end ved brug af EC50 vaedier (CV=34.6%, n=33)(Ohno et
al., 1999). Ensartede korrelationer (r=0.67) blev opndt mellem EC50 vaedier,
MATREX scoringer og Draize MAS vaedier (Ohuchi et al., 1999). Det vil dog
vaee muligt at @je metodens forudsigel sesevne betyddigt ved anvendel se af en
non-linese logistisk forudsigelsesmodel.

En dalig korrelation (r=0.31) til Draize MAS vaedier blev opndt med EY TEX
testen (Matsukawa et al., 1999). Tillige blev der opnat moderate in vitro/in
vivo korrelationer med en test med mding af denaturering af isoleret
haenoglobin, og de interlaboratorielle CV’ er overskred 240%. En god
korrelation til Draize MAS vaedier (r=0.91) blev opnéet ved brug af 50%
denaturering som endpoint (Hatao et al., 1999). Korrelationen var dog kun
baseret patest af 8 stoffer, og skyldtes sasmmenfald af data. Store
interlaboratorielle variationer (CV’ s>50%) blev ogsdobserveret med
forskellige tests med hanseag. Moderate korrelationer til Draize MAS veedier
blev opndt med en CAM tryphanbla absorptionstest (r=0.69, n=52) og HET-
CAM testen (r=0.72, n=55) (Hagino et a., 1999). Det vil dog formentlig veee
muligt at aje HET-CAM testens forudsigel sesevne ved anvendel se af en non-
linese logistisk forudsigel sesmodel. Resultater fraforskellige cytotoksicitets-
tests var moderat til godt korreleredetil Draize MAS vaedier: Normale
hornhindeceller fra kaniner (r=0.53, n=28), haenolysetest med rale
blodlegemer (r=0.63, n=17), mammale celldinier (r>0.71, n=29), og SIRC
hornhindeceller frakaniner (r>0.81, n=29-30). For disse tests var den
interlaboratorielle reproducerbarhed acceptabel med CV'er fra24% til 37%
(Ohno et a., 1999).

BCOP workshop, 1997

BCOP testens evnetil at forudsige genirritation er blevet evalueret af en
gruppe af forskere fralaboratorier med en stor erfaring i brug af testen. En
database med in vitro resultater for mere end 200 teststoffer har vist
overensstemmelser til Draize test irritationsklasser pa80-85%, og assayet har
en god reproducerbarhed (Sina and Gautheron, 1998). Test &f et stort antal
positive kontrollet har vist en udmaeket intral aboratorie reproducerbarhed med
CV’er patotale BCOP scoringer fra 12% til 16% (Harbell and Curren, 1998).
Fluorescein la&age testen med MDCK celler har demonstreret en meget ringe
evnetil a skelne mellem Draize test irritationsklasser, og mdinger af
fluorescein lakkage gennem hornhinder er ikke vist at vaee pragliktivt for
genirritation (Sina and Gautheron, 1998).

COLIPA studiet

Resultaterne af COLIPA's valideringsundersayel se af alternativer til
denirritationstests bekraftede generelt resultaterne fradetidligere
unders@elser. Flertallet af de alternative metoder i COLIPA studiet fandtes
ikke egnede til forudsigelse af akut genirritation for blandede stoffer og
produkter (Brantom et al., 1997). Dette stemmer overens med konklusionen pa
EU/Home Office studiet, hvor ingen af de anvendte metoder viste sig egnede
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til erstatning af Draize testen (Balls et d., 1995). Flere in vitro metoder fandtes
i COLIPA studiet egnedetil at forudsige genirritation forasaget af kosmetiske
ingredienser, specielt af tensidbaserede produkter. | EU/Home Office studiet
fandtes flere alternative tests ogsagode til forudsigelse af tensiders
denirriterende effekter, og dette er tillige observeret i en ragketidligere
valideringsundersayel ser (Rasmussen, 1993). | COLIPA studiet havde tests
med fosterhinder fra hanseag en meget ringe reproducerbarhed. Resultater
opnd&t med de avrige metoder var relativt godt reproducerbare mellem
forskellige laboratorier.

COLIPA studiet havde det vasentlige nye resultat, at en in vitro model, SKIN?
ZK 1200, blev vist at vaee meget god til forudsigelse af et bredt spektrum af
genirritationsdata. M etodens reproducerbarhed mabetragtes som rimelig, og
den er i lighed med de fleste andre in vitro metoder betydeligt mere
reproducerbar end Draize testen (Southee et al., 1999). COLIPA studiet viste
dermed som den faste stare blindundersayel se af blandede stoffer og
produkter, at en alternativ test vil kunne erstatte dyreforsay for akut
genirritation. SKIN? ZK 1200 metoden har tillige som den faste in vitro test
vist et godt potentiale for brug til vurdering af vedvarende genirritation.
Testen har derfor vist et meget stort potentiale for at kunne fungere som en
fuldstamdig erstatning for dyreforsay for genirritation. Pagrund af
standsningen af produktion og salg af SKIN? modellerne er udvikling og
anvendelse af aternative vagsmodeller scedeles p&rawet, hvis de eksisterende
dyreforsay for lokalirritation skal kunne erstattes med mere pdidelige
aternative metoder.

Alternative vawsmodeller

Der er udviklet flere kommercielt tilgaagelige genmodeller med vew af
keratinocytter, der vokser pamicroporgse membraner. Modellerne omfatter en
EpiOcular ™ model og en REC model, der begge har vist potentiale for at
kunne erstatte genirritationsforsay. | begge modeller bliver teststofferne pdat
ufortyndede paoverfladen af vaeene, og toksiciteten bedammes pabasis af
tids-respons rel ationer opndet med MTT assayet. Ved anvendel se af EpiOcular
™ modellen var t50 vaedier for 28 kemikalier fraECETOC's databank meget
godt korrelerede (r=0.90) til Draize test scoringsvaedier. Ved brug af en
forudsigelsesmodel udviklet pabaggrund af denne undersayel se, fandtes der en
god korrelation (r=0.87) mellem forudsagte og observerede Draize
scoringsvaedier for 41 faedige produkter (Sheasgreen et al., 1996). Tillige er
der fundet en relativt god overensstemmel se mellem t50 vaedier for 43 praver
omfattende vasker, pulvere og geler opnéet med EpiOcular™ modellen og
Draize test klassifikationer (Stern et al., 1998). Der er senere udviklet en 2
parameter |ogistisk forudsigelsesmodel for MTT data opnéet med EpiOcular™
vaw pabasis af in vitro/in vivo datafor 19 vandoplaelige keimkaier og 41
faedige produkter, og en god korrelation (r=0.90) blev opnat mellem
forudsagte og observerede Draize MMAS vaedier. Ved brug af

forudsigel sesmodellen fandtes der tillige en god forudsigelse af Draize
MMAS vaedier (r=0.89) for 11 faedige produkter. Reproducerbarheden af
MTT testen med EpiOcular™ modellen er god. Pabasis af test af 132 prever
fandtes gennemsnitlige CV’ er paca. 5% med negative kontroller, og pa25%
med en positiv kontral (0.3% Triton X-100) (Klausner et al., 1999).

REC modellen ligner meget EpiOcular™ modellen, og en god korrelation
(r=0.89) er opndt mellen MTT test data fra REC modellen og Draize test
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MMAS vaedier for 40 kosmetiske formuleringer, der dakkede et bredt
spektrum af irritationsskalaen. Tillige er der fundet acceptable CV'er i et
reproducerbarhedsstudie med 1% SL S (n=12, CV=18%) og et tensi dbaseret
produkt (n=15, CV=24%) (Doucet et al., 1998).
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6 Evaluering af alternativer til
gjenirritationstesten

Pabaggrund af de opndede resultater af EU/Home Office studiet er det blevet
vurderet, at alternative metoder til erstatning af Draize testen for genirritation
fast vil kunne etableres efter & 2005 (Purchase, 1997). Endvidere blev
resultaterne af bale EU/Home Office studiet og COLIPA studiet karakteriseret
som skuffendei EU Kommissionens rapporter om aternativer til erstatning af
dyreforsay til testning af kosmetik (EU Kommissionen, 1995 og 1996b). Pa
dette grundlag er forbudet mod dyreforsay til kosmetiske produkter i EU’s
kosmetikdirektiv blevet udskudt til januar, 2000.

Der er dog fornyligt opnéet enighed om mere optimistiske synspunkter
vedr@ende alternativer til genirritationsforsay paworkshops arrangeret af
COLIPA (Bruner et a., 1998) og EU kommissionens center for validering af
alternative metoder (ECVAM)(Ballset al., 1999). Pabegge workshops blev
det understreget, at det er vasentligt at forstade biol ogiske mekanismer bag
genirritation, n& in vitro forudsigelsen &f in vivo reponset skal forbedres og
fdgende forskningsomraler er fored &t:

bedre karakterisering af skader pagets vas, omfattende udvikling af tidlige
markaer for genskade,

aet forstalse for effekter af kemiske stoffer pataefilmen, og af
konsekvenser af beskadigelse af taefilmen,

karakterisering af akut og medium/kronisk genbetandelse,

validering af areal og dybde af hornhindeskader som markaer for
genskade,

udvikling af metoder til bedanmelse af siheling, smerter og kinetik i gets
respons, og

udvikling af metoder til bedanmelse af persistens og reversibilitet af
geneffekter.

PACOL IPA workshoppen var der enighed om, at Draize testens evne il
akkurat pdvisning af genskade for mennesker er begraaset, og at testen har
begramset vaedi som basis for udvikling af aternativer. Behovet for anvendelse
af dataom det humane genirritations respons blev derfor understreget. Det
blev anbefalet at identificere et reference sa pal0-20 model stoffer, om muligt
udvalgt pabasis af humane genirritationsdata, til brug ved udvikling af
mekanismebaserede in vitro tests. Det blev tillige anbefalet, at revurdere de
tilgamgelige in vitro tests pabasis af bedre in vivo data, og at udvikle og forfine
mekani smebaserede in vitro metoder til genirritationstesting. De mest
relevante tilgaagelige in vitro metoder blev identificeret som:

cytotoksicitets assays (inklusive flerlagede vagsmodeller),

assays for aadringer i epithelfunktioner (fluorescein |akage testen),
organotypiske tests, som BCOP testen og tests med isolerede gne fra
kyllinger eler kaniner,

CAM tests som modeller for primaee skader pagets bindehinder, og
langtidsmodeller for hornhinden (f. eks. hornhinder i kultur).
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En ny strategi for validering af in vitro tests for genirritation baseret pabrug af
reference standarder (postive kontrolstoffer) blev foresdt pAECVAM
workshoppen. ECVAM planlagger videre validering af en test med isolerede
kyllingegne, BCOP testen, kombineret anvendelse af HET-CAM testen og
neutral rattoptagel sestesten , samt EpiOcular™ vagsmodellen. Tillige blev det
anbefalet at sammenligne resultaterne fra EU/Home Office og COLIPA
studierne med genirritationsklassifikationer, og at evaluere potentialet af
teststrategier (kombinationer & in vitro tests) til at forudsige genirritation.

Muligheder for fremskridt med hensyn til erstatning af gienirritationstests

Idag er der opndet en meget stor maagde information vedraende forskellige
aternativer til genirritationstestning. Forskellige vegsmodel ler med direkte
pdaing af teststoffer har vist sig at vaee meget godetil at forudsige et bredt
gpektrum af Draize test MMAS veedier, og modellerne har indtil videre kunnet
brugestil test af dle typer af ingredienser og faedige produkter. Foreldige
resultater peger endvidere pd at vaesmodeller vil kunne brugestil forudsigelse
af genskadersreversibilitet. Anvendeligheden af kulturer af celler, der dyrkesi
monolag og doseres med teststoffer oplest i kulturmediet, er begraaset til test
af vandopleselige stoffer. Med denne type tests er der generelt fundet gode
overensstemmel ser til genirritationsdata for tensider. Resultater fraforskellige
metoder med isolerede gne eller hornhinder har i flere undersayel ser vist sig at
give gode overensstemmel ser til genirritationsdata eller -klassificering. HET-
CAM testens anvendel se er begramset til identifikation af visse staekt
irriterende stoffer, men testen er i fleretilfabde vist at vaee mindre
reproducerbar end dyreforsggene. EY TEX testen er tillige vist at vaee uegnet
til generel forudsigelse af genirritation i flere undersayel ser.

Defleste alternative metoder til genirritationstestning er dog vist at vaee
betydeligt mere reproducerbare end in vivo genirritationstests. Padenne
baggrund ba der lagges betydeligt mere vagt pavurdering af de aternative
metoders evnetil at forudsige in vivo responset end paeval ueringer af
metodernes reproducerbarhed. Test af en mindre gruppe af stoffer og
produkter udga en tilstragkelig basis for vurdering af metodernes
reproducerbarhed i de enkelte laboratorier og mellem laboratorier. Rigide krav
til valideringen af in vitro metoder kan bale medfae, at egnede alternativer
bliver overset og at uegnede tests bliver accepterede.

Pagenirritationsomrédet har evalueringen af de opndede informationer om
aternative tests vaeet betydeligt mere kompliceret end forventet. En ny,
uafhamgig revurdering af de eksisterende data paline med IRAG evalueringen i
1997 vil formentlig vaee meget veedifuld. Det er afgaende, at der etableres
gode forudsigel sesmodeller f@ valideringsstudier pdbegyndes, hvis der skal
opnd anvendelige forudsigelser af in vivo responset. For de fleste alternative
til bedanmelse af genirritation vil der kunne etableres bedre forudsigel ses-
modeller ved brug af avancerede regressionsanalyser af relationerne mellem
historiske in vitro og in vivo data.

Forbuddet mod dyreforsa til kosmetiktestning i EU’ s kosmetik direktiv er
blevet betragtet som en drivkraft for udvikling og validering af aternative
tests. Denne hensigtserklaging udga dog ogsaen vasentlig hindring for

accepten of alternativer: Et EU forbud mod produkter, der har vaeet testet i
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bestemte dyreforsay kan udlgse betydelige hindringer for handelen med
kosmetik mellem EU’s medlemsstater og andre lande. Det specifikke forbud
mod dyreforsay med kosmetiske produkter og deres indhol dsstoffer
forekommer endvidere at vaee overflaligt, da egnede alternative metoder skal
brugesi stedet for dyreforsay i henhold til EU’ s direktiv om dyreforsay. Et
effektivt skridt pavejen mod forbedrede muligheder for at opnen generel
accept af alternativer til dyreforsay til vurdering af sikkerheden af kosmetiske
produkter vil formentlig vaee at fjerne hensigtserklaeingen om forbud mod
dyreforsay ved en kommende revision af EU’s kosmetikdirektiv.
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7 Forkortelser

BCOP: Test med isolerede hornhinder fra kogne

BGA: Det tyske sundhedsministerium

CAM: Fosterhinden i henseag

CAMVA: Test med fosterhinden i henseag

COLIPA: Gruppe af europaiske kosmetikproducenter
CORROSITEX: Fysisk-kemisk test for atsning

CTFA: Gruppe af kosmetikproducenter i USA

In vitro: Reagensglasforsay

In vivo: | den hele organisme

CV: Variationskoefficient

Draize test: Kaninforsay for genirritation

ECETOC: Europagsk center for toksikologi

ECVAM: EU Kommissionens center for validering af alternative tests
EpiOcular™: Vagsmodel for dets hornhinde

EYTEX: Test med planteprotein

GLP: God laboratoriepraksis

HET-CAM: Test med fosterhinden i hanseag

IRAG: International gruppe af regulerende myndigheder
JCIA: Gruppe af japanske kosmetikproducenter.
JMHW: Japansk ministerium for sundhed og velfaed.
MAS: Maksimal gennemsnitlig scoringsvaedi i Draize testen
MATREX™: Vagsmodel med bindevaesceller.

MMAS: Modificeret maksimal gennemsnitlig scoringsvaedi i Draize testen
(skala0-110).

MTT: Test for cellers viabilitet



NaOH: Natriumhydroxid

Predisafe: Test med frigaelse af farvestoffet neutral rat
r.. Linese korrelationskoefficient

SD: Standardafvigel se

SKIN*ZK 1200: Vagsmodel for gets hornhinde

SLS: Natriumlaurylsulfat
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